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Abstrakt

Pfedmétem této diplomové prace je navrh specifickych LAMP primerta
anasledna LAMP analyza a jeji optimalizace, s cilem specificky detekovat
Xanthomonas gardneri a odlisit je tak od ostatnich patogennich xanthomonad a dalsich
bakterii patogennich pro rajce a papriku. Byly navrzeny 2 sady LAMP primert ze
sekvenci DNA genu hrpB a atpD. Tyto sady LAMP primeri jsou vysoce citlivé a jsou
schopné detekovat 0,01 pul/mg DNA. Teplota LAMP reakce byla optimalizovana na
64 °C, pii které byla specifita reakce nejvyssi. Pomoci metody LAMP lze detekovat
pritomnost patogent v rostlinnych pletivech. Hlavni vyhodou této metody je Casova
nenaro¢nost analyzy oproti napt. klasick¢é PCR, proto ma LAMP velky potencial

vyuziti pti detekci a identifikaci xanthomonad patogennich pro papriku a rajce.

Abstract

The subject of this thesis is the design of specific LAMP primers and LAMP
analysis and its optimization. The purpose of this analysis is to specifically distinguish
Xanthomonas gardneri from other pathogenic xanthomonads. Two sets of LAMP
primers from the DNA sequences of hrpB and atpD genes were designed. These
LAMP primer sets are highly sensitive and the detection limit of LAMP assay was
found to be 0.01 pl / mg of DNA. The reaction temperature of the LAMP was
optimized to 64 °C to reach the maximum of amplification. LAMP can be applied to
detection and identification on pathogens in plant tissues. LAMP takes less time than
conventional PCR to detect bacteria. This LAMP assay has a great potintial to be
applied to detection and identification of Xanthomonas genus bacteria pathogenic for

tomato and pepper.
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1 Uvod

Kmeny bakterii Xanthomonas, zpisobujici bakterialni skvrnitost paprik
arajcat, jsou celosvétovou hrozbou pro produkci téchto zemédélskych plodin.
Stavajici ochranna strategie spoc¢iva v pouziti riznych chemickych a hygienickych
opatfeni k minimalizaci Sifeni patogent. Pro u¢inné pouzivani chemickych prostiedkt
je dilezité spravné rozliSeni patogeni.

Pomoci metody LAMP je mozné rychle a jednoduse detekovat a identifikovat
tyto patogeny jiz vraném stadiu. Oproti klasickym metodam identifikace
xanthomonad (kultivace, PCR, sekvenovani, aj.) ma LAMP vyhodu ve vysoké
specifi¢nosti, uspoie ¢asu a snadném vyhodnoceni vysledkl. Tyto vlastnosti by mohly
byt v budoucnu vyuzity pro detekci bakterii pfimo V terénu, ¢imz by se vyrazné
urychlil proces ozdravovani a ochrany rajcat a paprik.

Hlavnim cilem této préce je navrh a vybér nejvhodnéjSich LAMP primeri pro
detekci bakterii Xanthomonas gardneri. Navrh primert byl zaloZzen na odlisnych
sekvencich hrpB a atpD genti xanthomonad, které infikuji papriku a rajce. Navrh byl
proveden in silico v programu Primer-Explorer. Poté v laboratorni analyze byla
hodnocena senzitivita Xanthomonas gardneri a specifita primerd V porovnani

s dalSimi kmeny xanthomonad a jinych bakterii patogennich pro rajce a papriku.



2 Cil

1. Optimalizace detek¢éniho postupu pro fytopatogenni bakterie pomoci metody
LAMP

2. Navrh LAMP primera detekujici bakterie Xanthomonas gardneri

3. Stanoveni specifity a senzitivity navrzenych primeri



3 Literarni Prehled

3.1 Bakterie rodu Xanthomonas

3.1.1 Charakteristika a klasifikace bakterii rodu Xanthomonas

Xanthomonady jsou gramnegativni bakterie o velikosti 0,4 — 0,6 x 1 — 1,6pum.
Radi se mezi pohyblivé bakterie, jejich pohyblivost zajituje jeden polarni bi¢ik. Maji
obligatné aerobni respiracni metabolismus (Kidela a kol., 2002). Jsou katalazové
pozitivni a oxiddzové negativni a Ize je identifikovat riznymi molekuldrnimi
technikami (Jones a kol., 2004). Vétsina xanthomonad vytvaii mukoidni zluté kolonie.
Xanthomonady vyvoléavaji bakteridzy, které zptsobuji vazné zemédélské ztraty, a to
zejména v oblastech s tropickym a subtropickym klimatem (Kidela a kol, 2002).

Klasifikace kment Xanthomonas, které infikuji papriku a rajée, prosla
V poslednich letech zna¢nou taxonomickou pfeménou. Jiz v 60. letech byla
pozorovéana znacnd fenotypova rozmanitost bakterii (Dye a kol., 1964). Vyzkumy
potvrdily, Ze za onemocnéni paprik a rajcat je zodpovédny vice nez jeden druh bakterii
Xanthomonas.

Bacterium vesicatorium bylo nékolikrat pieklasifikovano na Pseudomonas
vesicatoria, Phytomonas vesicatoria a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)
(Dye a kol., 1980; Hayward a Waterston, 1964). Tyto bakterialni kmeny byly
povazovany za jednu skupinu az do poloviny 90. let, kdy se prokazalo, Ze se rozd¢€luji
na dvé geneticky a genotypicky odlisné skupiny, které byly oznaeny jako A a B.
Vauterin a kol. (1995) navrhl, Ze tyto dvé skupiny by mély byt reklasifikovany jako
X. axonopodis pv. vesicatoria (A) a X. vesicatoria (B).

Na zakladé vysledki z DNA-DNA hybridizace, Jones a kol. (2000) stanovili
¢tyfi odlisné druhy X. euvesicatoria (A), X. vesicatoria (B), X. perforans (C)
a X. gardneri (D), které mohou zptsobovat bakterialni skvrnitost. Kmeny patfici
do skupin A, B, D infikuji jak rajcata, tak i papriky. Zatimco kmeny skupiny C infikuji
pouze rajcata. Tyto Ctyfi druhy se od sebe charakteristicky 1isi fyziologicky

i molekularné. Nicméné i toto rozdéleni neni konecné.



V roce 2008 provedl Young a kol. analyzu multilokusové sekvence (MLSA)
pomoci genti dnak, fyuA, gyrB a rpoD, ¢imz zjistil, ze X. gardneri je téméf stejna jako
X. cynarae, ktera zpusobuje bakterialni skvrnitost na hlavickach artycokii. Mimo jiné
i vysledky zMLSA naznaCily blizky fylogeneticky vztah mezi X. perforans
a X. euvesicatoria. Almeida a kol. (2010) navrhli rozliSovani druhti Xanthomonas
pomoci Sesti gentl, a to fusA, gapA, gltA, gyrB, lacF a lepA.

Ackoli ¢tyfi druhy Xanthomonas infikuji stejného hostitele a zpusobuji velmi
podobné onemocnéni rajéat a paprik, jsou geneticky riznymi patogeny.
Celogenomova srovnavaci analyza poskytla piehled o vyvoji téchto kmend. Z této
analyzy vyplynulo, ze X gardneri a X. vesicatoria jsou vice pfibuzné X. campestris pv.
campestris nez X. campestris pv. vesicatoria a X. perforans (Potnis a kol., 2011).

Porovnani vSech dostupnych sekvenci podporuje zavér, ze X. euvesicatoria
a X. perforans jsou jeden bakterialni druh. Barak a kol. (2016) ve své studii provedl
rozsahlou analyzu sekvenovanych genomi kment X. perforans a X. euvesicatoria. Ve
studii byly porovnavany ¢asti sedmi housekeeping genti (atpD, dnakK, efp, gInA, gyrB,
lepA, a rpoD) ze vSech dostupnych genomi vSech kment. Polymorfismy se zde
vyskytovaly velmi vzacné. Vysledky srovnani nezavislych genti naznacuji, ze mezi
oddélent téchto dvou kmenti bylo chybné interpretovano diky zkouméni a porovnavani
pfilis Sirokého vybéru kmenti. Ze skaly bioinformatickych dat a jejich vlastni analyzy
vyplyva oznaCeni vSech zkoumanych kment (X. euvesicatoria, X. perforans,
X. axonopodis pv. allii, X. alfalfa subsp. citrumelonis, a X. dieffenbachiaesun) jako
X. euvesicatoria. Slouc¢eni kment X. perforans a X.euvesicatoria, které navrhl
Constantin a kol. (2016), potvrzuji vysledky jednotlivych studii. Xantomonady, které
infikuji papriku a rajée jsou nyni dle dostupnych informaci rozdéleny na kmeny

X. euvesicatoria, X. gardneri a X. vesicatoria.
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3.1.2 Onemocnéni zpiisobené bakteriemi rodu Xanthomonas

Onemocnéni, které zptsobuji bakterie rodu Xanthomonas, bylo poprvé
objeveno na rajceti v Jihoafrické republice v roce 1914, patogen pojmenoval Doidge
(1920) Bacterium vesicatorium. Toto onemocnéni pozdé&ji identifikovali také v Indii
Gardener a Kendrick. Mg¢li ptipravené pojmenovani Bacterium exitiosum, ale
ptiklonili se knazvu, ktery navrhl Doidge. Tyto dva kmeny se sice odliSovaly
v amylotické aktivité, ale byly 1é¢eny jako jeden patogen (Garder a Kedrick, 1921).
O dva roky pozdéji Gardner a Kendrick (1923) identifikovali bakteridlni skvrnitost
listd papriky. Zjistili, Ze nachazeji stejné symptomy, jaké byly objeveny u rajcete
a klasifikovali ji také jako B. vesicatorium. Higgings (1922) byl ale prvni, ktery tuto
chorobu zcela popsal. V naslednych revizich terminologie byla bakterie zatazena do
rodu Xanthomonas (Dowson, 1939) jako Xanthomonas vesicatoria a nakonec

pfejmenovana na Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Dye, 1978).

3.1.2.1 Spektrum hostiteli

Mezi hlavni hostitele patii Siroka $kala rostlin patficich do ¢eledi Solanaceae,
piedevsim rajcata (Solanum lycopersicum), cherry rajcata (Solanum lycopersicum var.
Cerasiforme), lilek (Solanum dulcamara), S. nigrum, S. rostratum, S. tuberosum,
S. melongena, S. pimpinellifolium, dale papriky (Capsicum Annuum), chilli papriky
(Capsicum rutescens), durman obecny (Datura stramonium), blin ¢erny (Hyoscyamus
niger), blin zlaty (H. aureus), kustovnice ¢inska (Lycium finese), kustovnice cizi
(L. halimifolium), tabak selsky (Nicotina rustice), mochyné (Physalis minima)
a Nicarda physalodes (Dye a kol., 1964; Dye a kol., 1980; Hayward, 1964).

3.1.2.2 Zpisob napadeni

Jako jeden z primarnich zdroji inokula mohou slouzit semena, zejména
V semenaiském vyrobnim zatizeni, kde se udrzuji vysoké teploty a vysoka relativni
vlhkost. Je zde obrovska hustota rostlin, na které se ve vétsiné ptipadii vyuziva horni
zpusob zavlazovani. Toto prostfedi je idedlni pro vyvoj a Sifeni chorob (Pohronezny
a kol., 1992). Ve venkovnim prostiedi se bakterie §ifi pomoci destovych kapek, které
dopadaji na rostlinu a patogen pronikd skrz poranéni zplsobené pii kulturnich

¢innostech (roubovani, ofezavani, vazani a sklizni) ¢i poranéni zplisobené vétrem
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a dalsimi faktory (Lindemann a Upper, 1985; Mclnnes a kol, 1988). Patogen muze
také pronikat do rostliny pfes pfirozené otvory jako stomata a hydatody (Jones, 1991).

Xanthomonady mohou piezivat ve fylosféfe rajcat jako epifyti. Tyto epifytické
populace bakterii 1 v latentni podobé napomahaji k Sifeni patogenu (McGuire a kol.,
1991). Casto se vyskytuji na transplantatech rostlin, jelikoZ maji schopnost pietrvavat

Vv reziduich plodin po delsi dobu (Jones a kol, 1986).

3.1.2.3 Symptomy napadeni

Bakterialni skvrnitost raj€at a paprik je charakterizovana nekrotickymi 1ézemi,
které se tvoii na listech, stoncich, okvétnich listcich, kvétech a plodech (Jones a kol.,
1991). Béhem pocatecnich fazi vyvoje symptomi se objevuji kruhovité vodnaté 1éze,
které pozdé&ji usychaji a méni barvu na tmavé hnédou az ¢ernou s mokrym az mastnym
vzhledem (Vallad a kol., 2004). V nékterych piipadech se okolo 1éze vytvati nazloutly
svétly kruh, tzv. halo efekt (Obr. 1). U rajc¢at se jednotlivé 1éze na listech rychle rozviji
na velikost asi 0,2 cm v praméru. Léze u paprik mivaji v priméru 0,25 — 0,5 cm (Stall
a kol, 2009).

Obr. 1: Plody raj¢at infikované bakterialni skvrnitosti

https://www.extension.umn.edu/garden/fruit-vegetable/plant-diseases/bacterial-spot-tomato-
pepper/img/bacterial-spot-fruit-2-800.jpg
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Za velmi vlhkych povétrnostnich podminek se skvrny na listech zvétSuji
a mohou pfechazet az do cernych nekrotickych 1ézi (Obr. 2). Léze na stopkéach
a fapicich maji vice prodlouzeny tvar nez ty, které se tvori na listech. Naopak
na plodech ve vétsin¢ piipadt zistavaji 1éze malé a nepronikaji hluboko, ale velké
mnozstvi téchto mist znehodnocuje kvalitu plodd. Dalsim uskalim jsou rtzné
sekundarni houby ¢i jiné bakterie, které mohou na téchto mistech kolonizovat,

a zpusobovat tak hnilobu ploda (Sun a kol., 2002).

Obr. 2: Bakterialni skvrnitost na listu papriky

&

l

P. Lopes;.UMass 4

https://ag.umass.edu/sites/ag.umass.edu/files/photos/BLSpepper3.jpg

Po napadeni papriky bakteridlni skvrnitosti je ¢asto pozorovana defoliace
rostlin. Mimo to mohou odpadévat kvéty a mladé plody. Kvalita plodi byva ovlivnéna
jak pfitomnosti 1ézi, tak i spalenin od slunce zapfi¢inénych odlisténim (Ritchie

a Awerre, 2000).
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3.1.3 Detekce bakterii rodu Xanthomonas

Bakterie rodu Xanthomonas jsou snadno izolovany z infikované tkan¢ na
zivném agaru. Charakterizuji je zluté, mukoidni a konvexni kolonie (Doidge, 1921).
Zluta barva je zplsobena piitomnosti xanthomonadini, ve vodé nerozpustnych
pigmentu, které jsou pfitomné ve vnéj$i membrané (Stephens a Starr, 1963).

Pii reklasifikaci druhtt Xanthomonas se vyuzivaly rizné techniky, napf.
stanoveni amylolytické a pektolytické aktivity pomoci SDS-PAGE, ¢i rizné
sérologické metody napi. ELISA (Bouzar a kol., 1994). V roce 1997 Kuflu a Cuppels
vyvinuli diagnostickou sondu DNA, ktera se dala pouzit na urCeni X. euvesicatoria
a X. vesicatoria. Na rozliseni ¢tyt druhl patogennich xanthomonad vyvinuli Cuppels
a kol. sady PCR primert az v roce 2006.

Vyzkumnici zhodnotili mnoho riznych metod pro diagnostiku a analyzu
patogennich xanthomonad. V roce 2000 byly porovnany vysledky amplifikace
fragmentt délky polymorfismu (AFLP) s analyzou DNA-DNA hybridizace zahrnujici
80 kmenu Xanthomonas. V tomto piipad¢ poskytla analyza pomoci AFLP srovnatelné
fylogenetické vysledky jako DNA-DNA hybridizace (Rademaker a kol., 2000).
Pozdé&ji byly navrzeny ctyfi pary druhové specifickych PCR primeri, zaloZenych
pravé na vysledcich predchozich analyz AFLP. Pomoci téchto oligonukleotidovych
primert byly schopné ptesné detekovat vSechny testované kmeny (Koenraadt a kol.,
2007). Jelikoz byl pocet testovanych kmenu X. perforans a X. gardneri omezeny, bylo
pottebné jesté provést kontrolu navrzenych primerd. Aratjo a kol. (2012) otestovali
tyto primery na vice kmenech a potvrdili tak vhodnost primert. Po validaci jesté
navrhli multiplex PCR, kterou lze soucasn¢ detekovat vSechny ¢tyfi druhy.

Mezi dalsi detekeni nastroje patii 1 celogenomové sekvenovani, pomoci jehoz
vysledkll 1ze porovnéavat ¢asti genomu bakterii, a tim 1 rozliSovat patogenni bakterie.
Potnis a kol. (2011) pro svou analyzu vyuzili 454 pyrosekvenovani, vysledky
porovnavali se sekvencemi z databaze PAMDB, ziskané MLST analyzou
(http://genome.ppws.vt.edu/cgi-bin/MLST/home.pl).

Od poloviny 90. let védci zkoumali pouziti diagnostickych metod zaloZenych
na analyze oblasti gend hrpB, konkrétné hrpB2 (Bogdanove a kol., 1996; Noél a kol.,
2002). Leite akol. (1994) byli prvni, kdo vyuzil analyzu gent hrp k detekci 28 riznych
pathovard X. campestris. Strayer a kol. (2014) pouzil analyzu hrpB2 k vyvoji

multiplex kvantitativni PCR pro odhaleni vSech ¢ty bakterialnich patogent soucasné.
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Tato analyza byla povazovana za velké zlepSeni oproti ostatnim detekénim technikdm
vyuzivajici gelovou separaci, protoze Setii Cas a material pfi zpracovani mnoha vzorkd.
V roce 2016 vyvinuli pro identifikaci analyzu pomoci multiplex real-time TagMan
PCR. Na zaklad¢ sekvence hrpB7 byly navrzeny ¢tyfi druhové specifické sondy a dvé
sady primert. Jelikoz byl optimalizovany multiplex PCR vysoce specificky
a usnadnoval identifikaci kazdého bakteridlniho patogenu zplsobujici skvrnitost
z Cisté kultury a infikované rostlinné bunky, ma velky potencial jako diagnosticky

nastroj (Strayer a kol., 2016).

3.2 Uzité metody pro detekci bakterii

3.2.1 Polymeriazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction; PCR) je
jednoduchou metodou exponencialni amplifikace specifické sekvence DNA in vitro
(Henson a French, 1993).

Techniku této metody poprvé popsal v roce 1983 v Kalifornii Kary Mullis
v ramci jeho analyzy amplifikace oligonukleotidd v tzv. beta-globinovém programu.
Prvni popis PCR byl vydan roku 1985 v ¢asopise Science, ale nemél pozitivni ohlas
(Saiki a kol., 1985). Akceptovany byl az roce 1987 v periodiku Methods in
Enzymology. Metoda byla uvedend jako specificka syntéza DNA in vitro pomoci
fetézové reakce katalyzované polymerazou. Pouzité oligonukleotidové primery byly
syntetizovany v automatizovaném zatizeni pro syntézu DNA za pouziti fosforamiditu
(Mullis a kol., 1987). Za vynalezeni PCR ziskal Mullis v roce 1993 Nobelovu cenu.
Na vyvoji se také podileli Henry Erlich, Norman Arheim, Radall Saiki, Glen Horn,
Corey Levenson, Stevn Scharf, Fred Faloon a Tom White (Rabinow, 2011).

Vyuziti PCR metody se rapidné zvySilo aZ po roce 1988, ptispélo k tomu
hlavné zavedeni pouzivani Taq DNA polymerdzy. Tato polymeraza je izolovana
z bakterii Thermus aquaticus a bézné¢ odolava vysokym teplotam, pii nichz DNA
denaturuje. Pouzitim tohoto enzymu se snizily naklady na PCR, jelikoz nebylo nutné
polymerdzu po kazdém cyklu dopliiovat. Tim se umoznilo automatické cyklovani

(Henson a French, 1993).
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Vysokou specifitu reakce zajistuji oligonukleotidové primery, které jsou
komplementarni ke kazdému konci cilové sekvence, jez ma byt amplifikovana. Tato
cilova sekvence muze byt dlouha desitky az desitky tisic nukleotidl. V reak¢ni smési
se jesté mimo polymerazu a specifické primery nachazi reakéni pufr s ionty Mg?*,
volné deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) a voda. Termostabilni DNA dependentni DNA
polymeraza katalyzuje reakci, ve které se vyuziva oligonukleotidového primerového
paru a ¢ty dANTPs ke vzniku miliona kopii cilové sekvence. Z jedné molekuly DNA
muzeme teoreticky ziskat 2" kopii dané sekvence pti n cyklech (Kolmodin a kol.,
2002).

PCR probihd v termélnim cykleru, ktery zajisti stfidani tii teplotnich fazi.
Optimalni pocet cykll se odviji od vychozi koncentrace templatové DNA a vétSinou
se pohybuje vrozmezi mezi 25-35 cykly. Prvni faze je denaturace vodikovych
mustki, které denaturuji pfi teploté nad 90 °C. Nejcastéji se vyuziva teploty 94 °C,
kdy dochazi krozpleteni a oddéleni jednotlivych fetézci DNA. Na denaturaci
navazuje annealing, kdy pii vhodné teplot¢ na denaturovana vlakna nasedaji
komplementarni oligonukleotidové primery. Teplota annealingu zavisi na délce
primeru, obsahu GC part a teploté tani (Tm) primera a pohybuje se mezi 55-65 °C.
Prostiednictvim termostabilni DNA polymerazy se ve tieti fazi (elongace) syntetizuji
nova vldkna. Vldkno je prodluzovdno od 3° konce primeru na zikladé
komplementarity bazi, a to pfi teploté¢ kolem 72 °C. Vyslednym produktem jsou
amplikony o znamé délce, jejichZ pritomnost lze prokdzat stanovenim velikosti
pomoci elektroforézy (Kolmodin a kol., 2002; Pavlik, 1999; Saiki a kol., 1988; Smarda
a kol., 2005).

PCR je velmi rozsifena metoda amplifikace pouzivana k diagnostice
infekénich onemocnéni rostlin. V poslednich letech je bézné vyuzivana real-time PCR

jako zakladni diagnosticka metoda (Ravnikar a kol., 2016).

3.2.2 Elektroforéza

Elektroforetickéd pohyblivost, kterou miizeme definovat jako rychlost nabitych
¢astic v kapalném prostiedi, je velmi dilezitou vlastnosti vyuzivajici se u separacnich
metod (Kasicka, 1997). Elektroforetickd frakcionace a purifikace smési koloidnich
systémti poprvé realizoval Schwerin, ktery od roku 1914 popsal v tfadé patentl

experimentalni zafizeni a nékteré aplikace metody (lllig a Schwerin, 1915). Prvni
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elektroforetickou aparaturu vyvinul v roce 1937 Tiselius. Popsal metodu, ktera je
znama jako zénova elektroforéza a vyuzil ji k separaci proteinti (Tiselius, 1937).

Elektroforézu lze povaZzovat za nejvice pouZzivanou separacni metodu
vyuzivanou k analyze nukleovych kyselin ¢i bilkovin. Nukleové kyseliny se
Vv elektrickém poli pohybuji k anod¢, diky jejich fosfatovym skupindm s negativnim
nabojem (Smarda a kol, 2005). Vybér nejvhodng;jsi elektroforetické metody zavisi na
velikosti DNA fragment. Obecné plati, ze ¢im vys$i je koncentrace agarozy, tim
mensi je velikost pora. Tradi¢ni agar6zové gely jsou nejucinngjsi pii separaci DNA
fragmentt o velikosti od 100 bp.

K oddéleni fragmentlh DNA vétsich nez 25 kb slouzi pulzni elektroforéza, pti
které se orientace sméru proudu periodicky stiida (Lai a kol., 1989). Fragmenty DNA
mensi nez 100 bp jsou nejicinnéji oddéleny za pouziti elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu. Na rozdil od agarézovych geli se matrice
polyakrylamidového gelu vytvaii chemickou reakci fizenou volnymi radikély (Lee

a kol., 2012).

3.2.2.1 Agarézova gelova elektroforéza

Agarozova gelova elektroforéza je jednoduchéd a vysoce U¢inna metoda pro
separaci, identifikaci a purifikaci DNA fragmentt rtiznych velikosti v rozmezi od 100
bp do 25 kb (Lee a kol, 2012). Pouziti elektroforézy na agar6zovém gelu zplsobilo
revoluci v analyze DNA. Diive byla DNA primarné separovana za pouZiti gradientové
centrifugace, ktera poskytovala pouze ptibliznou informaci o velikosti (Helling a kol,
1974). Vzhledem k tomu, Ze DNA ma konstantni pomér hmotnosti a elektrického
naboje, molekuly DNA jsou v agar6zovém gelu oddéleny dle velikosti tak, ze ujeta
vzdalenost na gelu je nepfimo umeérna logaritmu jejich molekulové hmotnosti (Smith
a kol., 1989).

Postup elektroforetického vyhodnoceni je nasledujici. Nejdiive je ptipraven gel
s vhodnou koncentraci agardzy pro velikost fragmentti DNA, které maji byt oddéleny.
Vzorky DNA se napipetuji do jamek na gelu, ktery je umistén do elektroforetické
vany, kde probiha odd€leni fragmentli pomoci napéti (Johansson, 1972). Rychlost
migrace molekuly DNA pfies gel je urcena velikosti a konformaci molekuly DNA,

koncentraci a typem agardzy, pouzitym napétim, piitomnosti ethidiumbromidu
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a elektroforetickym pufrem (Lee a kol, 2012). Gel je vizualizovan pfimo pii osvétleni
UV zafenim (Johansson, 1972).

Pro vizualizaci polohy separovanych molekul se vyuziva interkalacni ¢inidlo,
ethidiumbromid (EtBr), SYBR Green ¢i jina barviva DNA (Westermeier, 2016).
Molekuly EtBr se vmezetuji mezi sousedni pary bazi. Pii expozici UV svétla se
aktivuji elektrony v molekule ethidia, coz vede k uvolnéni energie (svétla). Intenzita
fluorescence jednotlivych fragmentt je poté tumérna koncentraci DNA (Lee a kol.,
2012). EtBr ma kladny elektricky naboj, ¢imzZ se snizuje mira migrace DNA o 15%.
EtBr je také mutagen a karcinogen, proto je dileZzité peclivé pracovat pfi manipulaci s
agarozovymi gely, které ho obsahuji. Navic je EtBr povazovan za nebezpecny odpad
a musi byt likvidovan vhodnym zpiisobem (Sharp a kol., 1973). Mezi dalsi barviva
mizeme zahrnout SYBR Gold, SYBR green, Crystal Violet a Methyl Blue. Z nich
Methyl Blue a Crystal Violet nevyzaduji pro vizualizaci UV zéfeni, ¢imz se snizuje
pravdépodobnost mutace, je-li potfebné ziskat DNA fragmenty z gelu. Nicméné jejich
citlivost je niz§i nez citlivost EtBr. SYBR gold a SYBR green jsou vysoce citlivé
barvy, zavislé na UV zéfeni, maji niz8i toxicitu neZ EtBr, ale jsou podstatné drazsi.
Kvili cené, snadnosti pouziti a citlivosti zistava EtBr stale nejvice vyuzivanym

barvivem (Lee a kol., 2012).

3.2.3 LAMP

Izotermicka amplifikace zprostiedkovana smyckami (Loop-mediated
isothermal amplification; LAMP) je vysoce specificka a u¢inna amplifikaéni metoda,
ktera amplifikuje DNA za izotermickych podminek (Notomi a kol., 2000; Notomi
a Hase, 2002). Ve srovnani s PCR a real-time PCR ma LAMP vyss§i G¢innost
amplifikace, ktera je pfisuzovana tomu, ze neni nutné volit slozité teplotni podminky
(Nagamine a kol., 2001).

Obrovska vyhoda LAMP je i v uspote ¢asu. DNA se amplifikuje 10° - 10°x za
15 — 60 minut, coz muze ve srovnani S PCR usetfit i 1 hodinu (Nzelu a kol., 2016).
Bylo zjisténo, ze metoda LAMP je 10 - 100x citlivéjsi nez PCR, proto lze testovani
pomoci metody LAMP pouzit k detekci patogenil v Casném stadiu infekce jesté pred

viditelnym projevem ptiznaka (Li a kol., 2017).
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LAMP reakce také poskytuje velké mnozstvi vedlejSiho produktu, jimz je
pyrofosfatovy iont, coz vede k bilé srazenin¢ pyrofosfore¢nanu hote¢natého v reakéni
smési. Vzhledem k tomu, ze mnoZstvi sraZzeniny v reakéni smeési koreluje s mnozstvim
syntetizované DNA, mtze byt monitorovani LAMP reakce v redlném c¢ase dosazeno
méienim zakalu v realném ¢ase (Mori a kol., 2001).

LAMP metodu vyvinuli Notomi a kol. v roce 2000. Pro urychleni reakce
vyvinuli Nagamine a kol. vroce 2002 smyckové primery, které hybridizuji
s kmenovymi smyckami. Zjistili, Ze by se tim mohla snizit reakéni doba metody na
pfirodnich véd, zejména na detekci mikroorganismil, diagnostiku infekénich nemoci

a identifikaci pohlavi embryi (Fang a kol., 2008).

3.2.3.1 Princip LAMP

Metoda LAMP je charakteristicka pouzitim Sesti riznych primerq, které jsou
specificky uréené k rozpoznani osmi odlisnych oblasti na cilovém genu. Amplifikace
a detekce genu muze byt dokoncena v jediném kroku inkubace reakéni smési pii
konstantni teploté cca 60—65 °C (Notomi a kol., 2000).

V reakéni smési je mimo templatovou DNA a primery také velmi dilezita
termostabilni DNA polymeraza (Fang a kol., 2008). PouZivaji se enzymy
s dislokazovou aktivitou, které maji 5'- 3 endonukleazovou aktivitu. Témto kritériim
vyhovuje Bst polymeraza izolovana z bakterie Bacillus stearothermophilus, Bsm
polymeraza izolovana z bakterie Bacillus smithii (Nagamine a kol., 2001,
Wozniakowski a kol, 2012) a GsP polymeraza izolovana z bakterie Geobacillus
stearothermophilus (Hawwa a kol., 2009). Mezi dalsi komponenty patii ANTP, jako
zdroj pottebnych nukleotidii a pufr. Déle se do reakéni smési piidévaji ionty Mg?”,
pomoci nichZ lze reakci optimalizovat. Na stabilizaci poméru AT a GC bazi 1ze do
reakéniho mixu pfidat aminovou sul, napt. betain. (Dhama a kol., 2014).

LAMP amplifikaci Ize rozd€lit na 2 ¢asti. Na ptipravu vychoziho materialu a na
cyklickou amplifikaci (Notomi a kol., 2000). V prvni ¢asti se vnitini primer FIP (oblast
F2) hybridizuje k oblasti F2c, nachazejici se na templatovém fetézci DNA. Tento
proces zahajuje syntézu fetézce a vytvari se fetézec, ktery je komplementdrni
Kk templatu. Poté primer F3 naseda na oblast F3c templatu. S pomoci dislokazové

aktivity termostabilni DNA polymerdzy se zahdji fetézova substitu¢ni reakce, ¢imz
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vznikd vazba primeru FIP a nové vzniklého fetézce. Tato struktura mize na jednom
konci vytvorit smyckovou strukturu. Syntetizuje se dvojietézcova DNA pomoci
primeru F3 a templatového fetézce DNA. Vzhledem k tomu, Ze na 5” konci fetézce
existuji komplementarni oblasti F1c a F1 po nasednuti BIP a B3 probiha ekvivalentni
proces a vznikne dal$i struktura kmenové smycky na druhém konci DNA. Celkové

tato struktura slouzi jako vychozi material pro cyklickou amplifikaci (Obr. 3).

Obr. 3: Necyklicka faze LAMP
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(1) Nasednuti termostabilni - DNA polymerazy, (2) prostiednictvim dislokazové aktivity DNA
polymerazy se syntetizuje retézec DNA komplementarni k templatové DNA, zacinajici od 3'
konce oblasti F2, (3) nasednuti F3 primeru, (4) dvojvlakno tvorené ze syntetizované DNA
a templatu, (5) uvolniuje se vytésnény retezec, ze kterého vznika na 5 konci kmenova smycka,
(6) jednovladnovid DNA z kroku 5 slouzi jako templdt pro syntézu iniciovanou BIP primerem,

(7) vznika dvouvlaknova struktura, (8) vznik kmenovych smycek na obou koncich.
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V druhé ¢asti probiha cyklicka amplifikace (Obr. 4). Struktura vznikld v prvni
fazi je rychle prevedena do kmenové smycky pomoci syntézy DNA. Poté FIP
hybridizuje se smyckou DNA, ¢imz disociuje dvouietézcovou DNA na
jednofetézcovou, kterd rychle vytvoii strukturu kmenové smycky na 3' konci diky

komplementarnim Blc a B1 oblastem.

Obr. 4: Cyklick4 fize LAMP
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http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/img/principle_13.jpg
(9) Syntéza DNA od 3" konce Bl a uvolnéni viakna spojené s FIP, tato uvolnéna struktura
miize ,,obtocit* strukturu vytvorenou v Kroku 8, vznika tak struktura (10), (11) syntéza DNA

od 3" konce B1 a uvolnéni vidkna

Poté je od 3" konce oblasti Bl iniciovana syntéza DNA a uvoliiuje se FIP
spojeny s vlaknem. Pozdé&ji se, diky komplementarité oblasti F1 - F1c a Blc - B1 na
obou koncich, tyto oblasti spoji. Stejnym zptisobem B2 se spoji se smyckovou oblasti
B2c, ¢imz se vytvoii nova sekvence DNA. Produkt pak slouzi jako templat, na ktery
nased4 BIP primer a syntetizuje nové vldkno a nasleduje cyklicka amplifikace az do
ukonceni reakce. Vysledkem tohoto procesu jsou rizné struktury sestavajici ze
stiidavé obracenych opakovani cilové sekvence na tentyz vlaknu (Fang a kol., 2008;

Li a kol, 2017; Nagamine a kol., 2001).
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3.2.3.2 LAMP primery

Stézejnim krokem LAMP reakce je navrh vysoce citlivé a specifické sady
LAMP primert. Pro navrh je bézné pouzivan online program Primer - Explorer V4/V5,
dostupny na internetové strance https://primerexplorer.jp/e/ (Primer - Explorer, 2005).

Sada primert pro amplifikaci LAMP zahrnuje minimalné ¢tyfi primery, a to
B3), vnitini pfedni (Forward inner primer; FIP) a vnitini zadni (Backward inner
primer; BIP). Tyto primery odpovidaji sekvenci 6 riznych oblasti cilového genu. Na
3" konci to jsou oblasti F3c, F2¢, Flc ana 5 konci oblasti B1, B2, B3. Pro urychleni
reakce mohou byt dale navrZzeny az dva smyckové primery, a to zadni smyckovy
primer (Backward loop primer; Loop B) a piedni smyckovy primer (Forward loop
primer; Loop F).

FIP je slozeny ze sekvence F2 na 3" konci, ktera je komplementarni k oblasti
F2c,aFlcna5’ konci. F3 je komplementarni k oblasti F3c. BIP je slozeny ze sekvence
B2 na 3" konci, ktera je komplementarni k oblasti B2c, a Blc na 5° konci. B3 je
komplementarni k oblasti B3c. Loop F je navrZen s pouzitim komplementarniho
vladkna odpovidajiciho oblasti mezi F1 a F2. Loop B je navrzen pomoci sekvence
komplementarniho vladkna oblasti mezi B1 a B2. Vngjsi primery F3 a B3 maji roli
Vv presunu vlaken béhem necyklického kroku. FIP a BIP maji, jak sense, tak i antisense
sekvenci tak, aby napomahaly pii vytvafeni smycky. Loop F a Loop B jsou navrZzeny
tak, aby zrychlily amplifikac¢ni reakci vazbou na dal$i mista, kterd nejsou piistupna
vnitinimi primery (Notomi a kol., 2000; Nagamine a kol., 2001; Nagamine a kol.,
2002).

3.2.3.3 Navrh primeri

Mezi podstatné faktory, které pfi ndvrhu primerl musime dodrZovat, patii
obsah GC bazi a teplota tani. Déle je dllezité, aby konce primerti byly stabilni
a nevznikaly sekundarni struktury. Pokud je sekvence DNA bohata na GC baze,
v primeru by mélo byt cca 40-50 % GC bazi. Naopak je-li sekvence bohata na AT
baze, tak by obsah GC v primeru mél byt cca 50-60 %.

3" konec primeru by nemél obsahovat mnoho AT bazi ¢i byt komplementarni

k jinym primeram. Je to dilezité, zejména u vnitinich primerti, aby se netvofily
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sekundarni struktury. Konec primerd slouzi jako vychozi bod pro syntézu DNA,
a proto musi mit urcity stupen stability. 3' konce F2, B2, F3, B3 a Loop F, Loop B a 5'
konec F1c, Blc jsou navrZeny tak, aby volna energie byla nizsi nez -4 kcal / mol.

Teplota tani (Tm) pro oblast primera by méla byt asi 60—65 °C v piipadé
bohatych na GC, a 55-60 °C v ptipadé bohatych na AT. Soucasn¢ by Tm Flc a Blc
m¢éla byt vyssi nez Tm smyckové struktury F2 a B2. Tm se odhaduje pomoci metody
nejblizsich sousedli (Nearest-Neighbor). Tato metoda je v soucasné dob€ povazovana
za aproximacni metodu, kterd udava hodnotu nejblizsi skute¢né hodnoté. Tm je urCena
pro kazdou oblast pro Flc a Blc, ptiblizn¢ 60 °C (64—66 °C), ptiblizn¢ 60 °C (59-61
°C) pro F2, B2, F3 a B3 a ptiblizn¢ 65°C (64—66 °C) pro smyckové primery.

Primery jsou navrzeny tak, aby vzdalenost od konce F2 po konec B2
(amplifikovana oblast) byla mezi 120-160 bazi. Vzdalenost od 5' konce F2 k 5' konci
F1 (cast, ktera tvoii smycku) byla mezi 40—60 bazemi a vzdalenost mezi F2 a F3 byla
mezi 0-60 bazi (Obr. 5) (Notomi a kol., 2000; Nagamine a kol., 2001; Nagamine
a kol., 2002).

Obr. 5: Vzdalenosti oblasti navrhovanych primera
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3.2.3.4 Vyhodnoceni LAMP

Prvotni posouzeni amplifikace je mozné vizudlni detekci zakalu
pyrofosforeCnanu hotfecnatého pouhym okem. Po pfidani interkala¢niho ¢inidla do
smési l1ze pozorovat fluorescenci vzorku pod UV svétlem. Dalsi jednoduchou metodou
hodnoceni amplifikace je agarozova gelova elektroforéza (Parida, 2006). Mezi optické
metody vyhodnoceni lze zahrnout i monitorovani LAMP amplifikace v realném case,
které lze provést spektrofotometrickou analyzou nebo pomoci turbidimetru (Mori
a kol., 2004).

Elektrochemické metody jsou rychlejsi, jednodussi a maji nizsi naklady, proto
se velka cast studii zaméfuje na vyuziti voltametrie pro sledovani LAMP reakce,
pouzitim napf. metody monitorovani elektrochemickymi senzory / Ccipy ¢i

elektrochemickymi biosenzory (Zhang a kol., 2014).
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4  Material a metody

4.1 Navrh primert

Primery pro LAMP analyzu byly navrzeny in silico v programu Primer
Explorer V5. Pouzity byly sekvence ziskané z databaze NCBI. Nasledné byly
porovnany v programu MEGA software, kde byly zjistény odlisnosti v genu atpD
a genu hrpB bakterie Xanthomonas gardneri od ostatnich xantomonad (Xanthomonas
euvesicatoria, Xanthomonas vesicatoria) (Obr. 6 a Obr. 7). Pomoci téchto odlisnosti
byly vybrany sady primeri s nejvyssi teoretickou specifi¢nosti. Specifita téchto

vybranych primeri byla poté oveéfovana v databdzi NCBI programem BLAST.

Obr. 6: Alignment ¢asti bakterialnich sekvenci genu atpD

1AATERRETEC cERABETETACEMCEcEcTERAEETCERAEECACcEccATcAccclBERRETEC ABCcEECcREC
:MATCACBCETTEAAEETCEANREECcAC cCEANATCACCCTEEARETECASCABCABCTCcEECcEACEBCcETEETSC
scAmEMAETECcERAEETcHATcAcEcENTEAAEETcEAREECcACccENRRTCHC ccTesaAETECcAECacKBC

1 — Xanthomonas gardneri, 2 — Xanthomonas vesicatoria, 3 — Xanthomonas euvesicatoria

Obr. 7: Alignment ¢asti bakterialnich sekvenci genu hrpB

1 cCATERAETECccERNBENC FATCcAcEcETTEAREET cENABECACCENARTCECccTEERAETECRE
:AAEETCECccEETETACABETCABCCTEEECEABETETNECEABTTECECcCABCECEATEBCACECTE
3 C c cC C c c C CACC

cc c cC c

1 — Xanthomonas gardneri, 2 — Xanthomonas vesicatoria, 3 — Xanthomonas euvesicatoria

Pred navrhem primerd byly v programu PrimerExplorer V5 nastaveny
nasledujici podminky. Délka mezi oblasti F1c/Blc byla 20-22 nukleotidt, délka
F2/B2 byla 18-20 nukleotidti a délka F3/B3 byla 18-20 nukleotidi. Teplota tani
oblasti Fl¢/Blc 64-66°C, F2/B2 59-61°C, F3/B3 59-61°C. Zastoupeni GC bazi 40—
65 %. AG 5" konce byla -3, AG 3" konce byla -5. Vzdalenost mezi F2 a B2 byla
nastavena na 120—-180 nukleotidt, smycka F1c-F2 byla 40—60 nukleotidd, vzdalenost
mezi F2 aF3 byla 0-20 nukleotidi a vzdalenost mezi Flc a Blc byla 0-100
nukleotidu.

Po zadani podminek program vygeneroval 1000 moznych kombinaci primerd.
Poté bylo nutné jesté oveéfit specifitu primerd v programu BLAST GenBank,
dosptupny na internetové strance https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Tento

program porovnava zadanou sekvenci se sekvencemi v databazi.
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Takto lze vyselektovat primery, které by detekovaly i jiné xantomonady. Po

ovéieni specifity byly vybrany dvé sady primert, u kterych se predpoklada nejvyssi

specifi¢nost (Tab. 1). Sekvence vybranych gend atpD a hrpB a umisténi navrzenych

LAMP primert je znazornéno na Obr. 9 a Obr. 10.

Tab. 1: Navrzené primery pro geny atpD a hrpB

Gen atpD
Pri Pozice Pozice Délka oC Sek
MMET s'konce  3’konce primeru Tm (°C) ekvence
primeru _ primeru (nukleotidy)
F3 75 90 16 59,23 CGGTGATGGCGTGGTG
B3 273 290 18 60,11 TCTTCGTACGACGGTGCA
EIP ] - 35 F26149/ GGCGCGCTCGGTATTGGTG-
Flc 65,67 TTGCGCTCGGCTCCAC
BIP - - 34 B262,17/ GACGCTGGGCCGCATCAT-
Blc 64,84 TGGTCCGAGGCCTGCA
LoopB 215 231 17 61,95 GCCCGATCGACGAAGCC
Gen hrpB
. Pozice Pozice Délka .
Primer  s-konce 3'konce  primeru Tm (°C) Sekvence
primeru primeru (nukleotidy)
F3 9 24 16 61,60 CGGGGTGCAGGTCAGC
B3 177 191 15 61,13 ACCGGCACCGCCAAG
FIP - - 37 F26289/  CCACCTCGGCACGTTGCA-
F1c6485 GGCGAGGTATGCGAGTTGC
BIP . - 35 B26141/ GCCGCCATCTCGCCTTGC-
Blc 65,97 GCCCCGATCCGATCACG
LoopB 126 142 17 61,26 CGAGCTGGTGGGCTTGT
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4.2 Laboratorni testovani

4.2.1 Kultivace bakterialnich kmenu

K analyze byly pouzity bakterialni kmeny uchované pii teploté -80 °C (Tab. 2).
Po vyjmuti z mrazéku byly bakterie naoCkovany na pevné médium, masopeptonovy
agar s glukozou (MPAg) (Obr. 8). Roztér bakterii byl kiizovy. Po naockovani byly
bakterie kultivovany 48 hodin pii teploté 26°C.

Na ptipravu 250 ml MPAg média bylo pouzito 10 g zivného agaru ¢. 2 dale
pak 1,3 g kvasni¢niho autolyzatu a 2,5 g glukozy. Poté bylo upraveno pH na 7,2
pomoci 1M NaOH. Po upraveni pH bylo pfidano 5 g agaru.

Tab. 2: Pouzité kmeny bakterii

Pouzité bakterie Sbirka Cislo sbirky
Bila herbicola - 1/02-2009
Clavibacter michiganesis subsp. michiganesis CRI 1032
Clavibacter michiganesis subsp. sepedonicus RICP T626/98
Erwinia amylovora CRI 312/97
Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 4073
Pseudomonas syringae pv. tomato CRI 8120
Ralstonia solanacearum BCCM/LMG 2306
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG 931
Xanthomonas gardneri DSMzZ 19127
Xanthomonas perforans DSMZ 18975
Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920

BCCM/LMG = Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms v Gentu, CCM = Ceska
sbirka mikroorganismti v Brn¢, CRI = sbirka mikroorganismii Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby v Praze-Ruzyni, v.v.i., DSMZ = Deutsche Sammlung Microorganismen und

Zellkulturen GmbH, RICP = Ceska sbirka fytopatogennich mikroorganismii VURV
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Obr. 8: Kultivované kolonie Xanthomonas gardneri

4.2.2 Izolace bakterii

DNA bakterii byla vyizolovana pomoci komeré¢né dostupného kitu Genomic
Mini od firmy A & A BIOTECHNOLOGY, Polsko. Nejdiive byly kolonie bakterii
rozpustény ve 100 ul TRIS BUFFER a poté centrifugovany 14000 g/ 8—10 minut. Poté
byl odstranén supernatant a pfidano 200 pl LYSIS BUFFER a 20 ul PROTEINAZY
K.

Kolonka se smési byla inkubovana 20 minut pii 37 °C a poté 5 minut pii 70 °C.
Smés byla zvortexovana a poté byla dle pfiloZeného protokolu vyizolovana bakterialni
DNA. Vyizolovana DNA byla uchovéavéana v Save-Lock Eppendorf zkumavkach pii
-20 °C.

423 PCR

Pomoci PCR byla zjistovana specifita F3 a B3 primerd, které jsou uvedené
v Tab. 1. Reakéni smés byla namichana z 5,5 pl vody (Top Bio, CZ), 0,5 ul (5 mM)
primeru F3 0,5 ul (5 mM) primeru B3 a 7,5 ul PPP MasterMixu (TopBio, CZ). K 14 ul
této reak¢ni smési byl pfidan 1ul (50 ng/ul) DNA. Takto namichana a zvortexovana
smés byla vlozena do termocykleru, ve kterém se 30x opakovaly faze denaturace,
annealingu a elongace (Tab. 3). PCR fragmenty byly separovany na 1% agar6zovém
gelu s 0,5 x TBE nejdtive 5 minut pti 2V/cm a poté 80 minut pti 5 V/cm. Jako standard
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byl pouzit 100 bp DNA ladder (New England Biolabs, UK). Agar6zovy gel byl

vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentac¢niho zafizeni InGenius3.

Tab. 3: Faze PCR

teplota cas

Uvodni denaturace 95 °C 5 minut
Denaturace 94 °C 1 minuta
Annealing 58 °C 40 sekund > 30x%
Elongace 72 °C 1 minuta
Zavérefna elongace 72 °C 15 minut
Chlazeni 4°C -

42.4 LAMP

Prvotni reakéni smés pro LAMP analyzu byla pfipravena tak, aby celkovy
objem smési byl 25 ul (Tab. 4). Veskeré komponenty byly smichany dohromady,
zvortexovany a poté byla pfidana Vyizolovand DNA. Naslednd LAMP reakce
probihala v termocykleru, na kterém byl nastaven teplotni program 64 °C na 60 minut
apoté na 98 °C po dobu 2 minut. Pro vizualizaci byl pouzit 1% gel, ktery byl pfipraven
ze 1,2 g agardzy a 120 ml TBE. Do gelu bylo pfidano 8 pl Etidium bromidu, aby bylo
mozné pozdé&ji vizualizovat vysledky. Gel byl umistén do malé elektroforetické vany.
Elektroforéza probihala 90 min pfi 4 V/cm. Po skonceni elektroforézy byl gel
vizualizovan pomoci UV zafeni transiluminatorem a vyhodnocena v programu
GeneSys (Syngene,UK). Jako standard byl pouzit 10000 bp DNA ladder (Sigma A,
USA).
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Tab. 4: Reakéni smés LAMP

Konponenta Koncentrace MnozZstvi
Voda - 53 ul
Termostabilni pufr 10x 2,5 ul
MgCl; 5mM 4 ul
Betain 5M 4 ul
dNTPs 25mM 1,2 pl
Primer F3 5mM 0,8 ul
Primer B3 5mM 0,8 ul
Primer FIP 40 mM 0,8 ul
Primer BIP 40 mM 0,8 ul
Loop B 20 mM 0,8 ul
Bst DNA polymeraza 8U/ ul 1 ul
DNA 50 ng/ul 3ul
celkem 25 ul

Jako dal§i moznost reakéni smési byl pro analyzy realtime LAMP pouzit
komeréni izotermalni Master Mix od firmy Optigene, UK. Reak¢ni smés jednoho
vzorku obsahovala 3,5 pl vody, 12,5 ul Isothermal Master Mixu (Optigene, UK), 1 ul
kazdého primeru (F3, B3, FIP, BIP, LoopB), 1 ul SYBR Green (10000x v DMSO;
Sigma Aldrich, USA) a jako posledni bylo pfidano 3 pl (50 ng/ul) DNA. Analyzy
probihaly na zafizeni QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, USA). Teplotni program byl nastaven na 64°C 60 minut a poté na 98°C po
dobu 2 minut.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Navrh LAMP primeru

V ramci této diplomové prace byly navrzeny dvé sady LAMP primert z genii
atpD a hrpB pro detekci patogenni bakterie Xanthomonas gardneri (Obr. 9 a 10). Geny
atpD a hrpB byly vybrany na zakladé informaci ziskanych z védeckych ¢lankt
popisujici prvotni detekce patogennich bakterii pomoci téchto geni (Hansen a kol,
1981; Schulte a kol., 1992). Kazda sada obsahovala pét navrzenych primeri (F3, B3,
FIP, BIP, Loop B). Druhy smyc¢kovy primer nebyl navrzen, jelikoz se v sekvenci genti

atpD a hrpB nevyskytuje vhodné misto na umisténi tohoto primeru.

Obr. 9: Sekvence genu atpD (GenBank c¢islo GU322790.1) a umisténi navrzenych
LAMP primerti

CATGAAGTGCCGAAGGTCTATCACG CG%TGAAGG TCGAAGGCACCGAAATCACC

- e W — R et AT

i w— - o —— 7— 7

CCACCGACGGCCTGAAGCGCAACCTGCTGGCCACCAATACCGAGCGCGCCATTTC
GGT CGGgCGGCGCCGGGACGCTGGGCCGCATCATGGACGTGCTGGGTCX;CCQ
(GATCGA( CGAAGCC}}GCGATGTGCAGGCCTCGGACCA”ITGGGAAATCCATCGCGC
TGCACCGTCGTACGAAGACCAGTCCTCCAGCACCGAGCTGCTGGAAACCGGCATC
AAGGTCATCGACCTGATGTGCCCGTTCGCCAAGGGCGGCAAGGTCGGCCTGTTCG
GCGGCGCCGGCGTCGGCAAGACCGTCAACATGATGGAATTGATCAACAACATCG
CCAAGGCGCACAGCGGTTTGTCCGTGTTTGCCGGCGTGGGCGAGCGTACCCGTGA
GGGCAACGACTTCTACCACGAGATGAAGGACTCCAACGTGCTGGACAAGGTCGC
GATGGTGTACGGCCAGATGAACGAGCCGCCGGGCAACCGTCTGCGCGTTGCGCT
GACCGGCCTGACCATGGCCGAGTACTTCCGCGACGAGAAGGACGAGAACGGCAA
GGGCAAGGACGTGCTGCTGTTCGTGGACAACATCTACCGCTACACGCTGGCCGGT
ACCGAAGTGTCCGCGCTGCTCGGCCGCATGCCGTCGGCA
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Obr. 10: Sekvence genu hrpB (GenBank ¢islo KF994870.1) a umisténi navrzenych
LAMP primert

F3

B TR e e AT g AR TTarwet FreRes me

GACGGCACGCTGTIGCAACGTGCCGAGGTGGTGGGCTTCAGCCGCCATCTCGCCT)|

' IGCIGGCGCCGmGGEZi&“%gIQGIQGQmJ;GI,CGCG CGAGACGCGCGTGATCGG
ATCGGGGCGCCCETTGGCGGTGCCGGTE GGGGAGGCGCTGCTGGGGCGCGTACTC
GATGGCCTGGGTGAGCCGGCGGACGGCCAGGGGCCGGTCGCCGGCGACGGCTGG
GTGCAGATCCAGGCACAGGCGCCGGATCCGATGCGCCGGCGCCTGATCGAACAG
CCGCTACCGACCG

Pro usnadnéni detekce patogenti napadajici papriku a rajce bylo v minulosti
navrzeno nékolik part specifickych PCR primert. Od devadesatych let védci zkoumali
sekvenci hrpB genu pro vyuziti k detekci bakterii patogennich pro papriku a rajce.
V roce 2004 védci navrhli primery z oblasti hrpB gent detekujici X. campestris pv.
vesicatoria (Olbradovic a kol, 2004). Park a kol (2009) zjistili dalsi specifické primery
pro detekci Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Moretti a kol. (2009) navrhli
primery Xeu2.4 a Xeu2.5, poskytuji specifickou a rychlou detekci X. euvesicatoria jak
z kultur, tak z extraktii ziskanych z inokulovanych rostlin paprik a raj¢at. V roce 2009
byly pomoci AFLP navrzeny primery pro specifickou detekci a identifikaci
xanthomonad pfi testovani semen. Specificnost sad primert BS-Xv, BS-Xp a zejména
BS-Xg byla stanovena omezenym poctem kment, proto musely byt tyto sady jeste
v roce 2012 verifikované (Aratjo a kol, 2012; Koenraadt a kol, 2007). V roce 2012
Hamza a kol. vyuzili sekvenci atpD genu k deketci xanthomonad patogennich pro
papriku a rajée pomoci analyzy MLSA. Na Jihoceské univerzité byly navrzeny na
zakladé DNA sekvence atpD genu 2 pary specifickych primert (XV1F a XV1R), které

umoziuji rychlou detekci X. vesicatoria (Beran a Mraz, 2013).
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5.2 Specifita primera F3 a B3

Pomoci PCR bylo zjisténo, ze navrzené primery F3 a B3 z gend atpD a hrpB
detekovaly Xanthomonas gardneri. Jako prvotni testovani je tato analyza dostacujici,
vzhledem Kk hypotéze, ze se specifita pfi pouziti vice primera zvysi. P¥i PCR reakci
S pouzitim F3 a B3 primerti navrzenych z genu atpD vznikal ocekavany produkt
o velikosti 183 bp, ale primery z tohoto genu by pro odliseni xantomonad klasickou
PCR vhodné nebyly (Obr. 11). Oproti tomu primery navrzené z genu hrpB byly
vramci xanthomonad specifické, avSak u nckterych ostatnich bakterii tvoii

nespecifické produkty (Obr. 12).

Obr. 11: Elektroforetické vyhodnoceni PCR s atpD primery F3 a B3

L NK Xg Xav Xp Xv Ea BH Cmm CmsPss Pst Rs

L — mulekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav —
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas
vesicatoria, BH — Bila herbicola, Cmm — Clavibacter michiganensis susp. michiganensis, Cms —
Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss — Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs — Ralstonia solanacearum

Obr. 12: Elektroforetické vyhodnoceni PCR s hrpB primery F3 a B3

- -

—
-

L NK Xg Xav Xp Xy Ea BH Cmm CmsPss Pst Rs

L — mulekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav —
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas
vesicatoria, BH — Bild herbicola, Cmm — Clavibacter michiganensis susp. michiganensis, Cms —
Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss — Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs — Ralstonia solanacearum
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5.3 LAMP reakce
Reakéni mix LAMP reakce byl namichan dle Tab. 4. LAMP reakce byla

vyhodnocena na agardézovém gelu, Detekce bakterie Xanthomonas gardneri na
agardzovém gelu byla pozitivni. LAMP reakce je zieteln¢ viditelna charakteristickymi
vicenasobnymi pasy (Obr. 13). Pro dalsi reakce byl dale pouzit izotermalni Master
Mix od firmy Optigene. Vzhledem K riziku zvysené kontaminace u nanaSeni vzorku

na gel, byla provedena vizualizace krom¢ elektroforetické i metodou real-time LAMP.

Obr. 13: Elektroforetické vyhodnoceni LAMP reakce

L0

-

NK Xg

- BT

L — molekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri

Pfi pouziti Master Mixu od firmy Optigene byly optimalni vysledky dosazeny
pfi teploté reakce 64 °C, ¢imZ se zajistila vysokd specifita navrzenych primerd.
Amplifikace byla detekovana béhem 40 - 60 minut.

V pocatcich vyvoje LAMP byly komer¢né vyuzivany LAMP Kity pro detekci
bakterii Shigella Salmonella, Escherichia coli (Hara-Kudo a kol., 2005; Song a kol.,
2005; Maruyama a kol., 2003). Dalsi detekéni komeréné vyuzivané LAMP postupy
pro detekci bakterii jsou vivinuty pro Vibrio parahaemolyticus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus (Li a kol., 2017). Pomoci LAMP byla také
detekovana patogenni Erwinia Amylovora (Temple a kol. 2008). Jun-Hai a kol. (2015)
optimalizovali LAMP rekaci pro detekci Xanthomonas
axonopodis pv. Dieffenbachiae jiz v latetni podobé v rostlin€. V dnesni dob¢ existuji
desitky veédeckych c¢lankti zabyvajici se vyuzitim LAMP metody k detekci

patogennich bakterii.
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5.4 Specifita LAMP primeri

Specifita sad LAMP primerti byla testovana u 11 patogennich bakterii. Za
ucelem zjisténi, zda tyto sady primert jsou schopny amplifikovat své cilové lokusy,
byla provedena real-time LAMP reakce a kontrolni zobrazeni elektroforézou na
agarozovém gelu. Sada primerti navrzena pomoci sekvence atpD genu amplifikovala
mezi 40—50 minutou cilové sekvence pouze u bakterie Xanthomonas gardneri. Ostatni
bakterie nebyly detekovany (Obr. 14 a Obr. 15). Sada primerti navrZzena pomoci
sekvence hrpB genu amplifikovala mezi 30-40 minutou cilové sekvence pouze
u bakterie Xanthomonas gardneri a ostatni bakterie nebyly detekovany (Obr. 16 a Obr.
17). Ob¢ sady primert byly vyhodnoceny jako specifické pro detekci patogenni
bakterie Xanthomonas gardneri.

Obr. 14: Specifita navrzenych primert ze sekvence atpD

real-time LAMP
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Fluorescence

Legs
E H H B =

NK Xg Xav Xp,Xv Ea,BH Cmm Pss Pst,Rs

NK —negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav — Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas vesicatoria, BH — Bild herbicola, Cmm — Clavibacter
michiganensis susp. michiganensis, Cms — Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst — Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs— Ralstonia
solanacearum
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Obr. 15: Elektroforetické vyhodnoceni specifity primert z atpD sekvence

L NK Xg XavXp Xv Ea BH Cmm Cms Pss PstRs

L — mulekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav —
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas
vesicatoria, BH — Bild herbicola, Cmm — Clavibacter michiganensis susp. michiganensis, Cms —
Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss — Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs — Ralstonia solanacearum

Obr. 16: Specifita navrzenych primert z hrpB sekvence

real-time LAMP

4,750,000
4,500,000
4,250,000
4,000,000
3,750,000
3,500,000
3,250,000
3,000,000
2,750,000
2,500,000
2,250,000
2,000,000
1,750,000 | mmm—————————
1,500,000
1,250,000
1,000,000
750,000
500,000
250,000
0

Fluorescence

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Minute

Leg

E i B B B EEm
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NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav — Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas vesicatoria, BH — Bild herbicola, Cmm — Clavibacter
michiganensis susp. michiganensis, Cms — Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst — Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs— Ralstonia
solanacearum
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Obr. 17: Elektroforetické vyhodnoceni specifity primera z hrpB sekvence

- .-
L NK Xg XavXp Xv Ea BH Cmm Cms Pss PstRs

L — mulekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, Xg — Xanthomonas gardneri, Xav —
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Xp — Xanthomonas perforans, Xv — Xanthomonas
vesicatoria, BH — Bila herbicola, Cmm — Clavibacter michiganensis susp. michiganensis, Cms —
Cavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Pss — Pseudomonas syringae pv. syringae, Pst —
Pseudomonas syringae pv. syringae, Rs — Ralstonia solanacearum

5.5 Senzitivita reakce

Pro stanoveni analytické senzitivity LAMP reakce bylo provedeno
desetinasobné fedéni DNA, ¢imz byla stanovena dolni limitni hranice mnoZzstvi DNA
ve vzorku, kterou Ize pomoci LAMP detekovat. Redici fada byla piipravena pro obé
sady primera s vyizolovanou DNA bakterie Xanthomonas gardneri. Vychozi
koncentrace byla 50 ng/ul. Pro optimalni vysledky je vhodné vyuziti koncentrace od
5 ng/ul DNA do 0,05 ng/ul DNA, kdy byla zaznamenana amplifikace mezi 40—60
minutou (Obr. 18 a Obr. 20). Pfi nizsi koncentraci jiz byla DNA amplifikovana po 60
minuté. Pii koncentraci 0,0005 ng/ul DNA a 0,00005 ng/ul probihala amplifikace az
po 80 minuté u hrpB primerti a po 90 minuté u atpD primert. Pomoci real-time LAMP
byla stanovena nejvhodné&jsi koncentrace DNA pro LAMP reakci do 0,05 ng/ul. Nizsi
koncentrace je méné vhodna, jelikoZ se tim snizuje rychlost reakce. Vysledky z real-

time LAMP reakce byly potvrzeny pomoci elektroforézy (Obr. 19 a Obr. 21).
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Obr. 18: Senzitivita LAMP reakce s pouzitim primert navrzenych ze sekvence atpD

Real-time LAMP
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NK — negativni kontrola, 1 — 50 ng/ul DNA, 2 — 5 ng/ul DNA, 3 — 0,5 ng/ul DNA, 4 — 0,05 ng/ul
DNA, 5— 0,005 ng/ul DNA, 6 — 0,0005 ng/ul DNA, 7 — 0,00005 ng/ul DNA

Obr. 19: Elektroforetické vyhodnoceni real-time LAMP rekace s pouzitim primert
navrzenych ze sekvence atpD

L NK 1 2:3 4 Sy

L — molekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, 1 — 50 ng/ul DNA, 2 — 5 ng/ul DNA, 3 -
0,5 ng/ul DNA, 4 — 0,05 ng/ul DNA, 5 — 0,005 ng/ul DNA, 6 — 0,0005 ng/ul DNA, 7 — 0,00005 ng/pl
DNA
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Obr. 20: Senzitivita LAMP reakce s pouzitim primert navrzenych ze sekvence hrpB
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NK — negativni kontrola, 1 — 50 ng/ul DNA, 2 — 5 ng/ul DNA, 3 — 0,5 ng/ul DNA, 4 — 0,05 ng/ul
DNA, 5 — 0,005 ng/ul DNA, 6 — 0,0005 ng/ul DNA, 7 — 0,00005 ng/ul DNA

Obr. 21: Elektroforetické vyhodnoceni real-time LAMP rekace s pouzitim primert
navrzenych ze sekvence hrpB

L — molekularni standard (ladder), NK — negativni kontrola, 1 — 50 ng/ul DNA, 2 — 5 ng/ul DNA, 3 -
0,5 ng/ul DNA, 4 — 0,05 ng/ul DNA, 5 — 0,005 ng/ul DNA, 6 — 0,0005 ng/ul DNA, 7 — 0,00005 ng/pl
DNA
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LAMP je vysoce citlivd metoda a je schopna detekovat velmi malé mnoZzstvi
DNA v reakéni smési. Notomi a kol. (2000) potvrdili, Zze pomoci LAMP lze
amplifikovat jen 6 kopii cilové DNA na detekovatelnou urovei jiz po 45 minutach.
Detekovatelnou koncentraci DNA ve vzorku také hodnotil Lang a kol (2014). Ve své
studii detekce Xanthomonas oryzae zjistili limitni hodnotu koncentrace DNA mezi
1 pg—10 fg. O rok pozd¢ji Wang a kol. (2015) porovnavali Touchdown LAMP s diive
popsanymi testy LAMP. Zjistili, ze Touchdown LAMP je az 100 x citlivéjsi
a detekuje DNA 11 kmend Listeria monocytogenes o koncentraci 10 fg. Seki a kol.
(2018) se zaméfili na srovnani senzitivity metody LAMP a PCR pro detekci
bakterialni meningitidy. Zjistili, Ze metoda LAMP detekuje s vice nez stondsobnou

citlivosti nez PCR.
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6 Zavér

Pomoci metody LAMP lze detekovat fytopatogenni bakterie Xanthomonas
gardneri a odlisit je tak od ostatnich druhti patogennich pro rajée a papriku. Pii
laboratornim testovani byly optimalizovany podminky tak, aby byla detekce co
nejpiesnéjsi a nejspolehlivesi.

Na zéakladé¢ DNA sekvenci gent atpD a hrpB byly navrZzeny dvé sady LAMP
primeru pro detekci fytopatogenni bakterie Xanthomonas gardneri.

Ob¢ sady navrzenych primera specificky detekovaly Xanthomonas gardneri
a ostatni patogenni bakterie pro rajce a papriku nebyly detekovany. Limitni hranice

koncentrace pii LAMP detekci, kdy probihala amplifikace je az 0,0005 ng/ul DNA,
ale nejvhodnéjsi koncentrace byla stanovena na 5 — 0,05 ng/ul DNA.
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7 Seznam zkratek

AFLP Amplified fragment length polymorphism; Amplifikace fragmentt
délky polymorfismu

AtpD Gene ATP synthase subunit beta; gen ATP syntazy podjednotka beta

B3 Backward outer primer; vné&jsi zadni primer

BIP Backward inner primer; vnitini zadni primer

bp Par komplementarnich nukleovych bazi

DNA Deoxynucleotide acid; deoxynukleotidova kyselina

DMSO Dimethyl sulfoxid

dNTP Deoxynucleotid; deoxynukleotid

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; Enzymoimunoanalyza

EtBr Ethidium bromid

F3 Forward outer primer; vnéjsi predni primer

FIP Forward inner primer; vnitini pfedni primer

HrpB Gene hrpB; gen hrpB

kb Kilobaze = 1000 bp

LAMP Loop-mediated isothermal amplification; Izotermicka amplifikace

zprostfedkovand smyckami

Loop B Backward loop primer; zadni smyckovy primer

Loop F Forward loop primer; pfedni smy¢kovy primer

MLSA Multilocus sequence analysis; multilokusova sekvenéni analyza
MLST Multilocus Sequence Typing; multilokusova sekvenéni typizace
NK Negativni kontrola

PCR Polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce

SDS - PAGE SDS Protein Acrylamide Gel. Electrophoresis; elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu

Tm Temperature melting; Teplota tani

uv Ultraviolet; Ultrafialové
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