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Abstrakt

Predmétem této bakaldiské prace je optimalizace multiplex PCR pro detekci
patogennich bakterii rodu Xanthomonas. S pouzitim primerovych pari Bs-Xg
(Koenraadt et al., 2007), Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007), Xe 330CG1,2 (Stehlikova a
Beran, nepublikovano) a Xv_367CG1-1,9 (Stehlikova a Beran, nepublikovano) byla
uspésné optimalizovana multiplex PCR reakce pro detekci Xanthomonas gardneri,
Xanthomonas perforans, Xanthomonas euvesicatoria a Xanthomonas vesicatoria
v jedné reakci. Vybrané primerové pary byly testované na rozsahlém souboru jinych

bakterii patogennich pro rajce a papriku.

Kli¢ova slova: Xanthomonas vesicatoria, euvesicatoria, gardneri, perforans,

multiplex PCR

Abstract

The subject of this work is the optimization of multiplex PCR for the detection of
pathogenic bacteria of the genus Xanthomonas. Were successfully managed to
optimized multiplex PCR reaction for simultaneous detection of Xanthomonas
gardneri, Xanthomonas perforans, Xanthomonas euvesicatoria, and Xanthomonas
vesicatoria using four primer pairs: Bs-Xg (Koenraadt et al., 2007), Bs-Xp (Koenraadt
et al., 2007), Xe 330CG1,2 (Stehlikova a Beran, unpublished) and Xv 367CG1-1,9
(Stehlikova a Beran, unpublished). The selected primer pairs were also tested on a
wide scale of other bacteria of Xanthomonas genus and non-Xanthomonas pathogens

for tomatoes and peppers.

Key words: Xanthomonas vesicatoria, euvesicatoria, gardneri, perforans, multiplex

PCR
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Uvod

Bakteridlni skvrnitost byla poprvé popsdna u rajcat (Lycopersicum spp.) v roce 1914
v Jizni Africe. Pivodni bakterie byla popsana pod ndzvem Bacterium vesicatorium
(Doidge, 1920).

V soucasné dobé& bakteridlni skvrnitost rajcat a paprik (Capsicum spp.) je
celosvétové rozsifenym problémem. Fytopatogen pusobi velké ekonomické ztraty
napadenych plodin, které neni mozné uplatnit na trhu. Pro kontrolu rozsifeni tohoto
onemocnéni je zejména diilezita véasna a spolehliva detekce patogenu v primarnim
inokulu, tedy v kontaminovaném osivu. (Potnis et al., 2015; Cuppels a Abbasi, 2013).

Hlavnimi plvodci bakterialni skvrnitosti rajéat a paprik jsou pfedevsim
fytopatogenni bakterie rodu Xanthomonas, a konkrétné druhy: Xanthomonas
vesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas gardneri a Xanthomonas
perforans (Jones et al., 2004). Pro detekci vySe uvedenych patogenii lze pouzit
moderni molekularni metodu multiplex PCR. Tato metoda umoziiuje rychlou detekci
vSech Ctyt bakteridlnich druht v jedné reakéni smési. Pro spolehlivy vysledek reakce
je ale dulezit¢ pouzit specifické primery a optimalizovat podminky reakce
(Araujo et al., 2012). Pfedmétem této bakalaiské prace je optimalizace podminek
reakce singleplex a multiplex PCR jak pro soucasnou tak i samostatnou detekci

bakteridlnich druhit X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri a X. perforans.



1. Literarni prehled

1.1. Fytopatogenni bakterie rodu Xanthomonas

1.1.1. Morfologie

Bakterie rodu Xanthomonas jsou nesporulujici, tyCinkovité, gramnegativni bakterie o
ptiblizné velikosti 0,4-0,6 x 1,0-1,8 pum. Jsou schopné pohybu a maji jeden poléarni
bic¢ik. Maji aerobné respiracni metabolismus a vyzaduji pfitomnost kysliku.

Cely bakterialni rod Xanthomonas je charakteristicky produkci Zlutého pigmentu
xanthomonadinu a exopolysacharidu xanthanu. VétSina druht tvoii Zluté hladké
mukoidni kolonie. N¢které druhy, naptiklad X. vesicatoria, maji pektinolytickou
aktivitu. Nevytvaii poly-B-hydroxybutyratové inkluze (Ktdela et al., 2002). Optimalni
teplota rustu je mezi 25 a 30 °C. (Bradbury, 1984)

1.1.2. Klasifikace

Druhy Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas
perforans a Xanthomonas gardneri jsou povazované za hlavni plivodce bakteridlni
skvrnitosti rajCat (Lycopersicum spp.) a paprik (Capsicum spp.) (Potnis et al., 2015).

Tyto fytopatogenni kmeny byly povazovany za jednu skupinu az do poloviny 90.
let 20. stoleti, kdy nezavislé studie prokazaly, ze Xanthomonas campestris se skladala
ze dvou geneticky a fenotypové odlisSnych skupin A (X euvesicatoria)
a B — (X vesicatoria) (Vauterin et al., 1995). Dva dalsi patogenni kmeny byly pozdé&ji
charakterizovany jako skupina D, do které patiila X. gardneri, a skupina C, zahrnujici
X. axonopodis pv. vesicatoria, rozdélené na zdkladé DNA—DNA hybridizaci, testovani
patogenity, analyzy 16S rRNA a analyzy restrikénich fragment celého genomu
(Jones et al., 2000). Na zaklad¢ vysledki DNA-DNA hybridizace bylo zjisténo, Ze
bakteridlni skvrnitost je zpisobena ¢tyimi raznymi druhy: X. euvesicatoria (skupina
A), X vesicatoria (skupina B), X. perforans (skupina C) a X. gardneri (skupina D)
(Jones et al., 2004).

Taxonomie plivodct bakteridlni skvrnitosti rajéat a paprik vSak stale neni plné
vyfeSena. Vysledky multilokusové sekvencni analyzy (MLSA) naznacuji uzky
fylogeneticky vztah mezi X. perforans a X. euvesicatoria. Almeida et al. (2010)
navrhnul pouziti Sesti housekeeping genti (fusA4, gapA, gitA, gyrB, lacF a lepA) pro

rozliSovani mezi druhy Xanthomonas. U kmenl byly pozoroviany mnohonasobné



rekombinace v genech mezi kmeny X. euvesicatoria a X. perforans (Timilsina et al.,
2015). Na zékladé celogenomové sekvencni analyzy Barak et al. (2016) navrhli, ze
kmeny X. euvesicatoria a X. perforans by mély byt seskupeny do jednoho druhu
X. euvesicatoria. Constantin et al. (2016) v rdmci taxonomické revize X. euvesicatoria
pomoci MLSA byla navrzena reklasifikace téchto druht na patovary: X. euvesicatoria
pv. euvesicatoria a X. euvesicatoria pv. perforans.

Dalsi taxonomicky vyzkum byl vénovan X. gardneri. Byla zjisténa sekvenacni
shoda Xanthomonas cynarae, kterd je patogenni pro artyCoky (Cymara spp.),

s X. gardneri (Timilsina et al., 2019).
1.1.3. Rozsireni

Bakterie rodu Xanthomonas z infikované rostliny maji n€kolik moznych zplsobt
Sifeni:

e mohou infikovat primarni nebo alternativni hostitelské rostliny ptes vektory;

e mohou piezivat riizné casové obdobi v zivotaschopném nebo alespoil

obnovitelném stavu v osivu a na jinych sklizenych ¢astech rostliny;

e mohou se dostat do pidnich nebo povrchovych vod, kdyz vSechny zbytky

infikované rostliny odumiou nebo jsou sklizeny (Starr, 1981).

Faktory prostfedi, které usnadiiuji rozptyleni patogent, mohou urcovat, pro¢ jsou
nachylné plodiny v nékterych oblastech bézn¢ infikovany, ale v jinych zlstavaji bez
patogeni. Bakterie rodu Xanthomonas se §iti 1épe pti mirn€ vyssich teplotach a jsou
schopny dosahnout dostatecné vysokého mnozstvi inokula v hostiteli. Kromé toho
bylo zjisténo, Ze pro epifytické preziti a prenos je vyZadovana vysoka vlhkost. V téchto
podminkach vysoké mnozstvi bakterii na povrchu napadené¢ho hostitele bude velmi
vyznamnym zdrojem inokula pro rozsifeni a pro epifytické preziti bakterii po vniknuti
do listu nového hostitele (An et al., 2020).

Plvodci bakteridlni skvrnitosti rajéat a papriky jsou rozSifeny celosvétové.
Bakterie rodu Xanthomonas byli zaznamendny v péstitelskych oblastech v Africe,
Asii, Evropé, severni a jizni Americe a ocednii (Cabi.org). Velké rozsiteni v riznych
zem&pisnych regionech je pravdépodobné zplsobovdno transportem s
kontaminovanym osivem (Kebede et al., 2014).

V Ceské Republice patogen $kodi piedeviim v oblasti centrélni a jizni Moravy a

v Stfedoceském kraje (Kiidela et al., 2002; Beran et al., 2015).



1.1.4. Hostitelé

Vsechny dosud znamé bakterie rodu Xanthomonas jsou fytopatogenni. Vyskytuji se
pouze s Zivymi rostlinami nebo rostlinnym materidlem (Ktdela et al., 2002).
Hostitelské spektrum bakterii rodu Xanthomonas, zptsobujicich bakterialni
skvrnitost, zahrnuje Sirokou skalu rostlin, které patii do ¢eledi Solanaceae, ale hlavné
rajce jedlé¢ (Solanum lycopersicum), lilek rajcete (Solanum Ilycopersicum var.
cerasiforme), divoké rajce rybizové (Solanum pimpinellifolium), paprika setd

(Capsicum annuum) a chilli paprika (Capsicum frutescens) (Potnis et al., 2015).
1.1.5. Symptomy

Bakterie rodu Xanthomonas mohou napadat vSechny nadzemni ¢ésti rostliny. Je tieba
dbat na zaznamenani prvnich ptiznakl a v¢€as detekovat infekci (Sun et al., 2002).

Na listech rajc¢at tyto patogeny produkuji nepravidelné, tmaveé hnédé az Cerné 1éze,
které maji tendenci se soustfedit na okraje a Spicky listd. Na paprice jsou prvni
pfiznaky onemocnéni malé, nazelenalé, vodnaté 1éze, které se nakonec mohou
vyvinout do velké, hranaté, vodou nasdklé, hnédé 1éze. Siln¢€ infikované rostliny se
defoliuji. Na plodech rajcat jsou 1éze tmavé hnédé az ¢erné, mohou dosdhnout priiméru
4-6 mm a n€kdy jsou pokryty strupy. Na plodech papriky bakterie rodu Xantomonas
tvoti svétle hnédé 1éze se zdrsnénym vzhledem (Obr. 1) (Cuppels a Abbasi, 2013).



Obrazek 1: Symptomy bakterialni skvrnitosti rajéat a paprika na listech (A) a plodech
(B). (Potnis et al., 2015)

Ackoli skvrny zlistavaji malé a nepronikaji velmi hluboko do plodi, velké mnozstvi
takovych skvrn znaén¢ snizuje kvalitu sklizné. Rlizné sekundarni patogeny jako houby
a jiné bakterie mohou kolonizovat 1éze a zpiisobit hnilobu (Sun et al., 2002).

Patogen zplsobi velmi znacné Skody pii napadeni listu a plodu, zvlastn€ u
mladych semenackli. Poskozené plody, které neni mozné uplatnit na trhu, ptindsi

pestiteliim velké ekonomické ztraty (Kudela et al., 2002).
1.1.6. Metody ochrany a prevence

Bakterialni ptivodci skvrnitosti rajcat a paprik, X. vesicatoria a X. euvesicatoria, jsou
v ramci Evropské unie karanténni organismy (EPPO/CABI, 1997).

Kontaminované osivo je povazovano za primarni zdroj inokula pro bakteridlni
skvrnitost raj¢at a papriky (Cuppels a Abbasi, 2013). Bé€zné oSetteni osiva lze pouzit
ke snizeni nebo odstranéni patogentli. Mezi tyto zakladni zplisoby boje s infekci patii

termoterapie, kyselé moteni, chlorovani (Cuppels, 2004).



Nejvic ucinna proti bakterialni skvrnitosti je v€asna prevence. Detekce patogenu
v semenech a semenaccich hraje klicovou roli pro sniZzeni potencialnich zdrojti inokula
(Potnis et al., 2015).

DalS$im moznym zplsobem eliminace patogennich bakterii rodu Xanthomonas
muze byt Slechténi na rezistenci. Generace odrid odolnych vii¢i chorobam je jednim
z nejucinngjsich, udrzitelnych a Setrnych k zivotnimu prostfedi. Odolnost rostlin nebo
nachylnost k ur¢itym patogentim je dédi¢né vlastnost. Rlizné geny pro rezistence vici
bakteridlnimu rodu Xanthomonas byly identifikovany v rostlinach. Odolnost vuci
patogentiim je hlavni vlastnost, kterou je tfeba vzit v ivahu pfi Slechténi novych odrad
(An et al., 2020).

Médnaté pripravky také vykazuji velky tuspéch. Vice neZz stoleti byly
antimikrobialni slou¢eniny na bazi mé&di hlavnimi chemickymi ¢inidly, vyuzivanymi
v boji proti bakteriim rodu Xanthomonas. V soucasné dobé€ se Siroce pouziva aplikace
médénych ptipravki, kdy jsou stile povazovany za nejucinngj$i prostiedek pro
eliminaci bakteridlnich onemocnéni (Lamichhane et al. 2018).

Zajem o vyuziti bakteriofagl jako alternativa k médi vznikl v poslednich dvou
desetiletich. Mnoho studii bylo vénovéano identifikaci bakteriofagl a jejich vyuziti
proti bakterialnim patogenim (Buttimer et al. 2017). Bylo skute¢né zjisténo, ze
bakteriofagy jsou velmi u¢inné pii potlaceni patogennich bakterii rodu Xanthomonas,

zpuisobujicich bakterialni skvrnitost rajcat (Obradovic et al., 2004).
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1.2. Pouzité metody
1.2.1. PCR

PCR, neboli polymerazova tfetézova reakce, je zdkladni molekuldrni metoda, velmi
Casto pouzivand pro detekci fytopatogennich bakterii. Objevitelem této metody byl
Kary B. Mullis, ktery v roce 1993 za jeji vyvin ziskal Nobelovou cenu za chemie
(Mullis, 1994). Metoda byla popsana jako enzymatickd amplifikace DNA in vitro a
znamenala velky pokrok v molekularni diagnostice (Mullis et al., 1986). Zakladni
princip replikace DNA pomoci dvou primert vSak jiz pted tim byl popsan Kleppe et
al. (1971), ale tehdy byl progres omezen nemoznosti syntézy primeri a problematikou
purifikace polymerazy.

Historicky druhy organisml byly popisovany a charakterizovany na zakladé
morfologickych kritérii, které jsou uzce spojeny s podminkami prostiedi. Potieba
porozumét molekuldarnim mechanismim u druhd ucinila z PCR nepostradatelny
nastroj pro pochopeni fungovani téchto biologickych systémt (Kadri, 2020). PCR také
umoziuje identifikaci nekultivovatelnych nebo pomalu rostoucich mikroorganismd,
jako jsou mykobakterie, anaerobni bakterie nebo viry z tkanovych kultur a zvifat
(Rahman et al., 2013).

PCR je velmi citliva technika, kterd umoznuje rychlou amplifikaci specifického
useku DNA (Garibyan a Avashia, 2013). PCR umoznuje ziskat replikaci in vitro vice
kopii fragmentu DNA (Kadri, 2020). Pocet amplifikovanych kopii exponencialné
roste, coZ umoznuje béhem néckolika hodin ziskat studovany usek DNA ve vice nez
100 miliardach kopii (Mullis, 1990).

V soucasné dob¢ je PCR béznou a Casto nepostradatelnou technikou pouzivanou
ve vyzkumnych laboratofich pro rizné aplikace. Dokonce i dalsi techniky, jako jsou
DNA ¢ipy, Casto vyzaduji amplifikaci DNA pomoci PCR jako nezbytny predbézny
krok. Polymerazova fetézova reakce je pouzivana Sirokym spektrem védct ve stale se
zvysujici Skale védeckych disciplin (Joshi & Deshpande, 2010).

Principem PCR je zjednoduSend verze replikacniho procesu DNA, ke kterému
dochazi béhem bunécného déleni ve vSech zivych organismech. Zakladni proces PCR
se sklada ze tii kroki, cyklicky se opakujicich béhem reakce: denaturace cilové DNA,
annealing — nasednuti syntetickych oligonukleotidovych primerid, a prodluzovani

nového fetézce DNA polymerdzou neboli elongace (Lo a Chan, 2006).
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Prvnim krokem je denaturace, kterd se provadi pfi teploté¢ 94 °C pfiblizn¢ 1-2
minuty. Ddvousroubovice DNA, ktera slouzi jako matrice béhem replikace, je za
téchto podminek denaturovana. Vodikové vazby nemohou byt udrzovany pfi teploté
vyssinez 80 °C a dvouvldknova DNA je denaturovana do jednovldknové DNA (Kadri,
2020).

Faze annealingu probiha pii nizsi teploté, 50-60 °C a kratsi dobu, 30—60 sekund.
To umoziuje primerim hybridizovat k jejich pfislusSnému komplementarnimu
templatu. (Joshi & Deshpande, 2010). Cim vy3§i je teplota hybridizace, tim
selektivngjsi a specifictéjsi je nasednuti primeru.

Treti krok, elongace, se provadi pti teplot¢ 72°C. Jednd se o syntézu
komplementarniho fetézce. Pii teplote¢ 72 °C se Taq polymeraza vaze na primarni
jednovlaknovou DNA a katalyzuje replikaci pomoci deoxyribonukleosidtrifostati
ptitomnych v reakéni smési (Kadri, 2020). Nove vytvoreny fetézec DNA primeru
pfipojen¢ho k templatu je pak pouZzivat k vytvofeni identickych kopii z pivodniho
vldkna. Syntéza novych fetézcl Taq polymerazou trva pfiblizn¢ 2-5 minut.

Castou pfi¢inou neuspéchu PCR muize byt nedostate¢na denaturace templatu
DNA. Pro vylouceni tohoto problému, pfed zahajenim cyklické casti PCR je zatfazena
pocatecni denaturace pii teploté 94°C po dobu 8 minut (Lo & Chan, 2006). Po
poslednim cyklu obvykle nasleduje zaveére¢na elongace pii teploté¢ 72 °C po dobu 5
minut (Joshi & Deshpande, 2010).

Pro spravny pribéh reakce PCR vyzaduje nékolik zakladnich komponent.

e DNA templat

e par primert, které urcuji zac¢atek a konec amplifikované oblasti (forward a

reverse)

e termostabilni 7aq polymeraza

¢ volné nukleotidy, ze kterych bude DNA-polymeraza syntetizovat novou DNA

e pufr, ktery poskytuje vhodné chemické prostfedi pro DNA-polymerazu, jako

jsou pH a iontov4 sila roztokli (Rahman et al., 2013).
Reakce probihé obvykle v objemti mezi 10 a 100 pl (Kadri, 2020).

Pro uspésny vysledek reakce je tieba dat pozor na dvé kritické slozky PCR. Prvni
je templat nukleové kyseliny, ktery by mél mit dostate¢nou kvalitu a neobsahovat
zadné inhibitory 7aqg DNA polymerdzy. Druhym dualezitym faktorem je vybér

oligonukleotidovych primerti. Tento proces je Casto rozhodujici pro celkovy uspéch
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PCR, protoze bez funk¢ni sady primert neni mozné ziskat pozadovany produkt
ackoliv vybér jedné sady primerti mize byt docela trividlni, navrh primerovych sad
(Dieffenbach et al., 1993)

Fragment DNA, ktery ma byt amplifikovan, je ur€en vhodnymi primery. Primery
jsou kratké, umélé fetézce DNA (obvykle 18-25 NT), které jsou komplementarni k
zacatku a konci zkoumaného fragmentu DNA. Primery nasedaji k DNA templatu v
tom mist¢, kde se DNA-polymeraza pak navaze a zaCne syntetizovat novy fetézec
DNA (Rahman et al., 2013). Takovym zptsobem, sekvence primert pouzivanych pro
amplifikaci PCR bude mit ptimy vliv na specificitu a citlivost reakce.

Pii navrhu primeri pro PCR reakce je tieba vzit v ivahu nasledujici kritéria:

e Deélka primerti. Pro Siroké spektrum studii jsou nejvhodnéjsi primery o délce
typicky 18-30 nukleotidd. Primery by mély mit délku nejméné 18 nukleotidd,
aby se minimalizovala pravdépodobnost vyskytu problémii se sekundarnim
hybridizaénim mistem.

e Teplota tani (Tm). Optimalni teploty tani pro primery jsou v rozmezi 52-58°C
(Abd-Elsalam, 2003).

e Obsah GC. Procentualni obsah GC bazi je dilezitou charakteristikou DNA a
poskytuje informace o sile annealingu. Primery by m¢ly mit obsah GC mezi 45
a 60 % (Dieffenbach et al., 1993).

e 3' konec sekvence. Je prokazano, ze 3' konec v sekvenci PCR primeru je
nezbytny pro kontrolu mis-primingu. Primery by mély byt "lepivéjsi" na svych
5' koncich nez na jejich 3' koncich (Kwok et al., 1990).

e Specificita. Spravny primerovy par nesmi byt komplementarni k jakémukoliv
jinému nez zkoumanému mistu na DNA templatu (Abd-Elsalam, 2003).
Jednou z hlavnich vyhod procesu PCR je moznost automatizace. Dnes je na trhu
dostupné celd fada termocycleri od riznych vyrobcl. Tyto termocyklery se lisi
konstrukei chladicich systémil, kapacitou jamek pro vzorky, poctem tepelnych blokii,
programovou paméti a tepelnou rovnomeérnosti. VétSina termocyklert ma dnes
vyhiivana vika. Jsou také Siroce pouzivané termocyklery se zafizenim pro zméteni
absorbance vinové délky fluorescentnich barviv béhem reakce, naptiklad pfi pouzivani

real-time PCR. (Weier a Gray, 1988; Higgins et al., 2003; Wheeler et al., 2004).
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1.2.2. Multiplex PCR

Multiplex PCR je varianta polymerazové fetézové reakce, ve které mohou byt dveé
nebo vice cilovych sekvenci amplifikovany zahrnutim vice nez jednoho paru primera
do stejné reakce (Obr. 2). Multiplex PCR pfinasi v laboratofi zna¢né spory Casu a
prace (Markoulatos et al., 2002). Metoda byla poprvé popsand Chamberlain et al.
(1988) a vyuzita pro detekci delece v genu pro dystrofin. DalSim vyznamnym
vyuzitim bylo studium Hayden et al. (2008) zamé&fené na sledovani mikrosateliti a
SNP. Tato metoda ma velky potencial nejen v diagnostice bakteridlnich fytopatogend,

ale 1 naptiklad pfi biomedicinskych vyzkumech bakterii a virg.

Traditional PCR

®ec - @
Ll

ancr S(-t 1 Primer Set 2 Primer Set 3 Primer Set 4

”U

Multiplex PCR

Sample 3

//

PrimerSet1.2.3&4

.

N
®c

Obrizek 2: Porovnani klasické PCR reakce a multiplex PCR.

(www.info.gbiosciences.com)
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Ng et al. v roce 2001 popsali multiplex PCR test pro detekci 14 rlznych geni
rezistence na tetracyklin na 25 klinickych izolatech Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT104. Multiplex PCR méla za nasledek zna¢né tspory z hlediska prace
a ndkladl pfi analyze velkého poc¢tu kment ve srovnani s pouzitim individualni PCR
cilené na kazdy z geni.

Dnes riizni vyrobci nabizeji hotové multiplex PCR kity. Casto je popisuji jako
"ready-to-use", neboli "neni nutna zadna optimalizace". Zatimco toto obvykle plati pro
¢inidla, jako jsou pufry (v€etné koncentraci KCl a MgCly), dNTPs nebo DNA
polymerazy, a je stile nutné optimalizovat koncentraci primeru nebo podminky
cyklovéani, aby se podatilo dosahnout vyvazenych a stabilnich reakei (Sint et al., 2012)

Nicméné, optimalizace multiplex PCR testil je naroc¢nd, protoze zahrnuje rozséhlé
analyzy, je nutné vymezit nezddouci interakce mezi riznymi pary primerti (Rachlin et
al., 2005). Pfi planovani multiplexniho systému by mély byt primery kontrolovany
jesté¢ beéhem navrhu ve vSech kombinacich, aby se zabranilo potencialni tvorbé
kfizovych dimerti. Kromé toho, musi byt teploty tani vybalancovany pro vSechny
primery, aby se dosahlo rovnomérné ucinnosti amplifikace (Sint et al., 2012).
primert k templatu. Pokud je pomér pfilis vysoky, vytvaieji se dimery primeru, které
se také vyskytuji i v podminkach velmi zfedéné DNA nebo piebyte¢ného mnozstvi
primerti (Markoulatos et al., 2002).

Diky velkému pokroku v bioinformatice, navrh primer pro multiplex PCR lze
provést pomoci jednoduchych a spolehlivych softwarti. Jednim z takovych programii
je MPprimer, ktery byl specialné vyvinut pro spolehlivy ndvrh multiplex PCR primert.
Hlavnim ukolem tohoto softwaru je ohodnoceni primerd na zdkladé¢ genomickych
nebo transkripénich DNA databdzi, a nasledné otestovani pro zabranéni primerové
dimerizace. Kromé toho MPprimer poskytuje virtudlni elektroforeogram, ktery
umoziuje snadno vybrat nejlepsi primerové pary (Shen et al., 2010).

Multiplex PCR ma4 také svoje modifikace. Moderni metodika Anchored Multiplex
PCR (AMP) pro cilovy next-generation sequencing (NGS) byla poprvé popsana
ve vyzkumu Zheng et al. (2014), kdy tato metodika byla pouzita k identifikaci novych
terapeuticky dulezitych genovych fuzi: v glioblastomu, u rakoviny plic,
cholangiokarcinom a karcinom §titné zlazy. AMP je efektivni v detekci genovych
ptestaveb (bez ptedchozi znalosti fiizovych part), single nucleotide variants (SNV),

inserci, deleci a zmén v poctu kopii zejména v oblasti klinického vyzkumu.
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Casto pouzivana je také real-time multiplex PCR. Pro eliminaci fale§ného signalu
fluorescen¢niho barviva kvili nespecifickym produktim a dimerizaci primert, pfi
real-time multiplex PCR se nejvic pouzivaji fluorogenni oligosondy (Mackay, 2002).
TagMan multiplex PCR je Siroce vyuzivan pro detekci fytopatogennich kment
bakterii. Studie Weller et al. (2000) ukéazaly skvélé vysledky pro detekci kment
Ralstonia solanacearum, zpusobujici hnédou hnilobu rostlin. Postup byl hodnocen

jako velmi rychly, automatizovany a m¢l vysokou citlivost.
1.2.3. Gelova elektroforéza

Elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu je standardni metoda
pouzivand k oddéleni, identifikaci a purifikaci nukleovych kyselin. Je to velmi
jednoduchd a vysoce G¢inna metoda. Podstatou metody je schopnost DNA pohybovat
se ke kladnému naboji v elektrickém poli (Voytas, 1992; Barril a Nates, 2012).

Agar6za je izolovana z moiskych fas rodi Gelidium a Gracilaria a sklada se z
opakovanych agarobiosovych podjednotek (L- a D-galaktéza) (Kirkpatrick, 1991).
Béhem gelace se agardzové polymery spojuji nekovalentné a tvoii sit,, kterd funguje
jako molekularni sito.

Rychlost migrace DNA molekuly prostfednictvim gelu je urena:

o velikosti molekuly DNA;

e koncentraci agar6zového gelu;

e DNA konformaci;

e silou napéti (Lee et al., 2012).

Lokalizace DNA v agar6zovém gelu lze urcit pfimo pomoci barveni nizkou
koncentraci interkala¢niho Cinidla a nasledné vizualizovat pod ultrafialovym svétlem
(Barril a Nates, 2012).

Agarozovy gel je nejvice pouzivany pro separaci nukleovych kyselin kvili
jednoduchosti, ma vysokou separacni schopnost, ale relativné nizkou rozliSovaci
schopost kvuli velikosti port (Barril a Nates, 2012). Ackoli polyakrylamidové gely
jsou obecné vice obtizné na pfipravu, maji vyznamné vyhody oproti agarézovému
gelu. Maji vétsi rozliSovaci schopnost a DNA ziskand z polyakrylamidovych geli je

velmi Cista (Guilliatt, 2002).
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1.2.4. éipové elektroforéza

Gelova elektroforéza se obvykle pouziva pro separaci PCR produkti, ale technika ma
nékolik nedostatki a nizkou schopnost kvantitativni analyzy. Cipova elektroforéza ma
vys$si citlivost, vysokou ptesnost a rychlost pro urceni velikosti produktu PCR (Xu et
al., 2004).

U Ccipové elektroforézy jsou PCR produkty transportovany pneumatickou
mikropumpou do zésobniku vzorku. Vzorky jsou nasledné elektrokineticky vedeny do
mikrokanalu, kde jsou separovany a pak opticky vizualizovany (Huang et al., 2006).

Zatizenim pro takovou analyzu muze byt elektroforézni systém MultiNa
(Shimadzu, Japonsko). Tento piistroj pouzivd az Ctyii mikroCipy paralelné pro
elektroforézu vzorkti DNA nebo RNA ve formatu desky. Pfi¢emz, velkou vyhodou
systému je moznost zobrazeni vysledkl hned po kazdém vzorku, bez nutnosti vyckat
na plné ukonceni separace cele desky, jak to je u gelové elektroforézy. Detekce
nukleové kyseliny probihd pomoci SYBR Gold barviva a vysledky jsou zobrazeny
jako digitalni elektroforeogram (Bekaert et al., 2009).
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2. Cil prace

Hlavnim cilem této bakalafské prace byl vybér idedlnich podminek pro spravnou a
spolehlivou detekci Ctyt riznych bakterialnich druhti rodu Xanthomonas patogennich
pro rajce a papriku — X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri a X. perforans
soucasné v jedné reakci pomoci molekuldrni metody multiplex PCR s néaslednou
vizualizaci s pouzitim elektroforetickych technik. Dil¢imi cili byla optimalizace

singleplex PCR nové€ navienych primerti i dfive publikovanych.
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3.Material a metody
3.1. Bakterialni kmeny

V této préaci byly pouzity bakteridlni izolaty Xanthomonas z nasledujicich sbirek:
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Collection
Francaise de Bactéries Phytopathogénes v Beaucouzé (CFBP) a Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms v Gentu (BCCM/LMG), Ceska sbirka mikroorganisma
v Brn¢ (CCM), National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB),
Horticulture Research International ve Wellesborne (HRI-W), National Collection of
Agricultural and Industrial Microorganisms (NCAIM), Crop Research Institute
Collection (CRI), Collections of Phytopathogenic Microorganisms of RICP (CPP)
(Tab. 1). Pfed samotnym testovanim byla u vSech izolati zméfena koncentrace DNA

na spektrometrickém zafizeni NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) a nafedéna

na 50 ng/pl.
Cisla Bakterie Sbirka Cislo sbirky | NaméFena
vzorki koncentrace
(ng/pl)
Xanthomonas gardneri
1 X gardneri DSMZ 19127 67,19
2 X gardneri CFBP 8588 111,34
3 X gardneri CFBP 7992 65,42
4 X gardneri CFBP 8120 52,96
Xanthomonas euvesicatoria
5 X._axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG | 667 13,58
6 X._axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG | 668 670,46
7 X._axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG | 909 54,68
8 X._axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG | 922 228,46
9 X._axonopodis pv. vesicatoria BCCM/LMG | 933 311,51
10 X. campestris pv. vesicatoria BCCM/LMG | 918 683,95
11 X. campestris pv. vesicatoria BCCM/LMG | 927 618,49
12 X. campestris pv. vesicatoria BCCM/LMG | 928 657,89
Xanthomonas vesicatoria
13 X vesicatoria BCCM/LMG | 916 139,59
14 X vesicatoria BCCM/LMG | 919 553,11
15 X vesicatoria BCCM/LMG | 920 103,69
16 X vesicatoria BCCM/LMG | 925 338,24
17 X vesicatoria BCCM/LMG | 934 334,65
18 X vesicatoria CFBP 2537 141,39
19 X vesicatoria CFBP 6827 117,55
Xanthomonas perforans
20 X perforans 9.2 CFBP 7293 99,89
21 X perforans 9.2 CFBP 8122 153,21
22 X perforans 9.2 CFBP 8004 28,74
23 X perforans DSMZ 18975 39,73
Jiné Xanthomonas
24 | X. alfalfae subsp. alfalfae | CFBP | 3836 81,56
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25 X_arboricola pv. populi CFBP 3123 155,05
26 X._axonopodis pv. allii 9.2 CFBP 6369 147,84
27 X._axonopodis pv. carotoae NCPPB 3440 16,27
28 X. campestris pv. incanae HRI-W 6377 70,61
29 X campestris pv. phaseoli NCAIM B.01695 32,59
30 X. campestris pv. pisi NCAIM B.01393 100,27
31 X._campestris pv. raphani HRI-W 8503 740,29
32 X citri pv. glyccines 9.5 CFBP 2526 139,46
33 X. oryzae pv. oryzicola CFBP 2286 106,32
Non Xanthomonas
34 Agrobacterium tumefaciens CCM 2835 346,46
35 Burkholderia glumae BCCM/LMG | 2196 39,94
36 Pseudomonas syringae pv. syringae | CCM 1247 73,17
37 Pseudomoas syringae pv. tomato BCCM/LMG | 5093 343,11
38 Stenotrophomonas sp. NCPPB 2859 1447,48
39 Erwinia amylovora CCM 1133 11,89
40 Ralstonia solanacearum CRI 2306 3842,33
Clavibacter michiganesis subsp.
41 michiganesis CPP 1075 853,06
Clavibacter michiganesis subsp.

42 supedonicus NCPPB 3467 60,11
43 Pantoes aglomerans CFBP 3845 75,51

Tabulka 1: Seznam pouZzitych bakteridlnich kmenu

3.2. Primery

Doporucené primerové pary (Tab. 2) byly nejprve testovany samostatné v teplotnim

gradientu annealingu 55 - 66 °C. Na zaklad¢ vhodné teploty, velikosti produktu a

specificity pro multiplex PCR byly vybrané nésledujici primery: Xe 330CG1,2
(Stehlikovd a Beran, nepublikovano), Xv 367CG1-1,9 (Stehlikovd a Beran,
nepublikovadno), Bs-Xg (Koenraadt et al., 2007), Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007).

Néazev primeru Sekvence Sekvence reverse | Velikost Autor
forvard produktu
X. gardneri
TGACCGATAA
TCAGTGCTTAGT | AGACTGCGAA Koenraadt et al.,
Bs-Xg TCCTCATTGTC AG 154 bp 2007
CGGGGTGCAGG | ACCGGCACCG Stehlikova et al.,
XgM hrpB TCAGC CCAAG 200 bp 2020
CCATTGGGAAA | CTTGCCGTTCT Stehlikova a
XgM atpD TCCATCGCAC CGTCCTTCT 210 bp Beran
X. perforans
GTGCGAGTCA Koenraadt et al.,
GTCGTGTTGATG | ATTATCAGAA | 197 bp 2007
Bs-Xp GAGCGTTC TGTGG
X. vesicatoria
AGAACCATCAA | CAAGGTGTCT | 280bp Stehlikova a
Xv 367CG1-1,9 | CAATGCTGT CATGTCAATTG Beran

X. euvesicatoria
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ACAAATGCGGT | GCTATCCGAT Stehlikova a
Xe 330CGl1,2 GAGTACG AAGCTGTTGT 215 bp Beran
CCGACCAAGAT | CCTGGAGGGT Stehlikova a
Xe 330CG9 CACGATG CATCTTCA 224 bp Beran
GGTGACAAACC | CGCACTGGCA PecCenka et al,
ZnDoF/ZnDoR GTCAGGAATAG | CGTTATCA 100 bp 2020
CCATGTAGGGC GGTGGTCGCA Larrea-Sarmiento
XeRec-F3/B3 TTGTTGACG TCTTCATTGG 200 bp etal., 2018

Tabulka 2: Seznam testovanych primeri

3.3. Singleplex PCR

Slozeni reakéni smési PCR pro kazdy vzorek o celkovém objemu 25 pl bylo
nasledujici: 12,5 ul PPP MasterMix (TopBio, Ceska Republika); 9,5 ul PCR H,O
(TopBio, Ceska Republika); 1 pul forward a 1 pl reverse primerti o koncentraci 10
pmol/ul; 1 pl bakteridlni DNA o koncentraci 50 ng/ul. Pro kazdou reakci také byla
pfipravena negativni kontrola, tedy vzorek se stejnym slozenim ale neobsahujici
bakterialni DNA.

PCR reakce probihaly v jednoblokovych gradientovych termocyclerech
LifeECO a XP-G (Bioer Technology, Cina) dle nasledujiciho programu (Tab. 3).

Krok Faze Teplota Cas
1 Pocatecni denaturace 94 °C 5 minut
2 Denaturace 94 °C 30 sekund
3 Annealing 61 °C 1 minuta
4 Elongace 72 °C 1 minuta
5 Zavérecna elongace 72 °C 7 minut

Tabulka 3: Program pro PCR a multiplex PCR
Kroky 2 az 4 se opakovaly 30 x. Po ukon¢eni PCR vzorky byly chlazeny a uchovavany
pti 4 °C.

3.4. Multiplex PCR

Pro vlastni multiplex PCR byl zvolen stejny program jako pfi singleplex PCR
(Tab. 3). Slozeni reakce ale bylo upraveno. Do vzorki pro multiplex PCR o celkovém
objemu 25 pl bylo piidano: 12,5 ul PPP MasterMix (TopBio, Ceska Republika); 3,5
ul PCR H,O (TopBio, Ceska Republika); 1 pl forward a 1 pl reverse kazdého z &ty
parti primert o koncentraci 10 pmol/pl; 1 pl pfislusné bakterialni DNA o koncentraci

50 ng/ul.
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Pro kontrolu byly testované také vSechny 4 bakterialni DNA v jedné reakci o
celkovém objemu 25 pl s nasledujicim slozenim: 12,5 pul PPP MasterMix (TopBio,
Ceska Republika); 3,5 ul PCR H,O (TopBio, Ceska Republika); 1 pl forward a 1 ul
reverse kazdého z Ctyf parti primerti o koncentraci 10 pmol/ul; 0,25 pl vSech 4
bakterialnich DNA o koncentraci 50 ng/ul. Negativni kontrola méla stejné slozeni, ale

neobsahovala bakterialni DNA.
3.5. Gelova elektroforéza

Vizualizace PCR produktt probihala pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu. Byla
pouzita horizontalni vana pro gel o objemu 50 ml a 120 ml s hiebinky pro 10 a 16
vzorkl. Pro produkty singleplex PCR byl piipraven 2% agarozovy gel s TBE, pro
produkty multiplex PCR byl pfipraven 3% agarézovy gel s TBE. V obou piipadech
byl do gelu ptidan ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA) jako obarvujici ¢inidlo.
Gel o objemu 50 ml obsahoval 2 pl ¢inidla a do gelu o objemu 120 ml bylo pfidavano
4 ul. Po ztuhnuti gelti byly vlozeny do elektroforetickych nadob, do jamek se piidavalo
10 pl vzorku, a nasledné byly gely separovany 45 minut pii napéti 90 V v piipadé 2%
gelu.a 80 minut pti 120 V v ptipadé 3% gelu. Po ukonceni separace PCR produkti
byly prosvicovany pod UV zéafenim pomoci pfistroje InGenius3 (Syngene, Velka

Britanie).
3.6. Cipovi elektroforéza

Z dtivodu podobné velikosti fragmentl X. euvesicatoria a X. perforans byl vyuzit jesté
jeden zpusob vizualizace, a to Cipova elektroforéza. Cely proces probihal pomoci
automatizovaného zatizeni MultiNa (Shimadzu, Japonsko) s pouzitim DNA-1000 Kit
a markeru ®X174 DNA-Hae III Digest. Postupovano bylo dle manualu ptisluSného
kitu. Do pfistroje byly vlozeny mikrozkumavky s ladderem a testované vzorky.

Nésledné michani reagenti a méfeni PCR produktl probihalo automaticky.
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4. Vysledky
4.1. Bakterialni kmeny

Nameétené hodnoty koncentraci bakteridlnich DNA (Tab 1.) ve vétSiné piipadi
odpovidaly vysoce koncentrované DNA. Vyjimku mély vzorky s koncentraci s nizsi
hodnotou nez 50 ng/ul (€. 5, 22, 23, 27, 39). Z divodu ¢asté manipulace DNA ve
vzorcich X. vesicatoria ¢. 13, 14, 16, 17, 19 degradovala, a proto nebyla pozorovana
pfi PCR reakcich (Obr. 6). Konkrétni vzorky s nenaamplifikovanou DNA byly
stanoveny na zaklad€ pozorovani agardzovych gelli a méfeni koncentraci. Tyto vzorky
dale nebyly pouzivany. Jako nejvhodné;jsi vzorky pro testovani singleplex a multiplex
PCR byly vybrany: vzorky €. 2 X. gardneri, vzorek €. 6 X. euvesicatoria, vzorek €. 15

X. vesicatoria, vzorek €. 21 X. perforans.
4.2. Primery

Prvni byly testovany primerové pary pro bakterie X. gardneri. Primery XgM hrpB
(Stehlikova et al., 2020), XgM_atpD (Stehlikova a Beran, nepublikovano), Bs-Xg
(Koenraadt et al., 2007) byly optimalizovany v teplotnim gradientu annealingu (Obr.
3). U primert XgM _atpD (Stehlikova a Beran, nepublikovano) byly pozorovany dva
produkty, coz by nebylo vhodné pii PCR. Déle u primerovych pard XgM hrpB
(Stehlikova et al., 2020) a Bs-Xg (Koenraadt et al., 2007) byla testovana specificita.
U ostatnich testovanych bakterii rodu Xanthomonas a non-Xanthomonas patogenti

nebyla pozorovana amplifikace za pouziti téchto primerovych part.
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Obrazek 3: Teplotni gradienty primert pro X. gardneri. Testovany vzorek ¢&. 2. Teplota

annealingu je uvedena ve stupnich celsia (°C). (L) — 100 bp DNA ladder, (N) — negativni kontrola.
Dale byl testovan primer pro X. perforans, Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007). Byl
testovan gradient teploty annealingu (Obr. 4) a specificita. U jinych testovanych
bakterii rodu Xanthomonas a non-Xanthomonas patogenii nebyla pozorovana

amplifikace za pouZiti primerd Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007).

L 557 55.8° 57.4°8.58135 58:95850.8 6 2620 N

. — — — — O— — —
Bs-Xp
Obrazek 4: Teplotni gradient primera pro X. perforans. Testovany vzorek ¢. 21. Teplota
annealingu je uvedena ve stupnich celsia (°C). (L) — 100 bp DNA ladder, (N) — negativni kontrola.
Nasledné byl testovan primerovy par pro X. vesicatoria. U primerd Xv_367CG1-1,9
(Stehlikovd a Beran, nepublikovdno) byl testovan teplotni gradient (Obr. 5) a
specificita (Obr.6).
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Obrazek 5: Teplotni gradient primera pro X. vesicatoria. Testovany vzorek ¢. 18. Teplota

annealingu je uvedena ve stupnich celsia (°C). (L) — 100 bp DNA ladder, (N) — negativni kontrola.
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Obrazek 6: Testovani specificity primeru pro X. vesicatoria. Vzorky €. 13, 16, 19 — degradovana
DNA. (L) -100 bp DNA ladder, (N) — negativni kontrola.

Jako posledni byly testované primerové pary pro X. euvesicatoria. Na zékladé
vysledkt testovani teplotnich gradientl pro X. gardneri, X. perforans a X. vesicatoria
byla stanovena vhodna teplota annealingu pro multiplex PCR na 61 °C. Primerové
pary pro X. euvesicatoria byly testovany ptimo v multiplex PCR za pouziti primert
Bs-Xg (Koenraadt et al., 2007), Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007) a Xv_367CG1-1,9
(Stehlikové a Beran, nepublikovano). Primerovy par ZnDoF/ZnDoR (Pecenka et al.,
2020) nebyl specificky pro X. euvesicatoria, jelikoz byl také pozorovan produkt u
X. perforans (Obr. 7).

Obrazek 7: Nespecificky produkt u X. perforans p¥i pouZziti primeri ZnDoF/ZnDoR. (L) — 100
bp DNA ladder, (M) — vzorky ¢. 2, 6, 15, 21 v jedné reakéni smési, (N) — negativni kontrola.
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Primerové pary Xe 330CG9 (Stehlikova a Beran, nepublikovano) a XeRec-F3/B3
(Larrea-Sarmiento et al., 2018) (Obr. 8) nebyly vhodné pro multiplex PCR kvuli ptili§

podobné velikosti produktu X. euvesicatoria.

L - Xg~aXeseXvg:Xp M . N

Bs-Xg + XeRec-F3/B3 + Xv_367CG1-1,9 + Bs-Xp

Obrazek 8: Vysledek testovani primeru XeRec-F3/B3. (L) — 100 bp DNA ladder, (M) — vzorky ¢.
2, 6, 15, 21 v jedné reakéni smési, (N) — negativni kontrola.
Dale byl testovan primer Xe 330CG1,2 (Stehlikova a Beran, nepublikovano). Tento
primerovy par byl specificky a mél vhodnou velikost produktu pro multiplex

Primery pro multiplex PCR by mély mit stejnou teplotu annealingu, specifitu
k ptislusné bakterii rodu Xanthomonas a odlisnou velikost produktti. Vyhovujici viem
vySe uvedenym podminkdm byly primery Xe 330CGl1,2 (Stehlikovd a Beran,
nepublikovdno), Xv 367CG1-1,9 (Stehlikovd a Beran, nepublikovdno), Bs-Xg
(Koenraadt et al., 2007), Bs-Xp (Koenraadt et al., 2007), které¢ byly dale pouzity pro
vlastni multiplex PCR.

4.3. Multiplex PCR

S pouzitim vybranych part primerd a vhodnych podminek reakce se podatilo
detekovat v jedné multiplex PCR reakci Ctyfi rizné bakterie rodu Xanthomonas,
patogenni pro rajée a papriku X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri a
X. perforans. Vzorky ziskané v reakci multiplex PCR byly vizualizovany pomoci

gelové (Obr. 9) a ¢ipové elektroforézy (Obr. 10).
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400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Obrazek 9: Vysledky multiplex PCR, vizualizace pomoci gelové elektroforézy. Reakéni smés
obsahovala v§echny 4 pary primeri. Vzorky €. 2, 6, 15, 21 byly testovany v téchto podminkach
samostatné - (Xg, Xe, Xv, Xp) a v jedné reakci - (M). (L) — 100 bp DNA ladder, (N) — negativni

kontrola.
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75 bp

13 bp
198bp

136 bp

(UM) -
872,
803+
3104
271
224,
194
18-
72
(L)

Obrazek 10: Vysledky multiplex PCR, vizualizace pomoci ¢ipové elektroforézy. Reakéni smés
obsahovala v§echny 4 pary primeri (Bs-Xg, Xe 330CG1,2, Xv_367CG1-1,9, Bs-Xp). Vzorky ¢.

2, 6, 15, 21 byly testovany v téchto podminkach samostatné (Xg, Xe, Xv, Xp) a v jedné reakci -
(M). (L) —ladder. Odchylka méfeni pro kit DNA — 1000 je cca 5-10 %.

28



5. Diskuse

Nejucinnéj$i metodou v boji proti bakteridlni skvrnitosti rajcete a papriky je prevence
zahrnujici v€asnou detekci bakterii rodu Xanthomonas. Molekularni metoda multiplex
PCR je $iroce pouZzivana pro urceni tohoto patogenu a umoziuje rychlou a spolehlivou
detekci odlisnych druhtt Xanthomonas. Detekce n€kolika patogenti v jedné reakcei je
velmi vyhodné a mize usetfit ¢as a naklady (Potnis et al., 2015; Boureau et al., 2013).
Nevyhodou je obtiznd optimalizace podminek reakce a vybér vhodnych primeri
umoznujicich odlisit velmi ptibuzné druhy.

Piiporovnani s klasickou PCR metodou méa multiplex PCR niZsi citlivost a je silné
ovlivnéna kvalitou pouzitych komponentt (Araujo et al., 2012). Ve vysledcich finalni
multiplex PCR byla pozorovéna slabsi amplifikace produkti na gelu nez v reakci s
jednotlivymi pary primera.

V této bakalaiské praci byly pouzity primery pro X. gardneri a X. perforans na
zaklad¢ analyzy délkového polymorfizmu amplifikovanych fragmenti (AFLP)
(Koenraadt et al., 2007). Primery mély unikéatni druhovou specifitu mezi bakteriemi
rodu Xanthomonas a nedetekovaly zZadné dal$i patogenni bakterie pro rajce a papriku.
Uspésného vysledku pouzitim téchto primert se podafilo dosahnut i za podminek nizsi
teploty annealingu, tedy 61 °C oproti 64 °C v publikaci Koentraadt et al. (2007).

Pii optimalizaci vlastni multiplex PCR bylo naro¢né rozlisit bakterie X
euvesicatoria a X. perforans. Problémem byla velkd genova shoda téchto druhti a také
podobna velikost produktid. Primerovy par ZnDoF/ZnDoR, navrzen v publikaci
Pecenka et al. (2020) pii testovani v multiplex tvofil nespecificky produkt o stejné
velikosti s X. perforans. Jednim z divodu by mohly byt rizné podminky reakce.
Pecenka et al. testovali primerovy par pfi odlisném PCR programu: pfi nizsi teploté
annealingu 55 °C a men$im poctu PCR cykli, 25x. Tyto podminky muzou byt
nedostatecné pro specifickou amplifikaci produkti. Velmi obtizné rozliSeni téchto
dvou druhil bakterii je popsano reklasifikacemi X. perforans a jeji pietazeni do druhu
X. euvesicatoria na patovar X. euvesicatoria pv. perforans (Barak et al., 2016;
Constantin et al., 2016).

Specifické primery pro X. euvesicatoria a X. vesicatoria, navrzené vedouci a
konzultantem této bakaldiské prace na zéklad¢ vyberu unikatnich sekvenci genomu
v publikaci Beran et al. (2021) byly uspésné pouzity v multiplex PCR. Tyto primery

byly navrzeny piedev§im pro LAMP analyzu, ale pravé kvili unikatni specifité
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cilového tseku DNA, pouziti primerit Xe 330CGl1,2 feSilo problém obtizného
rozliSeni X. euvesicatoria a X. perforans.

Primery, navrzené na zaklad€ unikatnich sekvenci genomu (Beran et al., 2021)
mély velkou vyhodu oproti primerim pro cilové geny: XgM atpD (Stehlikova a
Beran, nepublikovano) a XgM_hrpB (Stehlikova et al., 2020). Problémem pfi pouziti
téchto primerd byla nizsi specifita a pfili§ podobna velikost produkti. Nespecifické
produkty XgM atpD, které se tvofily pii nizsi teploté annealingu, byly odstranény
zvySenim teploty annealingu na 70 °C, coz nebylo vhodné pro ostatni primerové pary.

Primery pro X. euvesicatoria popsané v publikace Larrea-Sarmiento et al., (2018),
byly také urCeny pro detekci bakterii pomoci metody LAMP. Primerovy par XeRec-
F3/B3 nebyl pouzit v multiplex PCR kvili pfili§ podobné velikosti produktu s
X. perforans, jelikoz rozdil occa 3 nukleotidy by nemohl byt pozorovan pii
elektroforéze.

Resenim pro separaci fragmenti o blizké velikosti byla elektroforéza v hustém
3% agar6zovém gelu za podminek vyssiho napéti a delsi dob¢ separace. Druhd metoda
separace, ¢ipova elektroforéza, potvrdila Gspésny vysledek a stanovila presné velikosti
produktt reakce. U X. gardneri byl ale pozorovan rozdil velikosti produktu mezi
hodnotou u cipové elektroforézy a hodnotou v publikaci Koentraadt et al. (2007).
Tento rozdil o cca 18 nukleotidit mohl byt zplisoben odliSnym nactenim ladderu a
povolenou odchylkou méfeni u ptistroje MultiNa (Shimadzu, Japonsko). Velikostni
odchylky u ostatnich produktli o cca 2 - 5 nukleotidii by mohly byt dany nepiesnym
¢tenim malych fragmentd, pro které je potfeba pouzivat mensi ladder.

Multiplex PCR pro soucasnou detekci bakteridlnich patogent rajcat byla také
popséana v publikaci Umesha a Avinash, (2015). V tomto vyzkumu za podminek stejné
teploty annealingu — 61 °C v jedné rekéni smési byly detekovany bakterie X. perforans
a Ralstonia solanacearum. Pti vyssi teploté annealingu nebyl pozorovan produkt u R.
solanacearum, pii niz§i teplot€¢ naopak klesala intenzita amplifikace produktu
X. perforans.

Multiplex PCR piimo pro druhy X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri a
X. perforans byla zkouméana Aratjo et al., (2012). Za podminek vyssi teploty
annealingu 66 °C byly pouzity primery z piedeslé publikace Koentraadt et al. (2007),
kde nebyla testovana specificita pro jiné bakteridlni patogeny. Ve vysledcich Aratjo

et al. (2012) nebyla pozorovana zadna amplifikace u non-Xanthomonas patogent a
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byla prokazéana unikatni druhova specifita primert, stejné jako i v této bakalarské

praci.
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Z7.avér

V této bakalatské praci se podafilo optimalizovat multiplex PCR reakci pro detekci
Ctyt riiznych bakteridlnich druht rodu Xanthomonas, patogennich pro rajce a papriku
— X vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri a X. perforans. VSechny ¢ty druhy
bylo mozné spolehlivé detekovat v jedné reakci za stanovenych podminek a pouzitim
vybranych primer. Reakce byla hodnocena jako vysoce specificka a nedetekovala

jiné bakterialni kmeny patogenni pro rajce a papriku.
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Seznam pouzitych zkratek

AFLP - amplified fragment lenght polymorphism, délkovy polymorfismus

amplifikovanych fragmentt

AMP - anchored multiplex PCR

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
dNTP - deoxynucleotide triphosphate, deoxynukleosid trifosfat

LAMP - loop-mediated isothermal amplification, izotermalni amplifikace
zprostfedkovand smyckou
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NGS - next generation sequencing, sekvenovani nové generace

PCR - polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

RNA - ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

rRNA - ribosomal RNA, ribosomalni RNA

SNP - single-nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
SNV - single-nucleotide variants, jednonukleotidové varianty
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TBE - tris borate EDTA

Tm - melting temperature, teplota tani primeru



