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Abstrakt

Piedmétem této prace je vyvoj metody multiplex-PCR pro specifickou detekci
komplexu fytopatogennich bakterii rodu Xanthomonas, zpusobujicich bakterialni
skvrnitost raj¢ete. V ramci této prace byly vyvinuty PCR primery pro detekci skupin A
(X. euvesicatoria), B (X. vesicatoria), C (X. perforans) a D (X. gardeneri). Na zakladé
sekvenci DNA ziskanych sekvenovanim a z databaze GenBank (NCBI) byly navrzeny 4
pary primert - Xe_shotgun_104, Xe _shotgun_1819, Xv_atpD_403 a Xp_efP_202, které
nasledné byly dikladné testovany a optimalizovany pro paralelni detekci uvedenych
bakterii. Specificita primert byla testovana na rozsahlém souboru bakterialnich kment
patogennich pro rajce a ptibuzné plodiny. Dodrzenim popsaného protokolu Ize rychle a
spolehlivé identifikovat bakterie X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans a X.

gardneri v jediné reakci multiplex-PCR.
Kli¢ova slova:

Xanthomonas euvesicatoria, vesicatoria, gardneri, perforans, primery

Abstract

The subject of this work is to develop multiplex-PCR assay for specific detection
of plant pathogenic bacteria of Xanthomonas genus causing bacterial spot of tomato.
PCR primers for detection of groups A (X.euvesicatoria), B (X. vesicatoria), C (X.
perforans) and D (X. gardneri) were developed based on the DNA sequences obtained
by sequencing and from the GenBank database (NCBI). Four primer pairs -
Xe_shotgun_104, Xe shotgun_1819, Xv_atpD 403, Xp_efP_202 were designed and
subsequently thoroughly tested and optimized for parallel detection of these bacteria.
Specificity of the primers was tested on a large complex of bacterial strains pathogenic
to tomato and related crops. Following the protocol described above X. vesicatoria,
X. euvesicatoria, X. perforans and X. gardneri can be quickly and reliably identified in a

single multiplex-PCR assay.
Key words:

Xanthomonas euvesicatoria, vesicatoria, gardneri, perforans, primers
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Seznam zkratek pouzitych v diplomové praci

ATP — Adenosintrifosfat, adenosine triphosphate

CDS - kodujici sekvence, coding sequence

DNA - deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid
EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina, ethylenediaminetetraacetic acid
IS — vloZena sekvence, insertion sequence

kb — kilobaze [1kb = 1000 nukleotida (bazi)], base

PCR — polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction
RNA - ribonukleova kyselina, ribonucleic acid

rRNA — ribozomalni RNA, ribosomal ribonucleic acid

ST — sekven¢ni typ, sequence type

TBE — tris borate EDTA

Tm_teplota, kdy se vaze primer na templat, melting temperature,

tRNA — transferova RNA, transfer ribonucleic acid



1  Uvod

Bakterie rodu Xanthomonas jsou vyznamnym karanténnim bakteridlnim patogenem
raj¢ete a papriky. Rozdéluji se do 4 skupin: skupina A - Xanthomonas euvesicatoria,
kterd obsahuje vétSinu kmend difive znamych jako Xanthomonas campestris pv
vesicatoria nebo Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria, skupina B - X. vesicatoria,
skupina C - Xanthomonas perforans) a skupina D - Xanthomonas gardneri (ex Sutic,
1957), (Jones a kol., 2006). U téchto skupin je dilezitd jejich rychla, spolehliva a
specificka detekce. K tomu slouzi imunochemické nebo molekularné-biologické
metody. Nejpouzivanéj$i molekularné-biologickou metodou je PCR (Polymerase chain
reaction) a jeji variace.Jednou z nich je metoda multiplex-PCR, kterda umoziuje
amplifikaci vice nez jedné cilové oblasti v jedné PCR reakcéni smési za pouziti vice para
primert.

Hlavnim cilem této prace je vyvoj multiplex-PCR metody pro specifickou detekci
komplexu fytopatogennich bakterii rodu Xanthomonas patogenni pro rajce. Navrzenim

specifickych primert a optimalizaci podminek bude mozné identifikace v jediné reakci

PCR.



2 Literarni prehled
2.1 Bakterie rodu Xanthomonas patogenni pro raj¢e a papriku

2.1.1 Hostitelé

Mezi nejvyznamnéjsi hostitele bakterie Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920)
Vauterin et al. 1995 a Xanthomonas euvesicatoria Jones et al. 2006 patii paprika
(Capsicum spp.) a rajce (Lycopersicum spp.), ale mize napadat i dalsi rostliny. Jsou to
napiiklad: mochyné (Physalis spp.), durman (Datura spp.), kustovnice (Lycium spp.),
blin (Hyoscyamus spp.), tabak selsky (Nicotiana rustica) a rostliny rodu Solanum —
pfedevs§im nekulturni plodiny. Vyznamnost napadeni u téchto rostlin neni tak dilezita,

jako u rajcete a papriky (Hayward a Waterston, 1964).

2.1.2 RozSireni

Bakterialni skvrnitost se miize vyskytovat ve vSech klimatickych podminkach,
avSak nejvétsi Skody zpisobuje v subtropickych a tropickych oblastech (Sahin a Miller,
1996; Jones a kol., 1986). V mirném pasmu se miizeme setkat jen s nékterymi patovary

druhu napft. X. campestris, X. vesicatoria X. axonopodis (Kudela a kol., 2002).
Severni Amerika: Bermudy, Mexiko, Kanada a USA

Stiedni a Jizni Amerika: Americké Panenské ostrovy, Argentina, Barbados,
Brazilie, Chile, Dominikanska republika, Guadeloupe, Guatemala, Honduras, Jamajka,
Kolumbie, Kostarika, Kuba, Martinik, Nikaragua, Salvador, Paraguay, Portoriko,
Surinam, Svaty KryStof a Nevis, Svaty Vincenc a Grenadiny, Trinidad, Tobago,

Uruguay a Venezuela

Australie a Oceanie: Fidzi, Mikronésie, Novy Jizni Wales, Novy Zéland, Palau

Queensland, Tasméanie, Tonga, Victoria a Zapadni Australie

Evropa: Casty vyskyt v Jugoslavii, Mad’arsku, Italii (v¢éetné Sardinie a Sicilie),
Rumunsku, Rusku, Recku. Vyskyt byl zaznamenin v Bélorusku, Bulharsku,
Ceské republice, Polsku, Rakousku, Slovensku, Slovinsku, Spané&lsku a Svycarsku

(nepotvrzeno).



Asie: Cina, Filipiny, Indie, Izrael, Japonsko, Jizni Korea, Pakistan, Rusko, Severni
Korea, Tchaj-wan, Thajsko a Turecko

Afrika: Egypt, Etiopie, JAR, Kena, Malawi, Maroko, Mozambik, Niger, Nigérie,
Réunion, Senegal, Seychely, Sudan, Togo, Tunisko, Zambie a Zimbabwe.
(OEPP/EPPO, 1988)

2.1.3 Morfologie

Buiika jsou ty¢inkovité s jednim poldrnim bicikem, maji oblé zakonc¢eni a vyskytuji
se jednotlivé nebo v paru. Jejich piiblizna velikost je 0,6 x 1,0-1,5 um. Xanthomonady
produkuji kyseliny ze sacharidii, neredukujou dusi¢nany a jsou katalyticky pozitivni

(Jackson, 2009).

Xanthomonady jsou nesporulujici, obligatné¢ aerobni, gramnegativni bakterie.
Na masopeptanovém agaru S glukosou vytvari zluté mukoidni hladké kolonie. Zbarveni
je zpusobeno zlutymi pigmenty zvanymi xanthomonadiny a exopolysacharidem

xanthanem. Netvoii poly-p-hydroxybutyratové inkluze (Kiadela a kol., 2002).

Na jinych médiich napt: CKTM (Sijam a kol., 1992), mTMB (adapted McGuire a
kol., 1986) a YGCA se kolonie 1isi v jasu zlutého zbarveni a v rozmezi mezi 3-7 dny se

kolem kolonii objevuje tzv. halo (Scortichini a kol., 2013)

2.1.4 Symptomy
Pfiznakem onemocnéni rostlin rajcat a paprik jsou vodnaté 1éze, skvrny, chlorozy
a nekrozy, které jsou viditelné hlavné na listech, stoncich a plodech. Mnoho znakt

onemocnéni jsou podobné u obou plodin.

Vzhledem k tomu, Ze nejvice zjevné piiznaky se vyskytuji na listech, nemoc je
casto oznacovana jako "bakteridlni skvrnitost." Symptomy zacinaji jako malé, Zluté, az
zelené 1éze na mladych listech, které se zdaji vétSinou deformované a zkroucené (Obr).
U starsich listd se objevuji tmavé, vodou nasaklé 1éze. Ty se rozvijeji do velikosti 0,25-
0,5 cm a postupné hnédnou. Pfiznaky na listech jsou podobné houbovym onemocnénim
nebo piiznakiim poruseni pesticidy nebo jinymi chemickymi prosttedky. Od houbového
onemocnéni se 1i§1 matnym vzhledem. Léze se Castéji vyskytuji ve vlhkych ¢astech listu
(Spicka) a nasledné se i zvétSuji. Za sucha listy nekrotizuji, vysychaji a nasledné se

rozpadaji.



U plodi onemocnéni zafina svétle zelenymi, vodou nasdklymi lézemi, které

nakonec hnédnou a jejich velikost je do 0,5 cm (Swings a Civerolo, 1993).

2.1.5 Biologie

Xanthomonady jsou fytopatogeny a nachazeji se pouze ve spojeni s rostlinami nebo

rostlinnym materidlem (Kudela a kol., 2002)

Patogen vstupuje do rostlinné tkan¢ prostiednictvim praduchi a hydatod nebo
odérkami zptisobenymi vétrem, hmyzimi vpichy nebo mechanickymi prostfedky (Jones,
1991).

Xanthomonady zpilisobujici bakteridlni skvrnitost u rajCat piezivaji predevsSim
na semenech, rostlinnych zbytcich a v rhizosféfe jinych nehostitelskych rostlin —
pSenice a sdji (Bashan a kol., 1982a). Patogen je pfenasen z infikovanych rostlin na
0sivo, kde je schopen piezivat az 10 let (Bashan a kol.,1982b). Patogen muze epifytné
ptezivat na povrchu listil, kdyZz ma pfiznivé podminky. Xanthomonady byly detekovany
I v aerosolech nad poli, kde se vyskytovaly jejich hostitelské rostliny. Z této skutecnosti

se soudi, ze xanthomonady jsou pfenaseny vzduchem (Mclnnes a kol., 1988).

V suchych obdobich je Sifeni patogena omezeno. Toto Sifeni patogena se vyrazné
zvySuje, kdyz se profed’ovani porostu provadi za vlhkého pocasi. Je doporuceno
dodrzovat hygienické zasady (Pohronezny a kol., 1990). Sifeni onemocnéni je

podporovano vysokymi teplotami, které se pohybuji mezi 30 - 35°C (Diab a kol., 1982).

2.1.6 Kilasifikace

Klasifikace a nomenklatura rodu Xanthomonas prosla vyraznymi zménami.
Pied zavedenim soucasné klasifikace Vauterin a kol. (1995) identifikovali tfi odli$né
skupiny A, B a C, které byly klasifikovany jako rasy X. campestris pv. vesicatoria

na zéklade¢ fenotypovych a genotypovych testt.

V soucasné dobé se xanthomonady patogenni pro rajée a papriku fadi do ctyf
skupin. Tyto skupiny byly rozliSeny na zakladé amylolytickych a pektolytickych aktivit
Vv pulzni gelové elektroforéze, kde X. euvesicatoria a X. gardeneri vykazovali negativni
aktivitu a X. vesicatoria, a X. perforans byli pozitivni. Podrobné&jsi molekularné
biologieké techniky umoznily klasifikaci samostatnych skupin A (X. euvesicatoria), B
(X. vesicatoria), C (X. perforans) a D (X.gardeneri) (Jones a kol., 2004). X.
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euvesicatoria obsahuje vétSinu ras X. campestris pv. vesicatoria (skupina A). Pivodné
Jones a kol. (2000) uvadg¢li, ze X. vesicatoria (skupina B) tvotily samostatnou skupinu a
kmeny ze skupiny C byly povazovany za poddruh X.campestris pv. vesicatoria
(skupina A). Skupina D byla dfive nazvana Pseudomonas gardneri (Sutic, 1957). Dye
(1966) vsak prokazal jeji shodnost s rodem Xanthomonas.

Vzhledem k tomu, Ze xanthomonady skupiny A a B se vyskytuji po celém svété
ajsou patogenni pro rajéata i papriky, jsou nejvyznamné&jSimi skupinami téchto
patogenu. Xanthomonady ze skupiny C byly objeveny v USA, Mexiku a Thajsku, a to
pouze na rajcatech. Pro papriky neni skupina C patogenni. Xanthomonady ze skupiny D
byly detekovany na rajcatech i paprikach v Kostarice, zemich byvalé Jugoslavie,

Kanadg¢, Brazilii a oblastech Tichého oceanu (Jones a kol., 2005).

Young a kol. (2008) navrhli na zakladé¢ podobnosti nad 99% u MLST sloudit
X. euvesicatoria, X. perforans v jednu skupinu. Poddruhy X. fuscans, X. citri
a X. axonopodis potrvzuji shodu na 98,34% a mély by byt pfifazeny ke stejnému druhu
jako X. perforans a X. euvesicatoria. Tato jednotna skupina by méla byt pojmenovana

X. axonopodis. X. gardneri a X. cynarae jsou tataz skupina. (Young a kol., 2008).

2.1.7 Ochrana

Xanthomonady zptsobujici bakterialni skvrnitost maji nepfiznivy vliv na produkci
rajéat apaprik. Onemocnéni se rozSifuje rychle a jeho kontrola je slozita.
Vi streptomycinu si rychle vytvaii rezistanci (Stall a Thayer, 1962). Doporucuje se
pouzivat certifikované osivo. Na trhu jsou dostupné i rezistentni odriidy. Rostliny jsou
bézné osetfovany piipravky s obsahem médi (Dougherty, 1979). Zavaznost choroby je
redukovéna pouzitim bakteridlnich fagi (bakteriofagli), ato hlavn€ ve sklenicich.
Pouziti bakteriofagi je ucinngj$i nez médnaté ptipravky. Studie potvrzuji snizeni
onemocnéni s pouzitim bakteriofagi o 17% a u ptipravki na bazi médi o 11% (Flaherty,
2000). Nevyhodou bakteriofagh je, ze jejich ucinnost je eliminovana destém
a slune¢nim zarenim. Aplikace se musi provadét brzy rano pted svitanim (Balogh a kol.,

2003)

Xanthomonas vesicatoria a Xanthomonas euvesicatoria jsou podle legislativy CR
I EU fazeny ke karanténnim organismtim (EPPO/CABI, 1997).
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2.1.8 Molekularni charakteristika

Genom tvoii jeden kruhovy chromozom o velikosti 5 178 466 bp a C(tyii
extrachromozomalni plazmidy. Pavodné byly znamy plazmidy - pXCV2 (1852 bp),
pXCV38 (38116 bp) a pXCV183 (182572 bp). Pozdé&ji byl objeven plazmid pXCV19
(19146 bp).

U chromozomalni DNA je vysoky obsah G+C bazi. Pohybuje se v rozmezi 63,7 —
65 %. U plazmidu je obsah G+C mezi 56,59 — 60,79 %. Xanthomonady patogenni pro
rajcata a papriky obsahuji celkem 4726 kodujicich sekvenci (CDS). Kodovaci kapacita
je 87,13 %, coz je typické pro vétSinu bakterii. Na zaklad¢ anotace byla biologicka role
pridélena 3080 CDS, 697 CDS je hypotetickych a 949 CDS mé neznamou funkci.
Xanthomonady zptisobujici bakteridlni skvrnitost obsahuji dva rRNA operony, které
jsou uspotadany v potadi 16S-23S-5S. Nachazi se v oblasti 500 kb (mezi 4600000 bp
a 5100000 bp) na levém replichoru. Pro 20 aminokyselin bylo zjisténo 56 tRNA. Z toho
je 54 tRNA umisténo na chromozomu a 2 tRNA na plazmidech pXCV19 a pXCV183.
Genom obsahuje 66 IS prvku. Z toho je 58 IS na chromozomu a zbylych 8 IS na ¢tyfech
plazmidech (Thieme a kol., 2005; Vorholter a kol., 2007).

12



2.2 Pouzité metody

2.2.1 PCR
V roce 1983 Kary B. Mullis odhalil princip polymerazové fetézcové reakce (PCR).

Nasledné mu za tento objev v roce 1993 byla udélena Nobelova cena za chemii (Clark,

2005).

PCR je oblibenou metodou, ktera se vyuzivd v mnoha oblastech biologie. Slouzi

predevsim k identifikaci rostlinnych a ZivociSnych druhti a bakterii (Korzun, 2002).

Metoda vyuziva in vitro amplifikaci specifickych sekvenci DNA bez klonovani (Erlich,
1989; Innis a kol., 1990).

Proces PCR je zaloZen na jednoduchosti a rychlosti. Na proces PCR muzZzeme

nahliZet jako na zjednodusenou verzi procesu DNA replikace nukleovych kyselin (Lo a

kol., 2006).

Pro spravny chod kazdé PCR potiebujeme tyto komponenty:

a)
b)

templatovou DNA

pfesné definované primery (syntetické oligonukleotidy s délkou piiblizné

20-30 bp)
volné deoxynukleotidy

termostabilni DNA  dependentni DNA  polymerdza  (vétSinou

Tag polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus)

pufrujici slozky a soli - hofe¢naté ionty, siran amonny aj. (Pusterla a kol.,
2006).

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcl

vybranych tusekii dvoufetézcové DNA ve sméru 5° — 3° prostfednictvim DNA

polymerazy. Urcity usek nukleotidové sekvence je vymezen dvéma primery, které se

vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3° konce smétuji proti sobé. DNA

polymeréza zajist'uje nasedani nukleotidii. Nasledné se za¢nou syntetizovat nova vlakna

na obou matricovych fetézcich.

PCR probiha ve tiech hlavnich krocich: (Obr.4)
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1. denaturace: denaturace dvouretézcové DNA pfi teploté cca 94 °C za vzniku
dvou molekul jednofetézcové DNA

2. annealing: pfipojeni primert k rozpletenym fetézciim DNA pii teploté cca 40 —
65 °C (teplota zalezi na sekvenci primera)

3. elongace: syntéza novych fetézcit DNA prostiednictvim DNA polymerazy pii

teploté cca 65 — 75 °C (Sharkey a kol., 1994., 2005; White, 1993)

Tento cyklus se 20x - 35x opakuje a béhem kratké doby, tak dochazi k
mnohonasobné amplifikaci sekvence DNA. Be¢hem kazdého cyklu dojde ke
zdvojnasobeni poctu téchto sekvenci, takze po 30 cyklech bude teoreticky pocet takto
vzniklych sekvenci dosahovat hodnoty 1 073 741 824. Celkovy pocet skutecné
vzniklych produktd bude nizsi nez tento udaj v dusledku postupné degradace enzymu

(Bustin, 2004).

Jako vedlejsi krok se na zacatku PCR casto provadi tvodni denaturace, ktera
probihd pfi pfiblizné¢ 94 °C po dobu 3 minut. Cely PCR program muze zakoncovat

zaveérecna elongace, ktera trva ptiblizné 7 minut pii 72 °C.

Reakce se provadgji v zafizeni nazyvaném termocykler, ktery umoznuje
programovani jednotlivych teplot (Clark a Pazdernik, 2013). VétSina termocycleri
vyuziva Peltieriv efekt, ktery umoziuje vytapéni a chlazeni bloku PCR. Zmény teplot

docilime obracenim sméru toku elektrického proudu (Rychlik a kol., 1990).

Vysledkem PCR jsou amplikony tj. mnohonasobné zmnozeny vybrany usek DNA.
Uspé&snost a presnost PCR pfi amplifikaci ur¢itého genu nebo &asti genomové sekvence
DNA je zavisla na peclivém navrhu obou primert, pii némz je tfeba piihliZet k celkové
sekvenci studované¢ho genomu. K vizualizaci slouZi elektroforéza v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. K zviditelieni pod UV svétlem se nejéastéji pouzivaji
interkalaéni fluorescenéni barviva SYBR Green a Ethidium bromid (Smarda a kol.,
2005).

2.2.2 Multiplex-PCR
Je to metoda, ktera je modifikaci klasické PCR. Chamberlain a kol. (1988) poprvé
detekovali deleci genu pro distrofin diky této metodé. Dalsim vyznamnym zlomem bylo

pouziti pro analyzu mikrosateliti a SNP (Hayden a kol., 2008).

14



Multiplex PCR umoziuje amplifikaci vice nez jedné cilové oblasti v jedné PCR
reak¢éni smési za pouziti vice part primera (Obr. 6). Klicovym krokem pro tspé$nou
multiplex-PCR je navrZeni primerd, kde je kladen ddraz na délku primert, struktury,

teplotu tani a annealingu, stabilitu 3 'konce, pomér G a C bazi aj. (Shea a kol., 2010).

Metoda ma potencidl pfinést znacné uspory casu a usili v laboratofi. Pro
diagnostiku nukleovych kyselin jsou pouzivany ITS regiony. (Elnifro a kol., 2000). Tato
metoda se dale uplatiiuje pifi kvantitativni detekci transgenni DNA, pfi které je jeden par
primertu komplementarni k internimu genu a druhy par primera k transgenu (Mannerlof
a Tenning, 1997). V oblasti infekénich nemoci se tato technika ukazala jako cenny
zpusob identifikace virti, bakterii nebo hub (Elnifro a kol., 2000).

2.2.3 Elektroforéza

Elektrofozéza patii mezi nejdilezitéj$i metody biochemickych analyz. Rozdéluje
fragmenty DNA, RNA nebo bilkovinné molekuly podle své relativni molekulové
hmotnosti a velikosti naboje (Sambrook a kol., 1989). Fragmenty DNA vznikaji po
restrikci molekuly DNA (Alberts a kol., 2005).

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny,
a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opacné nabité elektrodé-

anodg (Smarda a kol., 2005).

Nejcastéji pouzivame dva typy geli, které se vybiraji dle velikosti molekul.
Polyakrylamidovy gel slouzi k separaci molekul o malé molekulové hmotnosti.

Agar6zovy gel ma Siroké molekulové rozpéti (500 nukleotidu - 20 kb).

Pro vizualizaci DNA fragmenti se nejcastéji pouzivd znaceni interkalacnim
¢inidlem (SYBR Green, Ethidium bromid). Dfive se pouZivalo radioaktivni znaceni. Pro
detekci fragmenti DNA lze pouzit UV zafeni v pfistroji zvaném transluminator.

Rozdélené molekuly DNA lze ziskat z gelu izolaci (Freeman a kol., 2002).

2.3 Navrh primeri
Hlavni charakteristikou oligonukleotid, které wurcuji ucinnost a piesnost

experimentl jsou teplota, kdy se primer vaze na templat (Tm). Primer nesmi obsahovat
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palindromy a tvofit stabilni sekunddrni struktury. Tyto charakteristické vlastnosti

oligonukleotidi jsou velice diilezité pro slozité analyzy, a to hlavné u DNA c¢ipt

(microarrays) a multiplex PCR. Navrh probiha v programech, které jsou dostupné na
internetu (Chavali a kol., 2005)

Podminky:

Délka primerti 18-25 nukleotid

Obsah guaninu a cytosinu 40 - 60%

Rovnomérné rozmisténi oblasti bohatych na G/C a A/T

Na 3’konci dilezitd pritomnost G nebo C baze pro zajisténi presné vazby na
templat

Teplota Tmalespon 50 °C

Oba primery podobna teplota Tm

Specifi¢nost primerti — na matricové DNA nesmi byt nespecifickd vazebna mista
Absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by mohly vést k tvorbé
duplext

Absence vnitinich sekundarnich struktur (vlasenek)

Piesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych kroku je vSak tieba optimalizovat.

Pro ziskani pozadovaného produktu je dulezita koncentrace jednotlivych slozek reakéni

smési (Smarda a kol., 2005). Podminky pro hybridizaci primeri zavisi na zastoupeni

bazi, délce oligonukleotidli a hodnoté Tm produktu (Innis a kol., 1990).
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3 Cil prace
1. Navrzeni PCR primert pro detekci komplexu fytopatogennich bakterii rodu
Xanthomonas, které zplsobuji bakterialni skvrnitost rajéete s ohledem na

moznost pouziti v multiplex-PCR.
2. Doporuceni nejvhodnéjsi kombinace primert a podminek PCR.
3. Stanoveni specificity jednotlivych primerovych part v PCR.

4. Uréeni optimalnich parametrt reakce
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4  Material a metody

4.1 Bakterialni kmeny a kultiva¢ni podminky

K analyze byly pouzity bakteridlni kmeny (Tab.1) ziskané z Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms v Gentu (BCCM/LMG), Collection Francaise de
Bactéries Phytopathogénes Vv Beaucouzé (CFBP), Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) a Ceské sbirky mikroorganismi v Brné
(CCM).

Vsechny kmeny byly kultivovany pii 28 °C po dobu 1 az 3 dni na MPAg
(masopeptonovém agaru s glukosou: 40 g zivného agaru ¢. 2, 5 g kvasni¢ného

autolyzatu, 10 g glukozy, 20 g agaru, dopIlnéno dH»O do 1 litru, pH upraveno na 7,2).

4.2 lzolace bakterialni DNA
DNA byla izolovana =z narostlych bakteridlnich kultur pomoci komercéné
dostupného kitu Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega, USA). Bylo

postupovano dle prilozeného protokolu.

4.3 Navrh primeru

Pro navrh primert byly pouzity sekvence DNA ziskané sekvenovanim a z

databaze GenBank (NCBI). Navrh probihal v aplikaci Primer BLAST (NCBI)

Pro navrh primerd byli pouzity ¢asteéné sekvence DNA genu efP, atpD, gyrB,
rpoD, a useky celogenomovych sekvenci tzv. ,,shotgun® sekvence (Tab.2). Hlavnim
Kritériem pro vybér primert byla velikost produktu pro odliseni 4 skupin: A (X.
euvesicatoria), B (X. vesicatoria), C (X. perforans) a D (X. gardeneri). Tyto primery
byly nejdiive testovany v programu OligoAnalyzer 3.1 (OligoAnalyzer, 2012), kde byly
zjistény fyzikalni vlastnosti (napf. obsah G a C bazi, teplotu tani, molekulovou
hmotnost apod.) a pravdépodobnost vzniku sekundarnich struktur — hairpina (vlasenek)
a dimert. Interakci mezi v§emi primery jsme testovali v programu MPprimer 2.0 (Shen

akol., 2010).
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4.4 Testovani primeru

441 PCR s jednotlivymi primery

Jednotlivé pary primert byly nejprve testovany samostatné. Reakéni smés PCR
byla piipravena pro 8 part primeri zvlast v celkovém objemu 15 pl v nasledujicim
sloZeni: 7,5 ul PPP MasterMix Combi (Top-Bio, CR), 4,5 pl sterilni destilované H20, 1
pl templatové DNA a 1 pl kazdého z primer (10 pmol). Program PCR se skladal z
uvodni denaturace pii 94 °C trvajici 4 minuty. Vlastni denaturace probihala pii 94 °C
trvajici 45 sekund. Nasledoval annealing, jehoz teplota byla stanovena na teplotnim
gradientu: 58; 58,7; 60,9; 62,4; 64,2; 65,9; 68,1; 69 [°C] po dobu 1 minuty. Elongace
probéhla pii 72 °C po dobu 45 sekund. Piedeslé tii kroky se opakovaly v 28 cyklech.
Cely program byl zakoncen elongaci pfi 72 °C po dobu 7 minut. Po dokonceni

programu byly vzorky zchlazeny a udrzovany pti 4 °C.

4.4.2 Multiplex-PCR

Na zadkladé¢ PCR v teplotnim gradientu byly vybrany ctyfi pary primerQ
(Xe_shotgun 104, Xe shotgun 1819, Xv atpD 403 a Xp_efP 202), které byly nejvice
specifick¢ pii detekci jednotlivych skupin zkoumanych bakteridlnich kment.
Specificnost primerti byla testovana na rozsahlém souboru bakterii patogennich pro

rajce a ptibuzné plodiny (Tab.1).

Multiplex-PCR reakce byla namichana do celkovém objemu 15 pl v nésledujicim
slozeni: 7,5 ul PPP MasterMix Combi (Top-Bio, CR), 4,5 wl sterilni destilované H20, 1
ul templatové DNA a 0,25 pl kazdého z primert (10 pmol).

Program PCR pro testovani specificity se skladal z ivodni denaturace pii 94 °C
trvajici 4 minuty. Nasledovala vlastni denaturace pii 94 °C trvajici 45 sekund.
Annealing trval 1 minutu pfi teplot€¢ 59°C. Elongace probéhla pii 72 °C po dobu 45
sekund. Denaturace, annealing a elogace se opakovaly v 26 cyklech. Cely program byl
zakonCen elongaci pii 72 °C po dobu 7 minut. Po dokonéeni programu byly vzorky

zchlazeny a udrzovany pii 4 °C.

4.5 Elektroforéza
Po PCR byla kazda z reakci smichana s interkalacnim ¢inidlem Ethidium bromid

(Sigma-Aldrich, USA) a nanesena na 1% agarozovy gel s 0,5 x TBE (Sigma-Aldrich,
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USA). Elektroforéza probihala 15 minut pfi 1 V/cm a nasledné 80 minut pifi 4 V/cm.
Agardzovy gel byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho

zatizeni InGenius3 (Syngene, UK).
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5 Vysledky a diskuse

Tradi¢ni metody detekce vyzaduji kultivacni krok a jsou Casové narocné. Naproti
tomu metoda PCR, kterou lIze in vitro amplifikovat a detekovat sekvenci DNA
specifickou pro ur€ity mikroorganizmus, je rychla a citliva a také tesi problém malého
mnozstvi cilové DNA ve vzorku (Naravaneni a kol., 2005; Lee a kol., 2009; Fukushima
a kol., 2007).

Multiplex-PCR nam slouzi k jesté vétsi tspoie Casu a penéz. K tomu jsou
nezbytné specifické primery. Bylo vyvinuto 8 part PCR primert (Tab.2) pro detekci
karanténnich bakterii X. vesicatoria, X. perforans, X. euvesicatoria a X. gardneri.
Primery byly vybrany pomoci aplikace primer-BLAST a v OligoAnalyzer 3.1
(OligoAnalyzer, 2012) byly otestovany jejich vlastnosti, kde velikost primert byla 15 —
21 bazi, nizka pravdépodobnost vzniku smyc¢ek (hairpintt), obsah G a C bazi byl 57,0 %
a teplota tani 57,5 °C primérné u vSech primert. Program MPprimer 2.0 (Shen a kol.,
2010) zjistoval vztah mezi primery (tzv. self-dimer, hetero-dimer). Primery mély mezi
sebou nizkou interakci. Pro metodu multiplex-PCR je dulezité, aby teplota pro pfipojeni
primert byla podobna (pfesto optimalni) u vSech pouzitych part primerd (Edwards a

Gibbs, 1994). Tato teplota se u navrzenych primerti pohybovala v rozmezi 56 — 59,7 °C.

Stanoveni ideédlniho programu a ovéfeni praktické funkcnosti primert pro
multiplex-PCR ptedchazela gradientova PCR jednotlivych vzorkii pro vSech 8 pari
primer samostatné. Na zakladé teplotniho gradientu byla optimalizovana teplota
annealingu. Vlastni detekce vSech vzorkt probéhla pii 59 °C a 26 cyklech pro ¢tyfi pary
primert (Xe shotgun 104, Xe_shotgun_1819, Xv_atpD 403 a Xp efP 202), které

nejlépe zahrnuji vSechny 4 druhy bakterii.

Specificita primerti byla testovana na souboru 23 bakterii patogennich pro rajce
a piibuzné plodiny (Tab. 1). Bakterie, které nejsou ptibuzné s xanthomonadami nebyly
detekovany vibec, tudiZz primery jsou specifické pouze pro xanthomonady. Ty byly
rozdéleny do 3 skupin dle velikosti produkti (Obr.3). Prvni skupina zahrnovala pouze
xanthomonady skupiny A (X. euvesicatoria) s délkou amplifika¢niho produktu 200 bp

(part bazi). Druha skupiny obsahovala Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
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Xanthomonas hortorum pv. pelargonii, Xanthomonas gardneri, Xanthomonas
arboricola, které mély délku amplifikaéniho produktu 400 bp. Tieti samostatnou
skupinu tvorili xanthomonady skupiny B (X. vesicatoria), které méli velikost produktu
100 bp a 400 bp.

Dodrzenim popsaného protokolu lze navrzenymi primery rychle a spolehlivé
identifikovat bakterii X. vesicatoria, a X. euvesicatoria v multiplex-PCR. X.gardneri
byla pii multiplex-PCR detekovana spolecné s nékterymi xanthomonadami, tudiz ji
nelze spolehlivé odlisit od ostatnich. X. perforans lze navrzenymi primery spolehlivé

detekovat pouze pii PCR s jednotlivymi primery. Pfi multiplex-PCR nebyla detekovana.

Jako prvni byly pro detekci xanthomonad navrzeny specifické primery BSX 1/2,
které detekovali skupiny A, B a D bez skupiny C (Cuppels a kol., 2006). Dalsi dilezité
primery navrhli Moretti a kol. (2009), které jsou specifické pro X. euvesicatoria, a
primery od Astua-Monge a kol. (2000) pro X perforans. Kompletni navrh primert (BS-
XER / F, BS-XVR / F, BS-Xpr / F a BS-XgR / F) pro vSechny 4 skupiny stanovil H.
Koenraadt a kol. (2007) na zakladé¢ AFLP. Tyto primery byly nésledné pouzity pro
multiplex-PCR, kde byly optimalizované podminky tak, Zze se podafilo detekovat
vSechny 4 skupiny (Aratjo a kol. 2012).
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6 Zavér

Byly navrzeny PCR primery pro detekci komplexu fytopatogennich bakterii rodu
Xanthomonas. Byla stanovena nejvhodnéjsi kombinace primerti a podminek PCR. Na
zaklad¢ spicificity primert jsme stanovili idealni program multiplex-PCR, ktery
detekoval xanthomonady skupin A a B. Pro skupinu C a D byly navrzeny primery

pouze pro uniplex PCR.

Tato prace vznikla v rdmci projektu OPVK "Rozvoj postdoktorandskych pozic na
JU" (CZ.1.07/2.3.00/30.0049), spolufinancované¢ho Evropskym socidlnim fondem a

statnim rozpo&tem Ceské republiky.
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8 Tabulky

Tab.1: Seznam pouzitych bakteridlnich kment

Poradi Sbirkové ¢islo Soucasny nazev

1 BCCM/LMG 667 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
2 BCCM/LMG 934 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
3 BCCM/LMG 927 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
4 CCM 2101 Xanthomonas vesicatoria

5 BCCM/LMG 919 Xanthomonas vesicatoria

6 BCCM/LMG 916 Xanthomonas vesicatoria

7 BCCM/LMG 909 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
8 CCM 2101 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
9 CFBP 3274 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
10 BCCM/LMG 17140 Ralstonia solanacearum

11 BCCM/LMG 2306 Ralstonia solanacearum

12 BCCM/LMG 2237 Pseudomonas syringae pv. passiflorae
13 1109 Erwinia carotovora subsp. carotovora
14 CCM 3980 Erwinia amylovora

15 BCCM/LMG 5727 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
16 BCCM/LMG 7333 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
17 BCCM/LMG 5093 Pseudomonas syringae pv. tomato

18 5011 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii

19 DSMZ 18975 Xanthomonas perforans

20 DSMZ 19127 Xanthomonas gardneri

21 BCCM/LMG 934 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
22 CFBP 2537 Xanthomonas vesicatoria

23 CCM 899 Xanthomonas arboricola

BCCM/LMG = Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms, CFBP = Collection

Francaise de Bactéries Phytopathogénes, CCM = Ceska sbirka mikroorganismti v Brng,

DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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Tab.2: Primery pouzité pii PCR

Nazev primeru

Nazev bakterie

Délka produktu (bp)

Sekvence forvard primeru

Sekvence reverse primeru

Xv_atpD_403 X. vesicatoria | 403 gCATTGGGAAATCCATCGCA CTTGCCGTTCTCGTCCTTCT
Xg_efP_236 X.gardneri 236 GGCCAGGCCTTTACCCGTAT | CAGTCTTCCTCGCCCTTGAG
Xp_efP_202 X. perforans 202 GCACTTCATGGACCCGGAAA | GCCGCCGGAGGTGTC
Xe_gyrB_542 X. euvesicatoria | 542 AGCGCGGCTACATCTACATC | TTCGCGAATCAGGTCGTTCA
Xg_efP_312 X. gardneri 312 GCCAGGCCTTTACCCGTATG | CGGTCTCGGTGATCTTGAGC
Xe_Shotgun_1819 X. euvesicatoria | 1819 GGCGCGTAAGTAGGACCTC |ATTATACCAGCCGGCACGAG
Xp_Shotgun_442 X. perforans 442 GTTGACGTTCCATCCTTCCG | TCGCTACGTTTTGCAAGC
Xe_Shotgun_104 X. euvesicatoria | 104 TACTAGGCGGCATGTCTTCC | CGAAGCGTTGTTGCGTAGAG
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Tab.3: Rozdéleni do skupin dle multiplex-PCR

Skupina Sbirkové ¢islo Nazev bakterialniho kmenu
BCCM/LMG 667 [ Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
1 BCCM/LMG 909 [ Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
CCM 2101 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
CFBP 3274 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
BCCM/LMG 934 [ Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
) 5011 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii
DSMZ 19127 Xanthomonas gardneri
CCM 899 Xanthomonas arboricola
CCM 2101 Xanthomonas vesicatoria
3 BCCM/LMG 919 [ Xanthomonas vesicatoria
BCCM/LMG 916 | Xanthomonas vesicatoria
CFBP 2537 Xanthomonas vesicatoria

1.skupina = amplifika¢ni produkt velikosti 200 bp, 2. skupina = amplifikacni produkt o
velikosti 400 bp, 3. skupina = amplifika¢ni produkty o velikostech 100 a 400 bp
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9 Obrazky

Obr.1: Symptomy bakterialni skvrnitosti na plodu rajcete zptisobené bakteriemi rodu
Xanthomonas

http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1111/epp.12018/asset/image_n/epp12018-fig-
0002.png?v=1&t=i5h2bd4x&s=c26711bc565860e9d19ehb86a337918b17df6cIca

Obr.2: Symptomy bakterialni skvrnitosti na listu papriky infikované bakteriemi rodu
Xanthomonas

http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1111/epp.12018/asset/image_n/epp12018-fig-
0003.png?v=1&t=i5h1lociv&s=7d46f25b72594f46b51a94304b3799f04a0d0e0d
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Obr.3: Symptomy bakterialni skvrnitosti na plodu papriky vyvolané bakteriemi rodu

Xanthomonas

http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1111/epp.12018/asset/image_n/epp12018-fig-
0005.png?v=1&t=i5h2jc9a&s=4eaddcf74chc8ffc3bad1074344e193a9d027ac4

Obr.4: Symptomy bakterialni skvrnitosti na listech rajéete infikovanych bakteriemi rodu

Xanthomonas

http://www.missouribotanicalgarden.org/Portals/0/Gardening/Gardening%20Help/images/Pests/Septoria_Leaf Spot_

of_Tomato186.jpg
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Obr.5: Polymerazova tetézcova reakce (Polymerase chain reaction)

30 — 40 cykld
POGOCVDGVODLY donaturace
‘ | ‘ ‘ . ‘ 1min 94°C

. Krok 2: annealing

45 sec, 54°C

primy a zpétny primer

(Andy Vienstracie 1999)

http://telemedicina.med.muni.cz/pdm/genetika/res/image/slovnicek/image2.jpeg
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Obrazek 6: Multiplex PCR
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http://www.premierbiosoft.com/images/multiplex_pcr_mechanism.jpg
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