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Abstrakt

Pro rychlou detekci karanténni bakterie Ralstonia solancearum patogenni pro
rajce, brambor a papriku, byla vyuzita metoda LAMP. Na zéklad¢ analyzy sekvence
genu fliC byla in silico navrzena sada LAMP primeri s maximalni teoretickou
specifitou pouze pro Ralstonia solanacearum. Nasledné byla metoda optimalizovana
ostatnich fytopatogennich bakterii napadajici brambor, rajce a papriku. Pomoci LAMP
Ize detekovat bakterii z velice malého mnozstvi DNA za dobu mensi, nez 30 minut
Vv realném case. Metoda je schopna amplifikovat DNA o koncentraci 0,00001 ng/pl.

Pro specifictejsi detekei je vSak vhodnéjsi koncentrace DNA vyssi.

Klic¢ova slova: molekularni diagnostika; fliC; LAMP; navrh primert; PCR

Abstract

For rapid detection of quarantine bacteria Ralstonia solancearum pathogenic
for tomato, potato and papper, the LAMP method was used. Based on the analysis of
the fliC gene sequence, a set of LAMP primers was designed to be specific for
Ralstonia solanacearum. Subsequently, the method was optimized to detect only
Ralstonia solanacearum and to distinguish it from the other phytopathogenic bacteria
which infect potato, tomato and pepper. LAMP can detect bacteria from very small
amounts of DNA in less than 30 minutes in real time. The method is capable of
amplifing DNA at a concentration of 0.00001 ng/ul. However, a higher DNA

concentration is more suitable for more specific detection.

Key words: molekular diagnostic; fliC; LAMP; primer design; PCR
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1 Uvod

Ralstonia solanacearum zpusobujici bakterialni vadnuti a hnédou hnilobu je
celosvétove velkou hrozbou pro péstovani zemédélskych a okrasnych plodin, jako je
naptiklad brambor, rajCe, paprika, kakost, nebo bananovnik. Souc¢asna ochrana proti
této bakterii spoc¢ivad v chemické ochrané a v opatfenich zamezujici Sifeni tohoto
patogena (Hayward, 1991; Mansfield a kol., 2012).

Pro uc¢innost téchto opatieni je dilezita rychla a presna detekce a identifikace
bakterie. Metoda LAMP umozZiiuje rychlou a pfistrojové nendkladnou amplifikaci
cilového useku DNA. Vyhody této metody jsou piedevSim vysoka specificnost a
citlivost a moznost provedeni metody v terénnich podminkach. Diky tomu lze ptivodce
onemocnéni odhalit uz v raném stadiu diive, nez se projevi na rostlin€ pfiznaky. Timto
se metoda LAMP odlisuje od ostatnich klasickych identifika¢nich metod jako je
napftiklad kultivace, PCR, sekvenovani. Kli¢ovou roli v ptesné identifikaci a detekci
patogena hraje specifi¢nost primerit a optimalizace podminek LAMP metody pro
danou sadu primert. Metodu pak lze pfevést na zatfizeni umoznujici jeji sledovani
V realném Case a tim zkratit dobu reakce, ¢imz lze v polnich podminkach provést velice
rychlou a ptesnou diagnostiku. (Kubota, 2011; Fang a kol., 2008; Lenarci¢, 2014,
Notomi, 2000).

Cilem této prace je navrhnout a optimalizovat LAMP metodu specifickou pro
detekci Ralstonia solanacearum. Déale metodu optimalizovat tak, aby bylo mozné ji
provadét v redlném Case a otestovat jeji specifitu vici ostatnim bakteriim patogenich
pro rajce, papriku a brambor. Vysledky této prace mohou byt vyuzity v praxi pii

detekci patogena.



2 Cile

Navrh specifickych LAMP primeru pro Ralstonia solanacearum
Optimalizace metody LAMP pro specifickou detekci Ralstonia solanacearum

Stanoveni senzitivity pro metodu LAMP
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3 Literarni prehled

3.1 Ralstonia solanacearum

3.1.1 Charakteristika Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996 (dfive znama jako
Pseudomonas solanacearum (Hayward, 1964)) je gram negativni bakterie
tyCinkovitého tvaru, kterd neni schopna sporulace. Zplisob pohybu je pomoci
peritrichalnich bi¢ikt. Bakterie ma striktné aerobni metabolismus. Bakterie zpusobuji
bakterialni vadnuti u vice nez 200 druhti rostlin v 50 riznych rodech (Hayward, 1991;
Kelman, 1994; Yabuuchi, 1995). Zptusobuje onemocnéni u mnoha dulezitych rostlin,
jako je naptiklad hné€da hniloba brambor, vadnuti rajcat, tabdku, lilku a bananu
(Hayward, 1991). Na zaklad¢ Siroké Skaly hostiteld a Sirokého geografického
rozlozeni patogen zaujima druhé misto mezi deseti nejvyznamngjSimi bakteridlnimi
patogeny rostlin (Mansfield a kol., 2012).

Ralstonia solanacearum napada hostitelské rostliny jako parazit a pieziva v
pudé nebo ve vod¢ jako saprofyt (Wallis and Truter, 1978; Elsas a kol., 2001).
Bakterialni vadnuti, které Ralstoia solanacearum zpisobuje, je hlavnim omezenim pfi
produkci lilkovitych plodin v tropickych, subtropickych a nékterych teplych mirnych
oblastech po celém svété. Dalsi velké ekonomické ztraty zplisobuje onemocnéni
Moko, které je hlavni chorobou ohrozujici péstovani bananti po celém svété (Fegan a
Prior, 2006). Kontrola onemocnéni chemickymi latkami a rotaci plodin je
nedostatecna, protoze patogen je zvlasté dobfe pfizplisoben pro pieziti v pudé a
rhizosfétre (Hayward, 1991). Ralstonia solanacearum infikuje rostliny pies poranéni,
koteny nebo trhliny v mistech lateralniho vzniku kotend. Bakterie nasledné kolonizuje
kotenovou kuru, poté napada xylém, az dosahne stonku a vaskularniho systému
rostliny, ve kterém se dale rozmnozuje (Mansfield a kol., 2012). Dulezitou roli
V patogenité rostlin hraje extracelularni vysokomolekularni kysely polysacharid, ktery
ma vysoky stupen heterogenity (Orgambide a kol., 1991). Bakterie v xylému vylucuje

velké mnozstvi extracelularnich polysacharidl, které brani prepravé vody, coz
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nakonec vede k umrti rostlin (McGarvey a kol., 1999). Extracelularni polysacharidy

také hraji velice dilezitou roli v kolonizaci rostlin (Araud-Razou a kol., 1998).

3.1.2 Fylogenetické rozdéleni

Na zakladé¢ fylogenetického seskupeni a oddélenych evolucnich linii je
Ralstonia solanacearum rozdé¢lena do Ctyt fylotypt, které odrazeji jeji geografické
roz$iteni. Fylotypy I a II jsou slozeny z asijskych a americkych kmend, jedinci
fylotypu III jsou afrického puvodu a jedinci fylotypu IV pochazeji z Indonésie,
Japonska a Australie. Tyto fylotypy jsou dale rozdéleny do sequevarti, které¢ jsou
zalozeny na rozdilech v sekvencich genti endoglukanazy (egl), hypersenzitivni
odpovédi patogeneze B (hrpB) a na zaklad¢ analyzy sekvence interni transkribované
distan¢ni oblasti (ITS) (Prior a Fegan, 2005). Fylotypy mohou byt dale rozdéleny do
skupin kmentl, pojmenované sequevary nebo sekvencni varianty, podle nukleotidové
sekvence genu egl. Bylo definovano vice nez 50 sequevard. Diky rozsahlym
fylogenetickym datim o kmenech fylotypu Il bylo navrzeno, aby byl tento fylotyp
rozdélen do dvou podskupin ITA a IIB. Kmeny Raltonia solanacearum fylotyp 1B,
sequevar 1 (historicky znamy jako rasa 3 biovar 2) jsou zvlasté zajimavé pro Evropu
a Severni Ameriku, protoZe zplsobuji infekce brambor v mirném podnebi, které
mohou mit za nasledek vysoké ekonomické ztraty (Elphinstone, 2005; Cellier a kol.,
2012; Castillo a Greenberg, 2007). Ralstonia solanacearum je ve vétSiné zemi
uznavana jako karanténni bakterie (EPPO, 2004).

Obr. 1: Schéma rozdéleni fylotypii Ralstonia solanacearum
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3.1.3 Patogenita a virulenc¢ni faktory

Dulezitou roli v rozvoji patogenity hraje vyvoj genomu Ralstonia
solanacearum a horizontalni pfenos genti (Coupat a kol., 2008; Fall a kol., 2007,
Guidot, 2007, 2009b). Analyza genomovych sekvenci deviti genomu Ralstonia
solanacearum odhalila cetné genomvé ostrovy, z nichz mnohé jsou obklopeny
mobilnimi prvky, jako jsou insercni sekvence (IS) nebo bakteriofagy, coz naznacuje
horizontalni akvizici (Remenant a kol., 2010, 2011, 2012).

Bylo prokazano, ze 80 % kmenl Ralstonia solanacearum je pfirozené
transformovatelnych plazmidy nebo genomovou DNA. Velké iseky DNA v rozmezi
od 30 do 90 kb mohou byt pfenaSeny mezi kmeny (Coupat a kol., 2008). Potencial
vymeény genu virulence horizontalnim pienosem gent by mohl hrat dilezitou roli v
rychlém vyvoji patogenity u kmenti Ralstonia solanacearum. Uloha horizontalniho
pfenosu genl pii zvySovani agresivity kmend Ralstonia solanacearum u rajéat byla
experimentalné demonstrovana (Coupat-Goutaland a kol., 2011).

Faktory virulence jsou skupina nékolika latek, které Ralstonia solanacearum
produkuje. Jsou to napfiklad enzymy rozkladajici buné€nou sténu rostlin, kyselé,
vysokomolekularni extracelularni polysacharidy a adhezny zahrnujici celou fadu
lektin (Wu a kol., 2009). Dilezitym faktorem virulence patogennich bakterii jsou
lipopolysacharidy v bunétné sténé bakterii, které se uplatiuji pii pifimé interakci
s eukaryotickou butikou. Fytopatogenni bakterie, které maji omezenou schopnost
syntézy lipopolysacharidti, maji snizenou zivotaschopnost v tkanich rostlin a tim klesa
1 virulence patogena. Pfimy kontakt lipopolysacharida s hostitelkou buiikou, je pro

virulenci nezbytny (Esposito, 2008).

3.1.4 Charakteristika fylotypu 11B

wewvr

svéte. Je zpisobena podskupinou kmend Ralstonia solanacearum znamych jako rasa
3 biovar 2 (R3bv2), ktery patii k fylotypu IIB sequevar 1 (Prior a Fegan, 2005).
Ackoliv pavodné byly popsany jako kmeny s omezenym hostitelskym rozsahem pouze

na brambor (Hayward, 1991), tak kmeny r3 bv2 nejsou vyluéné asociovany pouze
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s bramborem. Nasledné byla hlaSena také infikovana rajcata, baklazan, kakost a mnoho
pleveli a divokych rostlin (Elphinstone a kol., 2005; Swanson a kol., 2005; Alvarez a
kol., 2008). R3bv2, ktery pravdépodobné vznikl v Andach, je pfizptisoben horskym
teplotam, a proto je tolerantnéjsi viac¢i chladim nez jiné tropické kmeny
Ralstonia solanacearum (Hayward, 1991). R3bv2 je také ucinngjsi pii infekci a
vadnuti rostlin za chladnych podminek (Milling a kol., 2009). Kmeny R3bv2 jsou
specificky nebezpetné, protoze mohou zplisobit latentni infekci bez ptiznakd v
sadbovych bramborovych hlizdch nebo semenech ostatnich hostitelskych rostlin, coz
usnadnuje Sifeni patogenti po celém svété prostifednictvim mnozitelského rostlinného
materialu (Swanson a kol., 2005; 2007). Bakterie byla nahodné zavle¢ena do USA a
Evropy pomoci infikovanych kakostovych fizkd dovezenych z vysokohorskych
oblasti, kde je R3bv2 endemicky (Kim a kol., 2003; Janse a kol., 2004). Vzhledem k
vyznamnému ekonomickému dopadu bakterialni infekce v mirném podnebi je R3bv2

karanténni patogen v Evropé a Severni Americe (Guidot a kol., 2009a).

Obr. 2: Rostlma napadend bakterii Ralstonia solanacearum
\ .

https://plantpath.ifas.ufl.edu/rsol/images/Modules/Sptmel_BR.gif
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Obr. 3: Kolonie Ralstonia solanacearum na zivné agarové pudé

https://bugwoodcloud.org/images/768x512/5079060.jpg

3.2 LAMP

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) je metoda amplifikace
nukleovych kyselin, ktera vyuziva izotermické podminky pro ucinnou, rychlou a
vysoce specifickou amplifikaci DNA. Metodu LAMP v roce 2000 vyvinul Notomi a
kolektiv. Oproti nejcastéji pouzivané PCR je LAMP rychlejsi a zaroven citlivéjsi. S
pomoci LAMP je mozno amplifikovat i mnozstvi DNA o velice nizké koncentraci v
priibéhu jedné hodiny az na 10° kopii z jedné molekuly DNA (Notomi, 2000; Liu,
2012). LAMP je nyni jiz pouzivana v oblasti pfirodnich véd, zejména k detekci
mikroorganismi (Fang a kol., 2008; Wong, 2018).

U metody LAMP je zapotiebi pouzit jiny druh polymerdzy nez pii klasické
PCR. Vyuzita je obvykle jedna ze tfi druhii polymeraz. Prvni je Bsm polymeraza
izolovana z bakterie Bacillus smithii, druhou polymeraza Bst izolovana z Bacillus
stearothermophilus a tfeti polymeraza Gsp izolovana =z Geobacillus
stearothermophilus (Dhama a kol. 2014; Hawwa a kol., 2009). Optimalni teplotni
rozpéti pro tyto polymerazy se pohybuje mezi 60 - 65 °C. (Notomi, 2000). Teplotni
optimum pro Bsm polymerazu je 60 °C avSak bezpe¢né katalyzuje syntézu DNA do
teploty 63 °C (Dhama a kol., 2014) Polymeraza Gsp ma teplotni optimum od 60°C do
65°C (Hawwa a kol, 2009; Kang a kol., 2015). VSechny polymeradzy dokazi
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katalyzovat syntézu vldken ve sméru 5'-3°, nemaji vSak 5'-3' exonukledzovou aktivitu.
Toto jim umoziiuje oddélovat DNA vldkna za soufasné syntézy novych vlaken.
Reakce LAMP probiha za izotermickych podminek pii teplotnim optimu polymerazy
(Kim a kol., 2014; Nagamine a kol., 2002). Oproti PCR, kde je zapotiebi i neustale
stfidat teploty za rtiznych Casovych prodlev, se pro detekci patogentt LAMP jevi jako
vyhodnéjsi metoda amplifikace (Kamachi a kol., 2006).

3.2.1 Navrh primeru

Pro navrth LAMP primert se bézné pouziva online program PrimerExplorer
V4/V5 (http: // primerexplorer.jp / elamp4.0.0 / index.html) a program LAMP
Desinger (http://www.optigene.co.uk/lamp-designer/). Sada primeri pro reakci
LAMP zahrnuje tzv. forward inner primer (FIP), backward inner primer (BIP), dva
vnéj§i primery, které jsou pojmenovany jako forward outer primer (F3) a backward
outer primer (B3) plnici hlavni funkci pfi vytésiiovani DNA vlékna. Tyto Ctyfi primery
odpovidaji sekvenci 6 riznych cilovych oblasti (Obr. 4) (Nagamine a kol., 2002). FIP
primer se sklada z mist F2 a Flc a naseda na misto F2c a F1. BIP primer se sklada
Z mista B2 a Blc a nasedd na misto B2c a B1. F3 a B3 primery maji pouze jedno
nasedaci misto. F3 primer naseda na misto F3c a B3 primer nasedd na misto B3c. Déle
mohou byt navrzeny 2 smyckové primery, pojmenované jako forward loop primer
(FLP) a backward loop primer (BLP). Smyckové primery se vyuzivaji ke zrychleni
reakce (Parida, 2008; Nagamine a kol., 2002).

Obr. 4: Oblasti nasedani primerit na DNA
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Kazdy ze zakladnich primerti (2 vnitini primery FIP a BIP a 2 vné&j$i primery
F3 a B3) hraje klicovou roli v reakci LAMP. Musi byt proto dodrZzeno nékolik
navrhovacich zasad (Notomi, 2000; Nagamine a kol., 2002;).

3.2.2 Hodnota Tm

Hodnota Tm se odhaduje pomoci metody Nejblizsitho souseda. Vypoctena
hodnota Tm je ovlivnéna experimentdlnimi podminkami, jako je koncentrace soli a
oligonukleotidova koncentrace, takze je vyhodné, aby se Tm vypocitala za pevnych
experimentalnich podminek (koncentrace oligonukleotidu 0,1 uM, sodik koncentrace
iontl pfi 50 mM, koncentrace hoic¢ikovych iontd 4 mM). Hodnota Tm pro kazdou
oblast je navrzena tak, aby byla pro Flc a Blc pfiblizné 60 °C (64 - 66 °C), ptiblizné
60 °C (59 - 61 °C) pro F2, B2, F3 a B3 a pfiblizné 65 °C (64 - 66 °C) pro smyckové

primery.

3.2.3 Stabilita

Konec primert slouzi jako vychozi bod pro syntézu DNA a proto musi mit
urcity stupen stability. 3' konce oblasti F2 / B2, F3 /B3 a FLP / BLP a 5' konec oblasti
Flc/Blc jsou navrZeny tak, aby volna energie byla -4 kcal / mol nebo méné¢. 5 'konec
Flc po amplifikaci odpovida 3' konci F1, kde stabilita je velice diilezitd. Zména volné
energie (AG) je rozdil mezi energii bez produktu a energii bez reaktantl. Reakce

probihd smérem k negativni zméné volné energie (AG).

3.2.4 Obsah GC

Primery jsou navrhovany tak, aby obsah GC byl mezi 40 % - 50 %, pokud je
sekvence bohat4 na GC baze. Pokud je sekvence bohata na AT baze idedlni obsah GC
je 50 % - 60 %.

3.2.5 Sekundarni struktury

Pti navrhovani je dllezité, aby primery netvofily sekundarni struktury. Nesmi
tvofit dimery a vlasenky. Toto je dulezité zejména u FIP a BIP primerd. Aby se
zabranilo tvorbé sekundarnich struktur, je diillezité zajistit, aby useky oligonukleotidi

nebyly komplementarni.
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3.2.6 Vzdalenost mezi primery

Primery jsou navrZeny tak, aby vzdalenost od konce F2 az po konec B2 (oblast
amplifikace metodou LAMP) byla mezi 120 az 160 bazemi. Déle, aby vzdalenost od
5 'konce F2 po 5' konec F1 (¢ast ktera tvoii smycku) byla mezi 40 bazemi a 60 bazemi.

Vzdalenost mezi F2 a F3 je mezi 0 az 60 bazemi.

Obr. 5: Vzdalenost mezi primery

A [ lification re gi (o]l

DNA

5 et FB!—!FZHFI | Bl feef B2 Joef B3 e’

DNA [

3 ] F3ci—i FZcHFIcE—i B1 |~ B2 H o

Range —
. Bw determining the
Option Ranege Option, the
primerz are designed to
fit in targeting range as
shown in thiz figure.

=t
]

Fe-B2 (120~180bp)

1
o '

LoopiF1c—F2) {40~~E0kbp:

Distance | ',

F2-F3 {0~20hp)

———
Fle-Bic (O~100hp
https://primerexplorer.jp/e/v5_manual/img/03_ch01.gif

3.2.7 Princip LAMP

Metodu LAMP lze rozd¢lit do dvou fazi. Faze pfipravy vychoziho materialu a
faze cyklickd, ve které dochdzi k amplifikaci velkého mnozstvi DNA (Nagamine a
kol., 2002).

Nejprve primer FIP nased4d mistem F2 na misto F2¢ a misto Flc zlistava volné.
Na templatu DNA dochazi k syntéze nového fetézce komplementarniho k templatu.
Nasledn¢ primer F3 nasedd na misto F3c a zacne se vytvafet novy fetézec
komplementarni k templatu. Vlakno DNA vzniklé od pfedchoziho primeru FIP se tedy

oddé¢li a misto Flc hybridizuje s mistem F1, ¢imz na vldknu vznikne smycka. Na tomto
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DNA vlakné je rozpoznavaci misto pro primer BIP, ktery naseda mistem B2 na misto
B2c a misto Blc ziistdva opét volné. Polymeraza za¢ne syntetizovat nové vldkno a
vznikne tak opét dvouvldknovd DNA. Nasledné primer B3 nasedne na misto B3c a
vlivem polymerazy se opét vytvari novy fetézec DNA a pivodni se oddéli. Jelikoz na
obou koncich tohoto vldkna se jiz nachazeji dvé rozpoznavaci sekvence, které jsou
samy sob¢ komplementarnimi, mize na obou koncich molekuly dochazet prechodné
k hybridizaci a tvorb¢é smycek. Toto vldkno uz obsahuje vSechna rozpoznavaci mista

potfebna pro cyklickou fazi. (Li a kol., 2017; Nagamine a kol., 2001)

Obr. 7: Schéma necyklickeé faze LAMP
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(1) Hybridizace primeru FIP na templdatovém vidku, polymerdza zahajuje svoji aktivitu. (2)
DNA polymeraza syntetizuje retézec DNA komplementarni k templatové DNA od oblasti F2,
(3) Nasednuti F3 primeru v oblasti F3c. (4) DNA polymerdza rozplétd dvojviakno, ¢imz se
Jjedno vidkno uvolni a syntetizuje nové od F3 primeru (5) uvolnéné viakno, které umoziuje na
5" konci vznik smycky, (6) na jednovilaknové DNA se tvori smycka a slouzi jako templat pro
syntézu iniciovanou BIP primerem z 3  konce a ndsledné naseddni B3 primeru. (7) syntéza
nového vidkna za oddelovani vidkna piivodniho od B3 primeru. (8) Uvolnéné vidkno
Z predchoziho kroku tvori smycky na obou dvou svych koncich.

V cyklické fazi primer FIP nasedne na smycku v misté F2c a zah4ji se nova
DNA syntéza, pricemz pivodni vldkno je vytla¢eno novym. Tento jednovldknovy
fetézec vytvari smyckovou strukturu na 3" konci kvili komplementarnim oblastem
Blc a B1. Potom zac¢ind syntéza DNA zacinajici od 3" konce oblasti B1 jako templat
pouzivajici vlastni strukturu a uvoliuje fetézec spojeny s FIP. Uvolnéna
jednovlaknova DNA pak tvoii smycky na obou koncich diky komplementarni oblasti
F1-F1lc a Blc-B1. Dale primer BIP nased4 na B2c oblast a zah4ji DNA syntézu, ¢imz

uvolni oblast B1. Vysledkem tohoto cyklu jsou rtizné struktury skladajici se ze stfidavé

opakovanych cilovych sekvenci na stejném vlaknu. Cyklicka faze pokracuje az do
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zastaveni reakce, coz vede k vytvoreni 10° kopii za méné nez hodinu (Parida, 2008;

Nagamine a kol., 2002).

Obr. 8: Schéma cyklické faze LAMP
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(9) Od 3" konce Blzacind nova syntéza DNA, nasleduje uvolnéni vidkna spojené s FIP,
tato struktura muze ,,obtocit* strukturu vytvorenou v kroku 8, vznika tak struktura
(10), (11) opakuje se stejny déj, jako v kroku 8.
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Obr. 9: Schema metody LAMP
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Kromé primert F3, B3 a FIP, BIP, mohou byt pro zrychleni reakce pouzity i
smyckové primery (Nagamine a kol., 2002). Pouzitim smyckovych primerti je mozné
amplifikaci zrychlit o tfetinu az polovinu oproti reakci bez pouziti smyckovych

primerti. Doba amplifikace se tedy mize snizit az na 30 minut (Parida, 2008).

Obr 10: Mzsto nasedani FIP a BIP przmeru na zakladnl strukturu
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Vysledek reakce, tedy zda amplifikace probéhla, nebo ne, 1ze ovétit vizualné.
Béhem reakce se siran hotfecnaty pfeméiuje na difosforecnan hotecnaty. Tim dochézi
k zakaleni obsahu zkumavky, ve které reakce probihd. Podle zékalu a jeho intenzity se
jiz d& hodnotit prabéh reakce. (Kamachi a kol., 2006). Dalsi metodou pro vizualizaci
je gelova elektroforéza (Parida, 2008). Metodu lze hodnotit i v redlném case jak bude

popséno v dalSich kapitolach.

4

3.2.8 Real-Time LAMP pomoci fluorescen¢niho zareni

Metodu LAMP lze provést podobné jako PCR i v realném Case. Nekteré typy
fluorescencniho barviva se mohou vazat na dvouvlaknovou strukturu, jakmile jsou
syntetizovany produkty dsDNA, coz zplsobi zménu optického signalu. Tyto
interklacni ¢inidla byly proto pouzity pro sledovani procesu reakce LAMP v redlném
Case (Tanner a Evans, 2014).

Prahova hodnota detekce amplifikovaného produktu mize byt definovana jako
¢as, ve kterém je zaznamenavan pozitivni fluorescen¢ni signal. Pomoci kalibra¢nich
standardu Ize extrapolovat pocate¢ni koncentraci vzorku (Cai a kol., 2008).

Zaznamenavanim intenzity fluorescence pomoci optickych ¢tecek jsou data
analyzovana, aby byly ziskany kvantitativni informace o pocatec¢ni templatové DNA.
Vzhledem k Siroké dostupnosti a rychlosti integrace s dsDNA je jako monitorovaci
barvivo v redlném Case Casto pouzivan SYBR Green (Zang a kol., 2014).

Monitorovaci systémy na bazi sondy, jako je TagMan, nejsou pouzitelné pro
reakci LAMP, protoZe princip amplifikace LAMP reakce je zalozen na syntéze DNA
fetézce pomoci dislokazové aktivity. Avsak Kouguchi a kol. v roce 2010 vyvinuli
duplexni metodu pro detekci vysledku LAMP reakce pouZitim jediného primeru
znaceného 6-karboxyfluoresceinem (FAM) a indikatoru Ethidium bromidu. Timto
zptisobem se mohou kvantitativné rozliSovat sekvencné specifické LAMP produkty.
Vyuzivani takto znacené sondy ptispiva ke zlepSeni specificnosti detekce (Kouguchi
a kol., 2010; Zang a kol., 2014).

Dale mohou byt pouzity asimila¢ni sondy na principu FRET (Fluorescence
resonance energy transfer). Jedna se o dvojici oligonukleotidovych sond, pro sledovani
metody LAMP v realném case. Princip fungovani dvojice sond je analogicky s
molekularnim zipem, ktery byl pfedtim demonstrovan pro sledovani v redlném case

amplifikace RCA a amplifikace ramification (RAM). Konstrukt molekularniho zipu
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se sklada ze dvou caste¢né komplementarnich oligonukleotida (Kubota, 2011; Yi.,
2006).

Asimilaéni sondy jsou dvoukomponentové sondy s fluorescencnimi vlakny,
které se nachazi na 3' konci BLP nebo na FLP primeru sekvenci komplementarni ke

zhasecimu fetézci na 5' konci. (Kubota, 2011).

3.2.9 Real Time LAMP pomoci turbidimetrie

LAMP lIze v realném cCase sledovat i pomoci turbidimetrického méteni zakalu
pyrofosforeCnanu hote¢natého. Turbidimetr detekuje vedlejsi produkt syntetické
reakce DNA, pyrofosfatové ionty jako nerozpustny pyrofosforecnan hotecnaty. Z
tohoto ditvodu je mozné urcit vztah mezi mnozstvim amplifikované DNA a zakalu
meéfenou turbidimetrem v redlném cCase. Mezi naméfenym zdkalem a mnoZzstvim
syntetizované dsDNA naméienou pomoci turbidimetru je linedrni vztah. Jinymi slovy,
ktivka turbidity versus ¢as ziskany pouzitim turbidimetru v redlném case piedstavuje
reakeni kiivku amplifikace LAMP. Turbidimetr 1ze také pouzit pro analyzu kinetiky
LAMP reakce. Turbidimetrie nezavisi na sekvenci amplifikované¢ho produktu, takze
neni mozné provadét multiplexni detekci, kterd se provadi na real-time PCR pfistroji
pomoci fluorescencnich sond. Na rozdil od fluorofotometrie v redlném Case, kterd meti
postupné zvysSovani intenzity signalu, je snadnéjsi ziskat stabilni zakladni hodnotu
turbidimetrii v redlném case, ktera méti pokles intenzity signalu. Tato nova metoda
pro kvantifikaci nukleovych kyselin vyuziva vyhod dvou diilezitych vlastnosti metody
LAMP. Vysoké specificnosti, kterd eliminuje potfebu kontrolovat amplifikovany
produkt a snadnost s jakou miize turbidimetrie detekovat amplifikovany produkt. Tato
metoda miize kvantifikovat templatovou DNA bez jakékoliv potieby piidavku
interkalac¢niho ¢inidla do reakce. Tato metoda poskytuje jednu z moznych technik pro

kvantifikaci stopového mnozstvi templatové DNA jednoduchym aparitem (Mori a

kol., 2001, 2004).
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3.2.10 Smart-DART™a Bioranger™ platformy

V realnem ¢ase lze metodu provadét i na zaiizeni Smart-DART ™ nebo novéjsi
verzi BioRanger™ od spole¢nosti Diagenetix Inc. Tento piistroj dokaze nastavit
teplotu pozadovanou pro LAMP reakci a analyzovat sou€asné az 8 vzorkl. Umi také
odecitat fluorescencni signdl a tim sledovat reakci v redlném Case. Zarovenn umi Cist
dvé vlnové délky, takze ho lze vyuzit pro multiplex LAMP. Zatizeni Ize bezdratove
pomoci Bluetooth® pfipojit do zafizeni se systémem Android prostiednictvim
aplikace, kterd umoziuje uzivateli ovladat nastaveni reakénich podminek a zobrazeni
dat graficky v redlném case. Platforma funguje jako uzavieny systém pro amplifikaci
pomoci metody LAMP bez rizika kontaminace a vyuzitelného i terénnich podminkéch.

(Jenkins a kol., 2011; Keremane a kol., 2015).

Obr. 11: BioRanger™ platforma

http://diagenetix.com/wp-content/uploads/2015/02/LidOpenTube_Blue.png

3.2.11Genie® 11 a 111 platformy

Platformy Genie® od firmy OptiGene také umoznuji provadét metodu LAMP
V polnich podminkach a vizualizovat ji v redlném case. Pfistroje se lisi od téch
z Diagenetix Inc. zejména v tom, Ze jejich ovladani neprobiha ptes mobilni aplikaci,

ale pomoci zabudovaného displeje. Jejich pouziti umozituje provést metodu za kratsi
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dobu, nez 20 minut. (Bithlmann, 2013; Tomlinson, 2010, 2013). Zafizeni funguje
podobné jako platformy od Diagenetix, Inc. je schopné zahtat vzorky na pozadovanou
teplotu a tim umoznit pribéh reakce. Zaznam reakce v redlném case probiha také na
principu ode¢itani fluorescence. Ptistroje Genie® I maji 2 oddé&lené bloky kazdy po 8
slotech pro vzorky, takZe lze najednou zpracovavat az 16 vzorkt. Piistroje Genie® Il
jsou pfizplsobené vice na praci v terénu a maji slot pouze na 8 vzorkl. Na rozdil od
Genie® II umi &ist pti dvou vinovych délkach, takZe s nim lze provadét multiplex
LAMP. Ovadani pfistroje stejné, jako sledovani pribéhu reakce 1ze na zabudovaném
dotykovém displeji. Platformy lze p¥ipojit k poc¢ita¢i pomoci USB, Bluetooth ® a WiFi.
Pro polni provadéni LAMP je vyhodou Genie® III i zabudovana GPS (Hu, 2018;
Biihlmann, 2013; Tomlinson, 2010, 2013).

Obr. 11: Genie® 1l platforma

http://www.optigene.co.uk/wp-content/uploads/2012/07/G3-Open-aa-324degrees2-
360x252.png

4 Material a metody

4.1 Navrh primeri

Nejprve byla provedena in silico analyza za pomoci programi MEGA 7
(Kumar, 2016) a NCBI BLAST (NLM, USA). Sekvence byly pouzité z databaze
NCBI. Byla provedena analyza v programu MEGA 7, kde byla pozorovana odlisnost
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v genech 16S rRNA, fliC, hrpB, egl u Ralostonia solanaceaurum od ostatnich bakterii
(Tab. 1).

Primery pro metodu LAMP byly navrhovany v programu Primer Exploler V5.
Byly nastaveny nésledujici parametry: pro Flc/Blc délka primer 20-22 nukleotidii a
Tm 59-61 °C. Pro F2/B2 délka primert 18-22 nukleotidi Tm 64-66 °C. Pro F3/B3 18-
22 nukleotidl, Tm 64-66 °C. Zastoupeni GC bazi bylo 55-63 %. AG 5 byla nastavena
-4 a AG 3’byla nastavena -5.

Po nastaveni téchto parametri program vygenergoval nékolik moznosti
kombinaci primerti. Vygenerované moznosti sad primerd FIP, BIP, F3, B3 byly
testovany pomoci NCBI BLAST kvtli zjisténi teoretické specifity pro detekci blizce
pfibuznych bakterii. Tento program porovndva zadané sekvence se sekvencemi
Vv databazi. Takto byla vybrana sadu primera, ktera teoreticky umoznuj¢ amplifikaci
pouze sekvence specifické pro Ralstonia solanacearum. Nasledné byla pomoci
programu MEGA 7 zjiStovana mista, kam by mély primery teoreticky nasedat. Pro

navrzenou sadu primert, byly ddle navrhovany smyckové primery.

4.2 Bakterialni sbirky

Vsechny pouzité bakterialni kmeny byly z nasledujicich sbirek: Belgian Co-
ordinated Collections of Microorganisms — Bacteria Collection, Gent (BCCM/LMG),
Czech Collection of Microorganisms, Brno (CCM), Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganism a Cell Cultures (DSMZ), Crop Research Institute
Collection, Czech Republic, Prague — Ruzyné (CRI) (Tab. 1).

4.3 Kultivace bakterii

Pro kultivaci bakterii (Tab. 1) byly pouzity dva typy médii. Nejprve bylo
pouzito pevné médium MPAg (Masopeptonovy agar S glukdzou), ve slozeni zivny
agar ¢. 2 (Sigma-Aldrich, USA), kvasniény extrakt (Sigma-Aldrich, USA), glukosa,
agar, pH 7,2. Bakterie byly naockovany kiizovym roztérem na Petriho misky.
Kultivace probihala pii 27,5 °C po dobu 48 hodin. Po uplynulé dob¢é byly bakterie
naockovany do konické zkumavky (falkonky) o objemu 50 ml s 5 ml tekutého C média
(Dreier a kol., 1995) a byly kultivovany v laboratorni tiepacce dalSich 24 hodin pfi
stejné teploté. Tento krok byl proveden kvili lepSimu vytézku DNA pii nasledné

izolaci.
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4.4 lzolace DNA

Izolace bakterialni DNA byla provadéna tiemi riznymi izolaénimi postupy.

Postup ¢. 1: pomoci komeréné dostupného izola¢niho kitu Genomic Mini od
firmy A&A Biotechnology, Polsko. Kolonie byly izolovany z Petriho misek.
Jednotlivé kolonie byly rozpustény v 10 pl Tris Buffer a poté centrifugovany pii
14 000 x g. Poté byl odstranén supernatant a bylo ptidano 200 pl Lysis Bufferu a 20 ul
Proteinazy K. Zkumavky byly pak inkubovany v heat blocku po dobu 20 minut pfi
37 °C a nasledné pii 70 °C po dobu 5 minut. Smés byla déle zvortexovana a izolace
pokracovala podle izola¢niho protokolu. Nakonec byla izolovana DNA rozpusténa
v 150 ul Tris Buffer a skladovana pii — 20 °C.

Postup ¢. 2: byl pouzit upraveny postup podle Miniprep of bacterial genomic
DNA (Wilson, 2001). Nejprve probéhla centrifugace konické zkumavky s bakterialni
kulturou pii 10000 x g po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetovan a pelet
bakterialni kultury byl nasledné resuspendovan v 565 pl TE pufru (Slozeni: 1 M Tris
pH 8, 0.5 M EDTA pH 8, dH20). Takto pfipravena kultura byla pfenesena pomoci
mikropipety do mikrozkumavky typu eppendorf o objemu 1,5 ml. Nasledn¢ bylo
ptidano 30 ul 10% SDS (sodium dodecy| sulfate) a 5,5 pl proteinazy K (c = 11 mg/ml).
Smés byla dikladné zvortexovana a inkubovana v heat blocku po dobu 1 hodiny pfi
37 °C. Nasledné bylo piidano 100 ul 5 M NaCl a 80 ul CTAB/NaCl. Vse bylo
zvortexovano a inkubovano 10 minut pti 65 °C. Po inkubaci bylo pifidano 0,7 ml
chloroform/isoamyl alkoholu, dikladn¢ zvortexovano a centrifugovdano na
mikrocentrifuze 5 minut pii 14000 x g. Ve zkumace vznikly 2 faze. Horni vodna faze
byla ptepipetovana do nové mikrozkumaky typu eppendorf od objemu 1,5 ml a bylo
piidano 0,7 ml fenol/chloroform/isoamyl alkoholu a dikladné zvortexovano. Poté
znova probéhla centrifugace za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Vodna
faze byla ptepipetovana do nové mikrozkumavky a bylo ptidano 0,6 celkového objemu
isopropanolu. Poté probéhla centrifugace pii 14000 x g po dobu 20 minut. Byl
pfepipetovan Supernatant a ptidan 1 ml 70% ethanolu. Opé&t probéhla centrifugace jako
v ptedchozim kroku, ale jen po dobu 5 minut, tento krok byl opakovan 2x. Nasledné
byl prepipetovan supernatant a pelet byl vysuSen pomoci Concentrator plus
(Eppendorf, Germany) po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Poté byl pelet rozpustén
v 100ul TE pufru a skladovan pii — 20 °C.
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Postup €. 3: byl upraveny postup podle JGI Bacterial genomic DNA isolation
using CTAB (William a kol., 2012). Nejprve probéhla centrifugace konické zkumavky
s bakterialni kulturou pti 10000 x g po dobu 20 minut. Supernatant byl odpipetovan
a pelet bakterialni kultury byl nasledné resuspendovan v 1 ml TE pufru. Takto
pfipravena kultura byla pfenesena pomoci mikropipety do mikrozkumavky typu
eppendorf o objemu 1,5 ml. Poté bylo pfidano 20 pl lysozymu (c=100 mg/ml) a
prob&hla inkubace v heat blocku pii 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci bylo pfidano
40 pl 10% SDS a 8 pl proteindzy K (c=10mg/ml). Smés byla zvortexovana a
inkubovana 3 hodiny pii 56 °C. Poté bylo piidano 100 ul 5 M NaCl a 100 pl
CTAB/NaCl predehiatého na 65 °C. Smés byla dobie promichana za pomoci vortexu
a inkubovana pii 65 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci bylo pfidano 0,5 ml
chloroform/isoamyl alkoholu, dukladné zvortexovano a centrifugovano na
mikrocentrifuze 10 minut pii 14000 x g. Ve zkumace vznikly 2 faze. Horni vodna faze
byla piepipetovana do nové mikrozkumaky typu eppendorf o objemu 1,5 ml a bylo
ptidano 0,5 ml fenol/chloroform/isoamyl alkoholu a dikladné zvortexovano. Poté
znova probéhla centrifugace za stejnych podminek jako v ptfedchozim kroku. Vodna
faze byla prepipetovana do nové mikrozkumavky a bylo piidano opét 0,5 ml
chloroform/isoamyl alkoholu, smés byla dikladné zvortexovana a centrifugovana za
stejnych podminek jako v piedchozich krocich. Poté byla vodna faze prepipetovana
do nové mikrozkumavky a bylo pfiddno 0,6 z celkového objemu isopropanolu
vychlazeného na -20 °C. Smés byla lehce protfepana a ponechana 16 hodin v mrazaku
pfii teploté -20 °C. Dale nésledovala cetrifugace pti 14000 x g po dobu 20 minut a pfi
teploté 4 °C. Nasledné byl odpipetovan supernatant a byl ptidan 1 ml 70% ethanolu
vychlazeného na -20 °C. Nasledovala centrifugace pii 14000 x g po dobu 5 minut a pfi
teploté 4 °C. Supernatant byl odpipetovan a pelet byl resuspendovan ve 170 pl sterilni
destilované H20. K tomuto bylo pfiddno 10 % z celkového objemu 3 M octanu
sodného a 2,5 z celkového objemu 96% ethanolu. Smés byla zvortexovana a nasledné
byla ponechana 30 minut v mrazaku pii teploté -80 °C. Poté prob¢&hla centrifugace pii
14000 x g po dobu 20 minut a pfi teploté 4 °C. Dale byl odstranén supernatant a piidan
1 ml 70% ethanolu vychlazeného na -20 °C a nésledovala cetrifugace pii 14000 x g
po dobu 5 minut a pfi teploté 4 °C. Po tomto kroku byl supernatant odpipetovan a pelet
byl vysusen pomoci Concentrator plus (Eppendorf, Germany) po dobu 10 minut pfi

pokojové teploté. Poté byl pelet rozpustén ve 100 pl TE pufru a skladovan pii — 20 °C.
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4.5 PCR

Pomoci metody PCR, byla ovérovana specifita navrzenych F3 a B3 primert.
Reak¢ni smés pro PCR byla nasledujici. Na jeden vzorek bylo pouzito 5,5 ul H20,
7,5 ul PPP Master Mixu (TopBio, CZ), 0,5 ul (5§ mM) F3 primeru, 0,5 pl (5 mM) B3
primeru. Do smé&si o objemu 14 ul, byl pfidan 1 ul DNA v koncentraci 50 ng/ul. Takto
piipravené reakéni smési byly amplifikovany v termocykleru, ve kterém byl nastaven
program uvedeny v Tab. 2. Krok 2-4 se opakoval 35x pro dostate¢nou amplifikaci
DNA. Byla testovana izolovana DNA z bakterii (Tab. 1), které jsou patogenni pro

brambor, raj¢e a papriku.

Tab. 1: Sbirkové bakterie pouzité pro PCR

Bakterie Sbirka Cislo sbirky

Xanthomonas vesicatoria CRI 7096
Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 4073
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria CCM 9052
Erwinia amylovora CCM 1133
Pseudomonas syringae pv. tomato CRI 8120
Ralstonia solanacearum LMG 17140
Ralstonia solanacearum LMG 2306
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ~ RICP 909/00
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ~ RICP 1835/98
Erwinia herbicola 2
Xanthomonas gardneri DSMZ 19127
Burkholderia glumae LMG 10906
Pseudomonas syringae CRI 8113
Xanthomonas arboricola CCM 899
Xanthomonas perforans DSMz 18975
Clavibacter michiganensis susp. michiganensis CRI 1033
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Tab. 2 : Program PCR cyklii

Teplota Cas Opakovani
1 [ avodni denaturace 95 °C 5 min
2 | denaturace 94°C 1 min
3 | anneling 58°C 40 s } 35x
4 | elongace 72°C 1 min
5 | zavérecna elongace 72°C 15 min
6 | chlazeni 4°C -

4.6 Loop-mediated isothermal amplification

4.6.1 LAMP gradient

Pro optimalizaci navrzenych LAMP primerd pro detekci Ralstonia
solanacearum bylo nezbytn¢ zjistit optimalni teplotu a as reakce. Byl proto vytvoien
teplotni a Casovy gradient LAMP reakci pomoci PCR thermocycleru. Teplotni gradient
byl od 60 do 65 °C. Casovy gradient sledoval amplifikaci po 60 minutach, 40 minutach
a 20 minutach. Pro reakce byla pouzita DNA z Ralstonia solanacearum sbirky CCM
17140 natfedéné na 50 ng/ul. Déle byly pouzity primery 5 mM F3 a B3, 40 mM FIP a
BIP, 20 mM FLP a BLP. Pro jeden vzorek bylo pouzito 12,5 ul isothermal master
mixu (Optigene, UK), 1 ul od kazdého primeru, 3,5 ul PCR H20, 3 ul DNA. Celkovy
objem vzorku byl 25 pl. V termocycleru byl nastaven program uvedeny v Tab. 3 s
osmi teplotami (Tab. 7) od 60 do 65 °C.

Tab. 3: reakce LAMP gradientu

Krok Teplota Cas
Gradient 20 - 60
1 |reakce gradient 60 - 65 °C /minut.
2 |denaturace |99 °C 2 min
3 |chlazeni 4°C -

4.6.2 LAMP specifita

Specifita navrzené¢ sady LAMP primera byla ovéfena u 15 bakterii. Reakce
byla sledovana a vyhodnocovéna jak v redlném Case za pomoci interkala¢niho c¢inidla,
tak pomoci gelové elektroforézy. Slozeni reakce pro jeden vzorek je uvedeno v Tab.

4. Byla pouzita Bst DNA polymeraza (NEB, UK) a izotermalni Buffer 1| (NEB, UK)
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kompatibilni s DNA polymerdzou. Dale byl pouzit Betain (OptiGene, UK), MgCl2
(Thermo Fisher Scientific, USA), dNTP’s (Sigma-Aldrich, USA). Koncentrace DNA
vSech bakterii byla 50 ng/ul. Koncentrace primert byla stejné jako u LAMP gradientu.
Reakce probihala pii 65 °C. Reakce vizualizovana pomoci gelové elektroforézy

probihala 20 minut.

Tab. 4: Slozeni reakce LAMP pro specifitu

Celkem 25 pl |Finalni

SloZeni mixu reakce koncetrace
Bst Polymeraza |1 ul 8 U
Buffer 2 ul 1x z 10x
MgCl2 4 ul 5mM
Betain 4 ul 4 mM
dNTP’s 1,1l 25 mM
H20 41l .
Primer F3 0.8 ul 5 mM
Primer B3 0.8 ul 5 mM
Primer FIP 0,8 ul 40 MM
Primer BIP 0,8 ul 40 MM
Primer FLP 0,8 ul 20 MM
Primer BLP 0,8 ul 20 MM
SYBR® G 1x z 10000x v

reen DMSO
DNA 3ul 50 ng/ul

4.6.3 Senzitivita LAMP reakce

Pro stanoveni sensitivity metody LAMP byla pouzita desetinna fedici fada o 7
fedéni. Vychozi koncentrace DNA byla 10 ng/ul. Koncentrace tedy byly: 10 ng/ul, 1
ng/ul, 0,1 ng/ul, 0,01 ng/ul, 0,001 ng/ul, 0,0001 ng/ul, 0,00001 ng/ul. Pro analyzu
byla pouzita bakterie Ralstonia solanacearum sbirka LMG, ¢islo sbirky 17140 a
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slozeni reakce bylo stejné jako u testovani specifity. Stanoveni sensitivity bylo

provadéno v redlném case.

4.7 Elektroforéza

Vysledky PCR a LAMP byly nésledné vizualizovany pomoci elektroforézy na
1 % agar6zovém gelu. Gel byl pfipraven z 1,2 g agaru a 120 ml 1 x TBE pufru. Do
gelu bylo pfidano 8 pl ethidium bromidu (Sigma-Aldrich, USA) pro vizualizaci
vysledku. Pro dosazZeni lepsi separace elektroforéza probihala napied pii 2 V/cm 15
minut a pot¢ 5 V/em 1 hodinu. Vysledek byl zobrazovan pomoci transiluminatoru
(Syngene, UK) pod UV zafenim v programu GeneSys (New Englad Bio-Grup, USA).
Jako molekularni standard (ladder) u PCR byl pouzit standardni 100 bp DNA ladder
(NEB, UK) a u LAMP byl pouzit standardni Wild range DNA ladder (Sigma-Aldrich,
USA). Jako negativni kontrola byla pouzita PCR s H20 misto vzorku.

5 Vysledky a diskuse

5.1 Aligment DNA

Z vyse jmenovanych gent, byl vybran gen fliC, ktery je dle databaze NCBI
znam jen u nékolika z cilovych bakterii. Zaroven se na genu fliC nachazi dostate¢ny
pocet mist, specifickych pouze u pro Ralstonia solanacearum. Gen fliC koduje protein
flagelin, ktery piispiva k virulenci a interakci mezi patogenem a hostitelem (Schonfeld,
2003; Van Vaerenbergh, 2012). FIiC byl jiz dfive zjistén u mnoha klinickych i
fytopatogennich bakterialnich druhti (Wang, 2003; Paiva, 2009; Winstanley 1999;
Schonfeld, 2003). Lenarci¢ a kol. v roce 2014 navrhli primery pro oblast 16S rRNA,
fliC a egl a optimalizované pro metodu LAMP. V programu PrimerExplorer V5 nebylo
mozné pro gen egl primery navrhnout vzhledem k vyse nastavenym parametram.
Obr. 12: Aligment skevenci DNA

Species/Abbrv Gr R & 5 L ¥ * ES

1.6U076488.1_Ralstonia_solanacearum_strain_DBC  [ECEICEECATccAEcABccHEAcclc@lccciEARcfcEchEAcE
2.JF261013.1_Pseudomonas_syringae_pv._tomato_s € IIC IIIIC IC iIC C llllic IC IIC IC ..IIC c IillC c IIIC I
3. EF544882.1_Pseudomonas_syringae_pv._syringae  C[T{EAIAC ATcEBccAccAREATcCABCcEBchEATcAREEETcAgAce
4. AY743588.1_Erwinia_amylovora_strain_CFBP_143¢ CEEECEATERCFAMccEcHTcaccHciEAcATCRAREERTTEACE
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5.2 Navrh primeru

Dle zadanych parametr, se podafilo navrhnout a vybrat jednu sadu LAMP
primeri na zakladé DNA sekvence genu fliC (Tab. 5; Obr. 1). Primery byly navrzeny
tak, aby byly co nejvice specifické pro Ralstonia solanacearum. K sad¢ FIP, BIP, F3
a B3 se nasledné podaftilo navrhnout i 2 smyckové primery, které mohou celou reakci
jesté urychlit. Jak ukazuji pfedchozi studie, pro Ralstonia solanacearum byly jiz diive
navrzeny specifické LAMP primery na tomto genu (Kubota a kol., 2008).

Obr. 13: Umistent primeri na genu fliC

ATCTCCCTCA GCCTCRATAC CRAACATCTCS TCCCTGCRARAE CCOCAGCRAAGC COTETCGCRA TCGCAGTLCE CTCTGCARRR

GICCCTCA GCCTCARTAC CATCTCG TCCCTIGCRAS CGCARGCREAGC CCTGICGCARE TCGCAGTICCG CICIGCRREE
W N W HIWT WHHE BT EWE W WS R WW, WS WA W SR W W oW FRe RN W RS Whh WA O R NIE Wo bW e
AT AT AT e v,

GICGCTGCAG CGCCTGICGR

AR hh b A he AAhhrrrhne herwrehhen

TELCCLCGAC CCTCARCTCE CRALACGCRLG GTATTCACGLE CGCCRALCGET GCOGRLCTCET ACCTGCE el atater
LdEALUACVEAL ULlLaEALLUL UASAULUERALD Clalllabias ULLULAN Lol TeoiNviwoa -..'_.- - wolLouolljlive
AR R RN AR D AR R A RN R AR R R AR SRR N AR e AW We ARehhREhwE AR hRew A &..&-FT:P SRR .
nnnnnnnnnnnnnnnnnnn b2z CLLICCTRCLLE CATATACEAC LLOATOACTAT AOLATCOOLLC M e e g o
[RCCTGGGCC AGGTITGRRRE CRRCCTGCRR uc-n;:;Eui Anllowlloa _¢zn-yE:-; iac__g_;-ﬂ FLENEMEE B Sl
e A s L B e B TR U T P o .

e i e

woiee whave RAaVLlooAC

........... R

GOLACRAGCT GITCGRCGES bommms mmm s mmy e
GCRERACRACGCT GITCGRCGGEC CCRCGGRCGT GRCCRCEGTIC

R L L R R R Lk

P AR AR A

PALLOATAL ACLTRTCORLS CTTCOLACLNS CTRACCAALLE POLACATALC CLOCCOTANC
CRELGIUA ACRIGICGAC ClICGOUAULD UIGAUULEUS UORGUGIGAL CALLLGULIGUC

PR AR AR AR R R AR AARAARE AR AR R AR R AT ARe A AR EARe ARe R o

Tab. 5: Sekvence navrzenych primerii

. — - Délka Tm
Primer S’pozice 3'pozice primeru (°C) Sekvence

F3

B3

FIP

BIP

FLP

BLP

238

463

298

392

257

481

316

411

20

19

39

42

19

20

65,06

65,40

64,65

60,56

TCGTACCTGGGCCAGGTTGA

TGACCGTGGTCACGTCCGT

TGTCCAGGTTGGTCTGGTCG
GCCAACTGGCTGTGGAATC

CAAGAACATCGAAACCAAC
GCCTATTGGAAGGTCGTCGA
AGC

CCGACAGACCGCCGTTGTT

ACTACAACGGCAACAAGCT
G
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5.3 lzolace DNA

Izolace pomoci komeréné dostupného kitu poskytovala velice rychlou metodu
pro izolaci DNA z bakterii. DNA byla izolovana v dostate¢né kvalité, ale o velice
nizké koncentraci. Koncentrace se pohybovala v rozmezi 50 az 60 ng/pl. Kvili potiebé
dlouhodobéjsiho skladovéani byla vhodna pouze pro potieby analyzy pomoci PCR
nikoliv v§ak pro metodu LAMP.

Izolace podle izola¢niho postupu ¢. 2 byla oproti izolaci pomoci kitu
zdlouhavé§jsi a pracnéjsi, avSak poskytovala mnohem kvalitngji izolovanou DNA,
zejména diky tradi¢nimu zplsobu izolace pomoci fenolu a chloroformu a diky latce
CTAB. Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi od 900 do 5000 ng/ul
a Cistota byla také optimalni. DNA izolovana touto metodou byla vhodna jak pro PCR
tak pro LAMP analyzy. Zaroveil bylo mozné dlouhodobé DNA skladovat, aniz by
ztratila svou Cistotu a koncentraci. Tato metoda je vSak urcena pouze pro izolaci gram
negativnich bakterii, a proto pro izolaci gram pozitivnich bakterii musel byt pouzit
jeste 3. izolacni postup (Wilson, 2001). Tteti izolacni postup byl zaloZzen na stejném
principu. Na rozdil od postupu ¢. 2 zde byl mnohem delsi proces lyze bun¢k, diky
kterému bylo mozné kvalitné izolovat DNA i z gram pozitivnich bakterii. Vytézek a
Cistota DNA byl stejny jako u ptedchoziho postupu. Stejné tak byl vhodny jak pro PCR
tak pro LAMP analyzu. Postup byl vSak velice zdlouhavy a ndro¢ny, a proto byl pouzit
pouze pro gram pozitivni bakterie, které nebylo mozné izolovat pomoci prostupu ¢islo
skladovani, jak ukazovaly pribézné vysledky. Postupii izolace DNA pouzitelné pro
LAMP analyzu bylo uz diive testovano nékolik. Naptiklad pro fytopatogenni bakterie
je mozné pouzit Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Fitchburg,
WI, USA) (Jenkins a kol., 2011; Kubota, 2015). Pro izolaci DNA fytopatogennich
bakterii pifimo z rostlinného pletiva pouzitelnou pro metodu LAMP lze vyuzit
naptiklad QuickPick SML Plant DNA kits (Bio-Nobile) (Lenarcic, 2014). Pro bakterie
rodu Pseudomonas, ktery obsahuje také fytopatogenni zastupce lze pouzit Maxwell
16-cell DNA purification kit (Promega, Madison, WI, United States) (Takano a kol.,
2019). Pro fytopatogenni bakterii Erwinia amylovora lze vyuzit také Biosprint 96
Plant Kit (Qiagen AG, Hilden, Germany) (Bithlmann a kol., 2013).
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54 PCR

Vysledkem PCR testovani F3 a B3 primeru je fragment dlouhy 244 bp,
Vysledna délka fragmentu odpovida délce fragmentu, ktery by méli primery F3 a B3
amplifikovat. Amplifikace DNA probéhla pouze u vzorkd, ve kterych se nachazela
DNA pochazejici z Ralstonia solanacearum. U DNA izolované z ostatnich
testovanych bakterii amplifikace neprobéhla. Je tedy potvrzeno, ze F3 a B3 primery se
vazou pouze na specifické sekvence Ralstonia solanacearum. Takto ovéfené primery
mohou byt dale vyuzivany s ostatnimi LAMP primery pro tuto metodu nebo
samostatné pro detekci pomoci PCR. PCR je dalsi moznou a hojné vyuzivanou
metodou detekce toho patogena. Nejvice vyuZzivany jsou hlavné modifikace PCR jako
multiplex nebo qPCR. Tyto metody jsou také vyuzivany stejn¢ jako metody zalozené
na amplifikaci RNA k detekci a rozliSovani riznych druhl fylotypti Ralstonia
solanacearum (Weller, 2000; Cellier, 2015; Bentsink, 2002; Stulberg, 2015, 2016).
Dalsi metoda pro detekci miize byt zalozena na sekvenovani genu 16S-rRNA
v kombinaci s PCR (Seal, 1993). Dalsi moznost detekce nabizeji sérologické techniky

zalozené na pouziti protilatek (Griep, 1998).

Obr. 14: Vysledek PCR s F3 a B3 primery

1 2804 DENR 6/ 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Poradi v zorkii odpovida poradi v Tab. 6
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Tab. 6. Poradi vzorkii v jamkach gelu

Cislo
Jamka | Vzorek Sbirka sbirky

1 Molekularni standard (ladder) - -
2 Negativni kontrola - -
3 Ralstonia solanacearum LMG 2306
4 Ralstonia solanacearum LMG 17140
5 Xanthomonas vesicatoria CRI 7096
6 Pseudomonas syringae pv.

syringae CCM 4073

Xanthomonas axonopodis pv.

vesicatoria CCM 9052

Erwinia amylovora CCM 1133
9 Pseudomonas syringae pv.

tomato CRI 8120
10 Clavibacter michiganensis

subsp. sepedonicus CRI 909/00
11 Clavibacter michiganensis

subsp. sepedonicus CRI 1835/98
12 Erwinia herbicola 2
13 Xanthomonas gardneri DSMZ 19127
14 Burkholderia glumae LMG 10906
15 Pseudomonas syringae pv.

syringeae CRI 8113
16 Xanthomonas arboricola CCM 899
17 Xanthomonas perforans DSMZ 18975
18 Clavibacter michiganensis

susp. michiganensis CRI 1033
19 Molekularni standard (ladder) - -

5.5 Loop-mediated isothermal amplification

5.5.1 LAMP gradient

Pro spravné fungovani metody bylo nezbytné provést gradient optimélniho
Casu a teploty, aby amplifikace DNA byla co nejintenzivngjsi (Obr. 15 — 17).
Optimalni teplotni rozpéti po Bst polymerazu, ktera byla pouzita je 60 — 65 °C (Dhama
a kol., 2014), a proto byly teploty gradientu v tomto rozpéti (Tab. 7). Casovym
gradientem bylo zji§tovano, po jak dlouhé dob¢ je amplifikace nejintenzivngj$i a také
jaky je limitni ¢as, kdy 1ze amplifikaci jesté provést a nasledné dobte vizualizovat, coz
muze vést k rychlejsi detekei patogenu (Bithlmann a kol., 2013; Parida, 2008). Jak je

patrné z vysledku, nejvhodnéjsi se zda teplota, kterou reprezentuje vzorek ¢islo 5, tedy
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62,8 °C a to ve vSech casech amplifikace. Co se tyCe Casu, po ktery reakce probihala,
nejintenzivngjsi amplifikaci 1ze vidét u Obr. 15, ktery reprezentuje reakci probihajici
po dobu 60 minut. Avsak rozdily mezi jednotlivymi teplotami a ¢asy reakce nejsou
prilis markantni a je mozné je dobie vizualizovat pomoci gelové elektroforézy, a proto
1ze fici, Ze mohou byt pro reakci pouzity v§echny hodnoty provedené v ramci testovani

gradientu.

Tab. 7: Pozice vzorkit v jamkdch gelu

Jamka |Vzorek Teplota
Molekuléarni standard

1 (ladder)
2 Negativni kontrola 60,0 °C
3 Ralstonia solanacearum 60,0 °C
4 Ralstonia solanacearum 60,3 °C
5 Ralstonia solanacearum 62,8 °C
6 Ralstonia solanacearum 63,5 °C
7 Ralstonia solanacearum 64,1 °C
8 Ralstonia solanacearum 64,6 °C
9 Ralstonia solanacearum 64,8 °C
10 |Ralstonia solanacearum 65,0 °C
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Obr. 15: LAMP gradient po 60 minutdch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

TP

Obr. 16: LAMP gradient po 40 minutdich
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Obr. 17: LAMP gradient po 20 minutdch
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Poradi vzorkii odpovida poradi v Tab. 7



5.5.2 LAMP specifita

Cilem testovani specifity LAMP metody bylo zjistit, zda je mozné
amplifikovat pouze cilové sekvence genu fliC, které jsou specifické pouze pro bakterii
Ralstonia solanacearum. Metoda byla provedena ve dvou variantach a to ve formé
real-time LAMP (Graf. 1) a s vizualizaci pomoci gelové elektroforézy (Obr. 18). |
kdyz byly stanoveny optimalni podminky pro metodu prosttednictvim gradientu, kvuli
nedostate¢né specifité bylo zapottebi reakci mirné upravit. Zejména koncentraci
MgCl2 5 mM a Betain 4 mM, zvysenim teploty na 65 °C a provadét amplifikaci pouze
po dobu 20-30 minut. Timto byla zajiSténa vysoka specifita reakce. Graf ¢.: 1
zaznamenava prub¢h reakce v redlném Case a Ize na ném pozorovat narust fluorescence
pouze u vzorki, kde byla ptitomna DNA z Ralstonia soalanacearum. U ostatnich
vzorkl nebyl zaznamenan narist fluorescence, tedy amplifikace neprobéhla. Na Obr.
18 1ze vidét, ze amplifikace probéhla také pouze u vzorka obsahujici DNA z Ralstonia
solanacearum, tim bylo prokazano, ze reakce amplifikuje specificky pouze DNA
Ralstonia solanacearum a ostatnich bakterii nikoliv. Metodu tedy lze vyuzit pro
specifickou detekci Ralstonia solanacearum. Jelikoz pfi nanaseni amplifikované DNA
na gel hrozi riziko kontaminace, je vyhodnégjsi metodu provadét v podobé real-time
LAMP. To skyta i dalsi vyhody, naptiklad moznost provedeni piimo v terénu pomoci
mobilnich pfistroji od firem Diagenetix Inc. a OptiGene. Tento fakt mize pomoci
V boji proti patogenu a tim zmirnit ekonomické ztraty, které piisobi, nebot’ v€asna
detekce a identifikace je v ochrané proti bakteriim zasadni (Kubota, 2011).

Pro detekci Ralstonia solanacearum byla metoda LAMP uz diive nékolikrat
navrzena a testovana a to jako real-time LAMP (Kubota a kol., 2008; Lenar¢ic, 2014;
Huang a kol., 2017) i jako real-time FRET-LAMP (Kubota, 2011). Dokonce byla
navrzena ve form¢ duplex real-time FRET-LAMP pro rozliSeni jednotlivych fylotypt
a sequevartl zarovenl (Kubota, 2015). Metoda vSak jesté¢ nebyla navrZena tak, aby
detekovala specificky pouze Ralstonia solanacearum a vsechny ostatni patogeny pro
rajce, papriku a brambor testované v této praci nikoliv. Jako dal§i metody a moZnosti
detekce Rastonia solanacearum mohou byt pouzity jiz vySe zminéné formy PCR
metody, nebo metody zalozené na rozpoznavani SNP (single nucleotid polymorfism)
pomoci restrikénich enzyma metodou RFLP v kombinaci s PCR (Poussier a Luisetti,

2000). Princip detekce zalozeny na rozliseni pomoci SNP by v dnesni dobé bylo mozné
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vyuzit s pouzitim nové varianty metody primer-activable LAMP (Du a kol., 2019).
Coz by mohlo rovnéz poskytovat moznost rychlé a citlivé detekce.

Metoda LAMP se uz od pocatku vyvoje vyuzivala pro detekci patogent
zejména v podob¢é komerc¢nich kitd pro detekci bakterii Escherichia coli a Salmonella
enterica (Hara-Kudo, 2005; Song a kol., 2005). Dnes uz metoda LAMP ¢im dal vice
pfispiva k detekci patogennich mikroorganismil a je dostupna cela fada kitt jak pro
humanni a veterinadrni medicinu (Wong a kol., 2018; Hu, 2018), tak pro rostlinné
patogeny. Pomoci LAMP lze detekovat naptiklad Clavibacter michigenesis subsp.
michigenesis patogenni pro rajée (Yasuhara-Bell a kol., 2013; Dobhal, 2019),
Xanthomonas euvesicatoria zpusobujici velké ekonomické ztraty na rajceti a paprice
(Larrea-Sarmiento, 2018), Erwinia amylovora (Temple a kol., 2007), nebo,
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae zplsobujici bakteridlni plisen na
rostlinach z ¢eledi Araceae (Jun-Hai a kol., 2015).
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Graf'¢. 1: LAMP specifita
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Bglu — Bulghorderia glumae, sbirka LMG, cislo sbirky 10906, Cmm — Clavibacter michigeneis
subps michigenesi sbirka CRI, dislo sbirky 1033, Cms - Clavibacter michigeneis subps.
sepedonicus, sbirka CRI, c¢islo sbirky 1835/98, Ea — Erwinia amylovora, sbirka CCM, cislo sbirky
1133, NK - negativni kontrola, Pss — Pseudomonas syringeae pv. syringeae, sbirka CCM, cislo
sbirky 4073, Pst - Pseudomonas syringeae pv. tomato, sbirka CRI, cislo sbirky 8120, Rs 2306 -
Ralstonia solanacearum, sbirka LMG, cislo sbirky 2306, Rs 17140 — Ralstonia solanacearum,
sbirka LMG, cislo sbirky 17140, Xa — Xanthomonas arbicola, sbirka CCM, cislo sbirky 899, Xe —
Xanthomonas euvesicatoria, sbirka BCCM/LMG, ¢islo sbirky 667, Xg — Xanthomonas gardnery,
sbirka DSMZ, ¢islo sbirky 19127, Xp — Xanthomonas perforance, sbirka DSMZ, ¢islo sbirky 18975
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Obr. 18: LAMP specifita

1 — Molekularni standard (ladder), 2 - Xanthomonas vesicatoria, sbirka CRI, cislo sbirky 9052, 3 -
Erwinia herbicola, ¢islo sbirky 2, 4 - Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, sbirka CCM, ¢islo
sbirky 9052, 5 - Clavibacter michigeneis subps. sepedonicus, sbirka CRI, cislo sbirky 909/00, 6 —
Pseudomonas syringeae pv. syringeae, sbirka CRI, ¢islo sbirky 8113, 7 - Pseudomonas syringeae
pv. tomato, sbirka CRI, ¢islo sbirky 8120, 8 — Erwinia amylovora, sbirka CCM, cislo sbirky 1133, 9
— Bulkhorderia glumae, sbirkaMCCM/LMG, ¢islo sbirky 10906, 10— Xanthomonas gardneri, sbirka
DSMZ, cislo sbirky 19127, 11 - Clavibacter michigeneis supbs. michigenesis, sbirka CRI, cislo
sbirky 1033, 12 — Ralstonia solanacearum, sbirka LMG, dislo sbirky 2306, 13 — Ralstonia
solanacearum, shirka LMG, cislo sbirky 17140, 14 — Negativni kontrola, 15 - Molekuldrni standard
(ladder)
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5.5.3 LAMP sensitivita

Z vysledku je patrné, ze metodou LAMP Ize detekovat DNA ve vzorku o velmi
nizké koncentraci (Graf 2). U vzorku, ktery obsahoval DNA o koncentraci 10 ng/ul
ktery predstavoval v této analyze nejvyssi koncentraci, byl zaznamenin narlst

Sv v

byl zaznamenan narust fluorescence okolo 30 minut. Pro metodu lze tedy vyuzit DNA
v koncentraci do 0,00001 ng/ul, vhodnéjsi je vSak vys$si koncentrace, nebot’ reakce
probiha rychleji a pro specifickou detekei je potieba provadét amplifikaci od 20 do 30
minut. V porovnani s metodou PCR je LAMP vice nez 100x u¢innéjsi (Seki a kol.,
2018; Cheaveau a kol., 2018). Tato skutecnost dava metodé¢ LAMP vyhodu zejména
Vv ptipadé, kde je tieba detekovat patogena z velice malého mnozstvi DNA izolované

napfiiklad z rostlinné tkané (Wilisiani a kol., 2019)

Graf 2: LAMP sensitivita

3000 000,000

4500 000,000

4000 000,000
3500 000,000
3000 000,000

2500 000,000

Fluorescence

2000 000,000

1500 000,000

1000 000,000
500 000,000

0,000
] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cas (min)

— K 10 ng/ful 1 ngful 0,1 ng/pl = 0,01 ngfpl = 0,001 ng/l = 0,0001 ng,/pl = 0,00001 ng/ul

43



6 Zavér

Podafilo se navrhnout sadu LAMP primera specifickych pro Ralstonia
solanacearum na zakladé analyzy sekvence genu fliC. Sada byla pouzita pro metodu
LAMP, ktera byla optimalizovana tak, aby byla schopna detekovat pouze Ralstonia
brambor a papirku. Metodu lze provést i v realném Case a optimalni ¢as pro co
nejspecifictéjsi detekci byl stanoven na 20-30 minut, kdy je metoda schopna
ampifikovat i velice nizkou koncentraci DNA. Pomoci metody lzde amplifikovat i
DNA o koncentraci 0,00001 ng/ul, avSak pro pouziti specifické detekce je vhodné&jsi

koncentrace vyssi.
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7 Seznam zkratek

BLAST — Basic Local Aliment Search Tool

bp — Par komplementarnich nukleotidovych bazi (Base pair)

CTAB — Cetrimoniumbromid

DMSO — Dimethyl sulfoxid

DNA — Deoxy ribozomalni nukleova kyselina (Deoxyribosomal nuclid acid)
dNTP’s — Volné deoxynukletdit (Deoxynucleotids)

ds — Dvouvlaknova (Double strand)

FRET — Fluorescence resonace energy transfer

LAMP — Loop-mediated isothermal amplification

NCBI — National Centrum for Biotechnology Information

NK — Negativni kontrola

PCR — Polymerazova fetézcova reakce (Polymerase chain reaction)

gPCR — Kvantitativni polymerazova fetézcova reakce (Quantitative polymerase
chain reaction)

RFLP — Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt (Restriction fragment length
polymorphism)

ss — Jednovlaknova (Single strand)
Tm — Teplota tani (Temperature melting)

UV — Ultra fiallové (Ultra violet)
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