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Metodika diagnostiky bakterii
Pectobacterium atrosepticum a Dickeya solani
pomoci Real-time PCR

1. CiL METODIKY

Cilem certifikované metodiky je optimalizace molekularnich metod diagnostiky
pektinolytickych bakterii Pectobacterium atrosepticum a Dickeya solani, které
jsou vyznamnymi patogeny bramboru z Celedi Enterobacteriaceae. Zpusobuji
onemocnéni bakterialni ¢ernani stonku bramboru a mékkou hnilobu bramboru.
Pouzité metody zalozené na PCR, tj. TagMan real-time PCR a SybrGreen real-
-time PCR, zvysi citlivost detekce uvedenych bakterii v pletivech bramboru
i v Cisté kultufe a zajisti vyssi spolehlivost diagnostiky. Protokoly budou opti-
malizovany pro pouziti v bézné diagnostické laboratori vybavené zarizenim pro

molekularni biologii.

2. VLASTNi POPIS METODIKY

2.1 UVOD

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou globalné nejpéstovanéjsi zeleninou
a ¢tvrtou nejvyznamnéjsi plodinou na svété, kterd je vystavena mnoha pato-
genim (Lebecka et al., 2018). Vyznamnymi patogeny bramboru jsou bakterie
celedi Enterobacteriaceae, do kterych patri rody Pectobacterium a Dickeya
(Lebecka et al., 2018; Salem et El-Shafea, 2018; Skelsey et al., 2018). Druhy
rodd Pectobacterium a Dickeya jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni,
nesporolujici bakterie, tyCinkovitého tvaru. Zplsobuji ekonomicky vyznamné
ztraty na Siroké skale plodin na orné ptdé, ale i na okrasnych rostlinach (Butti-
mer et al., 2018).

Velkou roli ve vyskytu bakterii a vzniku onemocnéni rozhoduje teplota pro-
stfedi. Bylo prokazano, Ze Pectobacterium spp. rostou lépe a jsou vice pato-
genni pri nizsich teplotach (25°C), zatimco Dickeya spp. pri vyssich (>25°C).
Tyto patogeny se nachazeji v infikovaném rostlinném pletivu jako smisené popu-
lace, kdy mj. teplota urcuje, jaky druh bude prevazovat a jeho miru patogenity.
Dalezitym faktorem pro vznik hniloby je také hladina vody v pidé. Pritomnost
vodniho filmu na povrchu hlizy vyvola rozvoj anaerobnich podminek, zvysi se
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mnozeni bakterii a zacne se vytvaret hniloba (Ahmed et al., 2018, Skelsey et al.,
2018). Bakterie zptsobujici hnilobu hliz pak produkuji Sirokou $kalu hydro-
lytickych enzymd, jako jsou celulazy, pektindzy, xylazy a proteazy, které jsou
zodpovédné za degradaci rostlinné bunécné stény a maceraci rostlinnych pletiv
(Ndivo et al., 2018). Bakterie mohou preZit v pudé, z které jsou prenaseny vodou,
hmyzem nebo technikou (Hachoud et al., 2019). Doba preziti bakterii v pdd¢ se
pohybuje od jednoho tydne az do Sesti mésicQ, v zavislosti na podminkéch pro-
stredi, jako je teplota pUdy, vinkost a pH (Czajkowski et al., 2011). Vlivem vyskytu
rodl Pectobacterium a Dickeya pak mize dochazet v extrémnich pripadech az
k 25% snizeni vynosu a az 30% ztratam pri skladovani (Malko et al., 2019). Bak-
terie pronikaji do hostitelskych rostlin prirozené péry (stomata, lenticely) nebo
poranénim. Jakmile infikuji rostlinu, mohou se cévnimi svazky $iFit v celé rostliné
(Raoul des Essarts et al., 2015). Nemocné nebo latentné infikované hlizy mohou
mit za nasledek Sireni bakterii (Akter et Sultana, 2018; Carstens et al., 2019).

Jednim z ekonomicky nejvyznamnéjsich druhl tohoto rodu je Pectobacte-
rium carotovorum, které zpUsobuje mékkou hnilobu hliz ve skladech a na poli
bakterialni ¢ernani stonku bramboru. Infekce mize vzniknout béhem pés-
tovani, sklizn€, manipulace a prepravy hliz, ¢ béhem skladovani, coz ma
za nasledek znacné snizeni vynosl a Spatnou kvalitu produkce (Muturi et al.,
2019). P. carotovorum je rozdélen do péti poddruhl: atrosepticum, beta-
vasculorum, carotovorum, odoriferum a wasabiae (Abu-obeid et al., 2018).
P. carotovorum subsp. carotovorum je nejb€znéjsim plvodcem bakteri-
alni mékké hniloby s Sirokym spektrem hostitelskych rostlin, napt. rlznych
druhu zeleniny, jako jsou brambory, mrkev, zeli nebo salat (Khlaif et Wrei-
kat, 2018; Zaczek-Moczydtowska et al., 2019). P.carotovorum subsp. atro-
septicum zpUsobuje predevsim bakteridlni cernani stonku v chladnéjsim
prostfedi pri teplotach mezi 20-25°C, zatimco pfri vysokych teplotach nad
30°C se patogen vyskytuje na hlizdch a zpUsobuje mékkou hnilobu (Czaj-
kowski et al., 2015; Ngadze, 2018). P. carotovorum subsp. atrosepticum se lisi
od ostatnich patogenl zpusobujicich mékké hniloby v jeho relativné uzkém roz-
sahu hostitel(, kdy je omezen na Celed Solanaceae, na rozdil od P. carotovorum
subsp. carotovorum nebo Dickeya spp. (Ma et al., 2018). P. carotovorum subsp.
atrosepticum je schopna prezit v plid€ a infikované rostliné déle nez jeden rok.
Patogen vylucuje enzymy degradujici bunécné stény rostlin (pektat lyaza, poly-
galakturonaza, proteaza a celulaza) zodpovédné za maceraci rostlinnych pletiv
a vyvoj infekce (Ma et al., 2018; Hajian-Maleky et al., 2019).
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Bakterie rodu Dickeya (plvodné druh E. chrysanthemi, nyni samostatny
rod), zahrnujici mj. D. dianthicola, D. dadanti nebo D. solani, zptsobuiji hni-
lobu brambor na poli a mékkou hnilobu hliz pf¥i skladovani a prepraveé v mirnych,
tropickych i subtropickych oblastech po celém svété (Buttimer et al., 2018;
Czajkowski et al., 2015). Byly izolovany z mnoha rostlinnych druhd, proto se
jedna o patogeny s irokym hostitelskym spektrem (Salplachta et al., 2015).
Snadno se Sifi pres cévni svazky rostliny a pri vyssich teplotach zputsobuiji sil-
néjsi mokrou hnilobu nez P. atrosepticum (Safenkova et al., 2017). Do mnoha
evropskych zemi byly tyto patogeny zavleceny prostiednictvim mezinarodniho
obchodu se sadbou brambor (Czajkowski et al., 2011).

D. dianthicola ma Siroky rozsah hostitel(, ale hlavnim hostitelem jsou bram-
bory (Czajkowski et al., 2013). Infikované rostliny jsou zvadlé, zakrslé a s hni-
lobou stonkd ¢i hliz. Patogen je vysoce virulentni a vyZaduje méné€ inokula pro
vyvolani zavaznych priznakl nez Pectobacterium atrosepticum a Pectobacte-
rium carotovorum (Toth et al., 2011). V pudé a podzemni vodé mUize Zit jako
epifyt nebo saprofyt, dokud se nedostane ke svému hostiteli. Jedna se o bakte-
rie, které dokazi silné konkurovat ostatnim pomoci mechanismu inhibice rastu.
Druhy rodu Dickeya mGze Sifit hmyz. Mezi hlavni kroky infekce rostlin bakteriemi
rodu Dickeya patfi prilnuti k rostlinnému povrchu a penetrace do rostlinnych
pletiv (pres poranéni nebo prirozenymi otvory, stomata), vniknuti do apoplastt
a degradace bunééné stény (Reverchon et al., 2013). Bakterie se mohou zdr-
zovat v rostlinnych mezibunécnych prostorech, coz zpusobuje latentni infekci
bez jakychkoli priznakd (Lebeau et al., 2008). Vyvoj onemocnéni mlizZe mimo
jiné ovlivnit mnoZstvi inokula, citlivost odriidy a rychlost migrace pres cévni
systém rostlin. Dickeya dianthicola ma relativné nizkou maximalni rdstovou
teplotu ve srovnani s jinymi druhy Dickeya a zda se, Ze je tak Iépe prizpisobena
evropskym klimatickym podminkdm (Tsror et al., 2011). P¥i vysSich teplotach
(mezi 25 az 30 °C) zpuUsobuje D. dianthicola viditelné priznaky, ale pFi nizkych
teplotdch mize byt vizualné nezjistitelna. D. dianthicola preziva v pldé a vodé
né€kolik mésicl, coz zvySuje pravdépodobnost rozsifeni a kontaminace potenci-
alnich hostiteld (Ocenar et al., 2019).

D. solani zplsobuije stale vétsi problémy pri produkci brambor ve velké ¢asti
Evropy. Kmeny D. solani izolované z brambor se dosud ukézaly jako gene-
ticky Uzce pribuzné, i kdyZ jsou izolovany ze zemépisn€ vzdalenych mist, coz
ukazuje na velmi omezenou diverzitu (Carstens et al., 2018). Nyni se obecné
uznava, ze D. solani zpUsobuje na bramborach t€zké symptomy, mlze prezit
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vy

v povrchovych vodach pomérné dlouhou dobu a je schopna Sifeni a systémové
infekce hostitele v rozmanitych prirodnich podminkach. Konkurenéni vyhodu
vytvari pro D.solani 8irsi rozsah teplot priznivych pro vyvoj onemocnéni nez
v pripadé jinych druh( rodu Dickeya a malé mnozstvi inokula dostacujici pro
efektivni Sireni infekce. Navzdory rozsahlym studiim je vSak dosud malo zndm
proces infekce, zejména v Casnych stadiich interakce mezi bakterii a rostlinou
(Fikowicz-Krosko et Czajkowski, 2017; Golanowska et al., 2018).

Rostouci globalizace a mezinarodni obchod, klimatické zmény vedouci
k invazi patogen( a Sklidct brambor do novych oblasti vyrazné zvysily potrebu
nastroja pro jejich rychlou, presnou a spolehlivou diagnostiku (Ward et al.,
2014). V prvni poloviné 20. stoleti se pro zjisténi vyskytu pektinolytickych bakte-
rii spoléhalo hlavné na vizualni hodnoceni priznakd a tradiéni kultivaéni metody
a biochemické testy.

ZjiStovani pritomnosti Pectobacterium spp. a Dickeya spp. v rostlinnych
pletivech je ndro¢né, protoZe patogeny vytvareji na bramboru podobné sym-
ptomy. Diagnostické nastroje, které mohou rychle diferencovat Pectobacterium
spp. od Dickeya spp., jsou nezbytné, jak pro sledovani epidemiologie téchto
onemocnéni, tak i pro stanoveni zdrojd kontaminace (Ahmed et al., 2018). Nee-
xistuji Zaddné odridy brambor rezistentni vici hnilobé (Buttimer et al., 2018;
Lee et al., 2017).

Soucasné pristupy k detekci a identifikaci zahrnuji klasické, sérologické
a molekularni metody (Horka et al., 2013). Pouzité diagnostické testy musi byt
citlivé, specifické (nevytvori falesné pozitivni vysledky pro necilové skupiny)
a rychlé. Klasické diagnostické metody, jako je mikroskopicka identifikace nebo
kultivace patogenu, jsou ¢asové naroc¢né a vyzaduji vysoce kvalifikovany perso-
nal a aplikace fenotypovych a biochemickych testl pro identifikaci téchto bakte-
rii se jiz nepouziva z dlivodu vysoké variability mezi jednotlivymi izolaty v ramci
stejné taxonomické skupiny (Nikitin et al., 2018). Mezi Siroce pouzivané mole-
kuldrni metody pro detekci bakteridlnich fytopatogend, které jsou specifické
a citlivé pro detekci a diferenciaci druh(, patfi polymerazova ret€zova reakce
(PCR), izotermalni amplifikace zprostredkovana smyckou (Loop mediated iso-
thermal amplification - LAMP-PCR) a multilokusova sekvencni analyza - MLST
(Karim et al., 2019). Sérologické metody, jako je ELISA aj., jsou rovnéz vyuzi-
vané, avSak problematické s ohledem na specifi¢nost a citlivost. V soucasnosti
jsou tak bakterie obvykle detekovany metodami PCR (Horka et al., 2013). PCR
a dals$i metody zaloZené na analyze DNA jsou preferovany pro jejich citlivost,
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specificnost a snadnost, s jakou lze ziskat pozadované vysledky. Tisice dostup-
nych genoma bakterii umoznily srovnavaci genomické analyzy jako prostredek
pro stanoveni specifi¢nosti detekénich testll zalozenych na PCR (Vijaya Satya
et al., 2010). Konvencni metody PCR poskytuji vysokou citlivost a specifi¢nost
diagnostiky, ackoli vyZaduji termocyklovani a naslednou elektroforetickou
analyzu PCR produktd (Gill et Ghaemi 2008). Velky potencial maji testy zalo-
zené na PCR v redlném case (real-time PCR) (Pritchard et al., 2015). Na rozdil
od bézné PCR umoznuji kvantifikaci templatu v kazdém cyklu (Czajkowski et
al., 2015). Na druhé strané tento postup zvysSuje celkové nadklady v disledku
pozadovanych fluorescencnich barviv, sond a zarizeni. Technika Real-time PCR
nevyZaduje elektroforetickou analyzu produktd PCR po dokonceni reakce, ¢imz
je zajist€no nizké riziko kontaminace a zkraceni doby potfebné pro analyzu
(Okubara et al., 2005). Kromé toho vysoka citlivost vyZaduje zvlastni pozornost
podminkam, za nichz se testovani provadi (Mirmajlessi et al., 2015). MoZnost
pouZiti rlznych fluorescencnich barviv umoznuje realizaci multiplexni PCR
pro detekci vice bakterii v jedné reakci, ¢imz se snizuje celkovy ¢as a naklady
na analyzu. V praxi pocet patogent detekovanych multiplexni PCR zfidka pre-
sahuje dva, aby se zamezilo zvySenému riziku nespecifickych reakci (Nikitin et
al., 2018). PouZiti technologie zalozené na izotermalni amplifikaci DNA (LAMP-
-PCR) umozniuje vyhnout se pouZiti nakladnych termocyklert a vyrazné zkratit
reakéni dobu. Tato technologie navic zvySuje ucinnost a specifi¢cnost reakce
a usnadnuje interpretaci vysledkd. Ve vétsiné pripadd vsak technologie LAMP-

vy

-PCR vyZaduje rozsirenou sadu primerd (Okubara et al., 2005).

2.2 PODSTATA POUZITYCH DIAGNOSTICKYCH METOD

Real-time PCR (qPCR)

Real-time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) metoda je zaloZena
na klasické PCR s tim rozdilem, Ze termocykler umozZfiuje kontinualné monito-
rovat (v realném cCase) prirtstky DNA béhem kazdého cyklu (u klasické PCR se
detekuje az finalni produkt). Zakladni podminkou je pritomnost fluorescenc-
niho substratu, ktery se vaZe na syntetizovanou DNA. Uroven detekované flu-
orescence, ktera v pribéhu PCR roste, je primo Umérna mnozstvi nasyntetizo-
vané nukleové kyseliny (vzniklého produktu). Data jsou sbirdna béhem celého
PCR procesu na specidlnich termocyklerech s optikou umoznujici excitaci sub-
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stratll a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. Pristroj po kazdém cyklu
zméri fluorescenci a vysledek preda ridicimu softwaru, ktery zobrazuje pru-
bé&Zn€ mnozstvi uvolnéné fluorescence (Raclavsky, 2003; Micuda et al., 2006).

Typicka amplifika¢ni kiivka ma esovité zakriveny tvar a Ize ji rozdélit na 3 &asti:

1. ,background” fazi, kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jesté

nedosahuje méfitelnych hodnot

2. exponencialni fazi, kdy mnoZzstvi produktu exponencialné roste (trva asi

4-8 cykld)

3. linearni fazi (mnoZstvi produktu pribyva linearné&)

4. plateau fazi, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného

produktu se dale neméni a fluorescencni signal zGstava konstantni.

Plati, Ze ¢im drive amplifika¢ni kFfivka dosdhne exponencialni faze, popf.
prekroci urcity fluorescencni prah umistény do této faze, tim vice startovnich
templatovych molekul bylo pritomno ve vzorku na pocatku reakce (Mi¢uda et
al., 2006; Raclavsky, 2003).

Detekce probiha pri real-time PCR v exponencialni fazi, kdy jsou ve vzorcich
zachovany kvantitativni poméry a reakce je precizni a specifickad. Oproti tomu
u klasické PCR probiha detekce v platé fazi, pfi niz nelze rozlisit mnozstvi mat-
ricové DNA ve vzorku.

Kvantifikace DNA se provadi prostrfednictvim matematické analyzy amplifi-
kaénich krivek vzniklych vynesenim namérené fluorescence oproti poradovému
¢islu prislusného cyklu. Pro detekci PCR produktt Ize vyuzit nespecifické fluo-
rescen¢ni barvivo (SYBR® Green real-time PCR) nebo specifické sondy (Tag-
Man real-time PCR).

SYBR Green real-time PCR

Pro detekci PCR produktt se nejc¢astéji vyuziva nespecifické interkalacni bar-
vivo SYBR® Green ., které se béhem cyklt vaze na vznikajici ds DNA. Vazbou
na DNA se aktivuje - emituje fluorescenéni zareni, které je pribézné snimano
a vyhodnocovano. Narust fluorescen¢niho signalu vidime na obrazovce jako
narustajici krivku.

TagMan real-time PCR

Pro detekci PCR produktt lze pouzit kromé barviva SYBR® Green specifické
sondy (préby), nejcastéji TagMan. Kromé primerd se do reakce vklada dalsi
oligonukleotid, ktery doseda na amplifikovany tusek. Tento oligonukleotid je na
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jednom konci oznaceny fluorescencni znackou (fluorofor) a na druhém konci
nese tzv. zhase¢ (quencher) [obr. 1]. Pokud je fluorescencni latka v tésné bliz-
kosti zhasece, je jeji fluorescence potla¢ena. Vlastni PCR probiha obvyklym zpu-
sobem az do okamziku, kdy DNA polymeraza pri syntéze nového retézce narazi
na fluorescencné znaceny nukleotid (sondu). V tom okamziku jej zaéne vytés-
fovat z templatového vlakna, Stépi jej a do roztoku se uvolfiuje fluorescenéni
barvivo, jehozZ fluorescenci je mozné méfrit v prabéhu amplifikace. Intenzita flu-
orescence je umérna mnozstvi nasyntezovaného PCR produktu (Micuda et al.,
2006; Raclavsky, 2003).

Obr. 1: Princip TagMan real-time PCR
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2.3 VLASTNIi POSTUP

2.3.1 Izolace DNA

DNA o pozadované kvalité (bez inhibitort PCR) a kvantité Ize izolovat z rost-
linnych pletiv nebo kultur bakterii na Zivné pidé pomoci standardnich metod
nebo pomoci komercnich izola¢nich a purifikaénich kitd. DNA z bakterialnich
kultur se bézné uvolnuje pouhou inkubaci pri 95 °C. Izolovanou DNA Ize pouZit
primo pro vlastni testovani. Pro izolace DNA z rostlinnych a hlizovych vzorkd
bramboru Ize doporucit zejména kity DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 69104)
a dle vlastnich pokust téZ kit GenElute Plant Genomic DNA Kit (Sigma), ktery
uvadime dale.

Odebrany vzorek stonku nebo hliz bramboru o hmotnosti 5g se homogeni-
zuje v homogenizac¢nim sacku (Bioreba) za pouziti 0,05M fosfatového pufru
(PB) a loZiskového homogenizatoru. DNA se dale extrahuje pomoci extrakéni
sady GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit. DNA z kultur bakterii
na zivné pldé€ Ize izolovat bez pouziti homogenizac¢niho sacku, kdy se odebrany
vzorek vlozi primo do lyzaéni zkumavky z extrakéni sady. Po extrakci se ve vzor-
cich zmé&ri mnoZstvi a kvalita DNA pomoci spektrofotometru.

Technické vybaveni pro izolaci DNA z pletiv bramboru

a pro jeji uchovavani

m Laboratorni vahy - na navazky vzorkl (Mettler AE 160)

® Homogenizacni sacek (Bioreba, cat. ¢. 430 100)

m Skalpel, pinzety (odbér vzork()

m LoZiskovy homogenizator (Bioreba)

m Termoblok (Major Science, MD-01)

m Centrifuga s otackami 2 16 000 x g, s rotorem na plastové mikrozkumavky
o objemu 2,0 ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R)

m Vortex (Techno Kartell TK3S)

m Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni sterilni RNase-free
Spicky

m Plastové mikrozkumavky 1,5ml, 2,0 ml (Eppendorf)

m Spektrofotometr (NanoDrop 2000c nebo Perkin EImer MBA 2000)

® Mrazici box (-20°C)

m Hlubokomrazici box (-80°C) - pro dlouhodobé skladovani vzorkd

B Jednorazové rukavice
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Chemikalie potiebné pro izolaci DNA z pletiv bramboru

m Fosfatovy pufr - PB (0,05M, pH 7,0, 1 litr): 4,26 g Na,HPO,, 2,22 g KH,PO,

m Tekuty dusik

m Extrakéni kit GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,
G2N70)

m RNase A Solution (Sigma-Aldrich, R6148-25ML nebo R4642).

m Etanol (96-100%), analyticky stupen Cistoty (Sigma-Aldrich, E7023, E7148
nebo 459836) - do pufri

m Technicky etanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor

Pozn.: Stejnym postupem jako je uvedeno pro izolaci DNA z extraktl rostlin

bramboru Ize pracovat téz s extrakty pripravenymi standardnimi postupy

z vykrojkd hliz.

Postup izolace DNA pomoci kitu GenElute™ Plant Genomic

DNA Miniprep Kit

Pred zahajenim vlastni izolace je nutno pripravit:

m Pridat do pufru Wash Solution pozadované mnozstvi 95-100% etanolu -
72ml na 30ml pufru (70 extrakci)

m Predehrat termoblok na 75°C

m Dukladné promichat reagencie, v pripadé precipitatu v reagenciich zahrat
na 55-65 °C ve vodni lazni, po rozpusténi precipitatu zchladit na laboratorni
teplotu

m Predehrat elu¢ni pufr (Elution Solution) na 65 °C

Vlastni postup

a) Navazit 5g pletiva bramboru, vloZit do homogenizacniho sacku, pridat 5ml
0,5M PB a dukladn€ homogenizovat za pouziti loziskového homogenizatoru.

b) Odebrat 1 ml prefiltrovaného homogenatu do 1,5 ml mikrozkumavky, centri-
fugovat pri 16 000 x g 10 min (vytvoreni pelety), vylit supernatant.

¢©) Do mikrozkumavky napipetovat k peleté 350 pl Lysis Solution [part A], 50 pl
Lysis Solution [part B] a 4 pyl RNase (50 U), dikladné promichat (vortex).
Pokud se extrahuje DNA z Cisté bakterialni kultury, odebere se vzorek bak-
terie (cca 50 mg) z Petriho misky pomoci $pachtle a vlozi do mikrozkumavky
se 350 pl Lysis Solution [part A], 50 pl Lysis Solution [part B] a 4 ul RNase
(50 U) a dlkladné promicha (vortex).
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d) Inkubovat mix pri 75°C 30 min, béhem inkubace rozvolnit peletu pomoci
pipety a obracet mikrozkumavku.

€) Pridat 130 pl Precipitation Solution, promichat prrevracenim mikrozkumavky,
umistit na led po dobu 5 min.

f) Centrifugovat 16 000 x g 5 min (vytvoreni pelety zbytkii bunék, proteini
a polysacharidd).

g) Opatrné prelit supernatant do filtra¢ni kolonky (GenElute filtration column,
modra, s 2ml zachytnou zkumavkou).

h) Centrifugovat 1 min pfi max. ota¢kach (16 000 x g).

i) Vyhodit filtra¢ni kolonku a k filtratu pridat 700 pl Binding Solution a promi-
chat otacenim mikrozkumavky.

j) Pripravit Binding Column - vloZit GenElute Miniprep Binding Column
(s cervenym krouzkem) do mikrozkumavky (pokud jiz neni sestavené), pri-
dat 500 pl Column Preparation Solution do kazdé kolonky, centrifugovat
12 000 x g 1 min, vylit filtrat.

k) Opatrné prelit (prepipetovat) mix z kroku i) a centrifugovat pri max. otac-
kach (16 000g) 1 min, vylit filtrat.

[) Prelit zbytek mixu z kroku i) a opakovat centrifugaci, vylit filtrat.

m) Pridat 500 pl Wash Solution (pozor - pridat pozadované mnozstvi etanolu
do pufru!) na kolonku, centrifugovat pri max. otackach (16 000 x g) 1 min,
vylit filtrat.

n) Pridat dalSich 500 pyl Wash Solution na kolonku a centrifugovat pri max.
otackach 3 min (vysuseni kolonky), filtrat se nesmi dostat na kolonku! (setfit
filtrat, ktery se drzi vné kolony).

0) Prenést kolonku s membranou do nové 2,0 ml mikrozkumavky, opatrné pfri-
dat 100 pl predehratého (65°C) elu¢niho pufru (Elution Solution) primo
na stfed membrany a centrifugovat pfi max. otackach (16 000 x g) 1 min,
vyhodit membranu (eluce DNA).

p) Po extrakci DNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spekt-
rofotometru. Cistota DNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru absor-
bance pFi 260 a 280 nm (¢ista DNAma A, /A, 1,7-1,9).

q) Zamrazit vzorky DNA (pri -20 °C, pro dlouhodobé uchovavani pri -80 °C).
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2.3.2 PCR reakce

Technické vybaveni potiebné pro real-time PCR

m Termocykler (Mx3005P gPCR System - Agilent Technologies) - obr. 2

m Pocitac - ridici jednotka termocykleru (soucasti termocykleru)

m Software na vyhodnoceni PCR reakci (soucasti termocykleru)

m Laminarni RNA/DNA box (Captair Biocap RNA/DNA nebo Kéttermann
8580)

® Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000)

m Vortex (Techno Kartell TK3S)

m Centrifuga (na desticky) - neni nezbytna (zkvalitnéni prace)

m Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5ml (Eppendorf) - pfiprava premixu

m Pipety - 0,2-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl (Finnpipette), kompa-
tibilni sterilni RNase-free $picky (nejlépe s filtrem - zabranéni kontaminaci)

m Autoklav - sterilizace $picek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni
autoklav OT 032)

m Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led

m PCR desticky - 96 jamek (Bio-Rad)

B Jednorazové rukavice

Obr. 2: Termocykler Mx3005P qPCR
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Chemikalie potiebné pro real-time PCR

m Druhové specifické primery a TagMan sonda (syntéza firmou Generi Bio-
tech, s.r.o. podle sekvenci popsanych v uvedené publikacich) - tab. 1

m FastStart Universal Probe Master (ROX) [Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, kat. ¢. 04913949001]

m FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) [Roche Diagnostics, Mann-
heim, Germany, kat. ¢. 04 913 850 001]

m DNase/RNase Free dH,O (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)

Tab. 1: Sekvence pouzitych primerd a TagMan sond pro bakterie a interni kontrolu

Nazev primeru Sekvence primeru, sondy (5°-3") Poznamka

ECA-CSL-1F CGGCATCATAAAAACACGCC

ECA-CSL-89R | CCTGTGTAATATCCGAAAGGTGG Pectobacterium
atrosepticum

ECA-CSL-36T-P [Cy5] ACATTCAGGCTGATATTCCCCCTGCC Brierley et al., 2008

[BHQ2]

SOL-CF GCCTACACCATCAGGGCTAT . .
Dickeya solani

SOL-CR ACACTACAGCGCGCATAAAC Pritchard et al.,
2013

SOL-CP [FAM] CCAGGCCGTGCTCGAAATCC [BHQ2]

MultiPot-F GGTTTCGTAATGTTCCTCACCAA i
housekeeping gen

MultiPot-R AAAGGTATTTATCCAGCAGTAGATCCTT (interni kontrola)

. Massart et al., 2014
MultiPot-P [VIC] CATGGTTGACGTTGAAT [MGBNFQ]

Legenda: FAM - 6-carboxyfluorescein; Cy5 - 1-(5-karboxypentyl)-1-methylindodikar-
bocyaninhalid N hydroxysukcinimidylester; VIC - 4,7,2-trichloro-7'-phenyl-6-carboxy-
fluorescein; MGBNFQ - Minor Groove Binder Nonfluorescent Quencher

Pred zahajenim pripravy PCR reakce nutno pripravit:
m Naredit primery a sondu na pracovni koncentraci (10 uM) pomoci
RNase-free dH,0O

m Rozpustit na ledu primery a sondu (pokud jsou jiz naredéné)
m Rozpustit na ledu slozky reakéniho kitu

Vlastni postup real-time PCR reakce

Vseobecné pokyny:

m vSechny slozky kitu FastStart Universal Probe Master (ROX)
uchovavat v mraznicce, chranit pred svétlem
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B pouzivané chemikalie rozmrazit az t€sné pred pouzitim, promichat

(zvortexovat)

m rozmrazené vzorky DNA udrzovat pfi 0 °C na ledu, pred odebranim urce-

ného mnoZstvi vzdy promichat

® namichané vzorky udrzovat pri 0 °C na ledu nebo chladici podlozce

B pracovat sterilné (predchazeni kontaminace reakci)

Priprava reakéni smési (premixu)

Nejprve se do mikrozkumavky (1,5ml) pfipravi tzv. premix (namichana reakéni
smés pro vsechny hodnocené vzorky bez DNA). Objemy jednotlivych kompo-
nent se musi vypocitat podle poctu analyzovanych vzorkd. Do reakce se navic
zaradi pozitivni kontrola (standard) a negativni kontrola (NTC - bez templatu
a DNA z negativni - zdravé rostliny). Reakce probihaly v duplikatech pro eli-
minaci chybnych vysledkd. Je nutné pocitat s rezervou 10 % pro kompenzaci
moznych chyb pipetovanim. Po napipetovani vech slozek se premix pipetou

dobre promicha a kratce odstredi.

SloZeni a objemy reakéni smési pro P. atrosepticum, D. solani

a interni kontrolu (jedna reakce, 25 pl)
TagMan real-time PCR:

FastStart Universal Probe Master (ROX)
Primer ECA-CSL-1F/SOL-C F (10 pM)
Primer ECA-CSL-89R/SOL-CR (10 uM)
Primer ECA-CSL-36T-P/SOL-C P (10 pM)
Primer MultiPot-F (10 pM)

Primer MultiPot-R (10 uM)

Sonda MultiPot-P (10 pM)

RNase Free dH,O

DNA (5-10 ng/pl, redéno 10x)

Sybr Green real-time PCR:

m FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)

m Primer ECA-CSL-1F/SOL-C F/MultiPot-F (10 pM)

m Primer ECA-CSL-89R/SOL-C R/MultiPot-R (10 pM)
m PCR-grade dH,0O

m DNA (5-10 ng/ul, fedéno 10x)

12,5 pl (1%)

0,75 pl (300 nM)
0,75 pl (300 nM)
0,25 pl (100 n\M)
0,75 pl (300 nM)
0,75 pl (300 nM)
0,63 pl (250 n\M)
6,62 pl

2,0 ul

12,5 pl (1x)

0,75 pl (300 n\M)
0,75 pl (300 nM)
9,0 ul

2,0 pl

16 PRAKTICKE INFORMACE ¢&. 81 W

Naneseni reakéni smési (premixu) na desti¢ku (96 jamek)

B Ze zasobniho reakéniho mixu napipetovat do kazdé jamky na desti¢ce
uréené mnozstvi reakéni smési a k tomu pridat uréeny objem naredéné
DNA hodnoceného vzorku. Pipetou DNA opatrné promichat s premixem.
PCR reakce probiha v objemu 25 pl reakéni smési.

® Do né&kolika jamek ke kazdému premixu pridat misto DNA pouze vodu
(slepy vzorek = NTC - no template control) a DNA z negativni (zdravé)
rostliny.

m Destic¢ku uzavrit prahlednym krytem.

m Desticku vhodné nasledné kratce stocit na centrifuze (1 500 x g)
ve specidlnim rotoru, aby stekl reakéni mix ze stén a odstranily se pripadné
vzduchové bublinky.

m Pokud neni mozné provést PCR amplifikaci bezprostredné po priprave,
nutné napipetovanou desticku ulozit kratkodobé v chladnicce, eventualné
v mraznicce.

Nastaveni pozice vzorkd, popis vzorkl a nastaveni protokolu
podminek reakci

Reakce se provede v termocykleru Mx3005P qPCR System. Nastaveni pozice
testovanych vzork(, negativni a pozitivni kontroly v jednotlivych jamkach
PCR-desticky (obr. 3), popis vzork(l a nastaveni protokolu podminek reakci
(obr. 4) se provede v prislusném softwaru, ktery je soucasti termocykleru. Pri
pouziti jiného typu termocykleru se mize vzhled a pouzivani software lisit.

Reakéni podminky pro P. atrosepticum a interni kontrolu

TagMan real-time PCR: Sybr Green real-time PCR:
1x  95°C, 15 min 1x  95°C, 15 min

40x 95°C, 255 40x 95°C, 255
60°C, 60s 60°C, 60s
72°C,20s 72°C,20s
1x  95°C,30s
60°C, 60s
95°C, 30s
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Reakéni podminky pro D. solani a interni kontrolu
TagMan real-time PCR: Sybr Green real-time PCR:

1x  95°C, 15 min 1x  95°C, 15 min
40x 95°C,25s 40x 95°C,25s
55°C,60s 55°C,60s
72°C,20s 72°C,20s
1x  95°C,30s
55°C,60s
95°C, 30s

Obr. 3: Nastaveni pozice vzork( a popis vzorkl v softwaru termocykleru

% 4x3005P - SYBR Green - [SYBR Green, 01-20-2020, 13Hr 23Min.mxp*]
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Obr. 4: Nastaveni protokolu podminek Sybr Green real-time PCR reakci v softwaru
termocykleru

[
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2.3.3 Vyhodnoceni real-time PCR reakce

Na zakladé hodnot C_ (Threshold cycle) sledovanych vzorkd, pozitivni kontroly
(standard), interni kontroly a negativni kontroly (zdrava rostlina) se vyhodnoti
real-time PCR reakce (obr. 5-7 a 9). Stanovi se, zda je testovany vzorek daného
druhu negativni nebo pozitivni na P. atrosepticum nebo D. solani. Veskeré hod-
noty Ct nizsi nez 35 jsou povazovany za pozitivni. Vzorky na hranici detekce
(Ct = 35) musi byt prekontrolovany opakovanim PCR reakce. Interni standard
(obr. 6) zarazeny do testd, jehoz Ct se pohybuje od 15 do 25 (prdmérna hod-
nota Ct je 20) slouzi ke kontrole kvality extrahované DNA a vzniku fale$né nega-

tivnich vysledkd. U metody Sybr Green se ovéri specificita a istota produkti
po poslednim cyklu pomoci analyzy teploty tani (melting analyse) (obr. 8 a 10).
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Obr. 5: Detekce Pectobacterium atrosepticum pomoci TagMan real-time PCR
(amplifikaéni kfivky redici Fady, 1:1,1:10,1:10% 1:103,1:10%a 1:10°%,
fialova - negativni kontrola, Ct 37; oranzova - blank, premix)

Obr. 7: Detekce Pectobacterium atrosepticum pomoci Sybr Green real-time PCR
(amplifika¢ni k¥ivky redici Fady (1:1,1:10,1:10% 1:103 1:10%a 1:10%)

Fluorescence (dR)

Fluoresczncs (dR)

Obr. 8: Detekce Pectobacterium atrosepticum metodou Sybr Green real-time PCR
(disociacni krivky)

Fluorescence (dR)

Fluorescence (-R' (T))
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Obr. 9: Detekce Dickeya solani metodou TagMan real-time PCR (amplifikaéni krivky)

Fluorescence (dR)

Obr. 10: Detekce Dickeya solani metodou Sybr Green real-time PCR (disociacni krivky)
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Fluorescence (-R' (T))
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2.4 PRIKLAD PRAKTICKEHO VYUZITI

Do experimentl byly zarazeny stonky a hlizy bramboru s mokrou hnilobou a kul-
tury P. atrosepticum a D. solani pochazejici ze sbirky bakterii. Pri extrakci DNA,
zvlasté pri pouziti silikagelovych kolonek komerénich extrakénich sad, vyvstava
riziko jejich ucpavani bobtnavym Skrobem, kterého hlizy bramboru obsahuiji
velké mnozZstvi. Z tohoto divodu je nezbytné optimalizovat hmotnost navazky
vzorku, aby nedochézelo k jejimu predimenzovani a naslednému ucpavani kolo-
nek. Pri téchto potiZich mize dochazet k extrakci DNA o nizké kvalité a kvantité
a nasledna PCR analyza mize potom vykazovat faleSn€ negativni vysledky. Pro
spravny priabéh PCR reakci byla stanovena koncentrace primerd a sond. Dal-
$im Ukolem bylo zjisténi hranice detekce optimalizované real-time PCR metody.
Pro toto zji§téni byla vytvorena redici fada (1:1, 1:10, 1:10?, 1:103, 1:10*
a 1:105). Byla redéna purifikovana DNA z pfirozené infikovanych hliz.

Na zaklad€ vSech provedenych analyz byly viechny testované vzorky zara-
zené do experimentl specificky a spolehlivé diagnostikovany (tab. 3 a 4).
Po vyhodnoceni Fedici Fady byly veskeré hodnoty C nizsi nez 35 povazovany
za pozitivni a vyssi za negativni. Pro multiplex PCR reakce je vzdy nezbytna
optimalizace koncentraci primer( a sond. Po provedeni PCR reakci s rlznymi
poméry mnozstvi primerd a sond byla stanovena jejich optimalni finalni koncen-
trace, tj. 300 nM kazdého primeru pro danou bakterii, 100 nM TagMan sondy
pro bakterii a 300 nM kazdého primeru pro vnitini standard, 250 nM TagMan
sondy pro vnitfni standard.

Tab. 2: Detekce bakterii Pectobacterium atrosepticum a Dickeya solani pomoci
real-time PCR (prdimérné hodnoty Ct)

At Pectobacterium atrosepticum Dickeya solani
TagMan Sybr Green TagMan Sybr Green
1:1 14,8 + 15,3 + 14,7 + 15,4 +
1:10 18,0 + 18,4 + 18,6 + 18,2 +
1:10? 20,5 + 21,7 + 22,0 + 21,3 +
1:10° 24,2 + 24,2 + 24,4 + 24,7 +
1:10* 26,8 + 27,6 + 28,5 + 27,5 +
1:10° 30,0 + 30,5 + 31,3 + 30,1 +
K- 36,8 - 37,2 - 36,6 - 36,8 -
Blank (pufr) - - - - - - - -
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Vysledky redici rady (tab. 2) déle ukézaly velmi vysokou citlivost pouzité
real-time PCR metody. Z vysledkl je patrné, Ze testované vzorky byly viemi
metodami specificky a spolehlivé detekovany. Mezi obéma variantami real-time
PCR nebyly prokazany vyznamné rozdily za predpokladu odpovidajici melting
analyzy u varianty s vyuzitim nespecifického barviva SYBR Green. Kvalita DNA
a pripadna inhibice real-time PCR reakci byla kontrolovana zarazenim vnitiniho
standardu do PCR. Reakce interniho standardu prokézala kvalitni extrakci DNA.
Pouzity postup extrakce nukleovych kyselin pomoci silikagelovych kolonek byl
vhodny pro ziskani DNA z hliz bramboru o odpovidajicich parametrech. Z hle-
diska kvality a kvantity DNA poti‘ebné do PCR je vybér spravného postupu
extrakce DNA stézZejni a ovliviiuje exaktnost naslednych PCR analyz. Hlavnim
omezenim pro pouziti diagnostickych technik zaloZenych na PCR je vyskyt
falesné€ negativnich vysledkd kvuli nezddoucimu G¢inku inhibitord PCR, reagen-
ciim nebo dysfunkci termocykleru (Abu Al-soud et Radstrém, 1998; Malorny
et al., 2004). Problémy mdZe potencionalné zpUsobit kompetitivni amplifikaéni
ucinek, kdy velké mnozstvi jednoho DNA produktu inhibuje amplifikaci jinych
DNA produktl (Boivin et al., 2004). K ovérovani negativnich reakci slouzi tzv.
vnitini standard (Paterson, 2006), protoze PCR muze byt inhibovana pritom-
nosti polysacharidd a fenolickych slou¢enin obsazenych v hlizdch bramboru
(van der Wolf et al., 2001).

Tab. 3: Porovnani detekce P. atrosepticum pomoci TagMan a SybrGreen real-time PCR

Tab. 4: Porovnani detekce Dickeya solani pomoci TagMan a SybrGreen real-time PCR

Testovany vzorek TaqMan real-time PCR SybrGreen real-time PCR
kultura 11 12,8 + 13,1 +
kultura 12 13,7 + 12,5 +
kultura 13 12,4 + 12,8 +
stonek 001 18,5 + 17,2 +
stonek 002 17,4 + 18,6 +
stonek 003 17,8 + 17,9 +
K* (CPPB-081) 14,6 + 13,8 +
K- 37,2 - 36,6 -
Blank (pufr) - - - -
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Testovany vzorek TagMan real-time PCR SybrGreen real-time PCR
kultura 8 13,2 + 12,7 +
kultura 9 13,6 + 12,8 +
kultura 10 12,6 + 13,2 +
stonek 006 16,7 + 17,1 +
hliza 018 18,5 + 18,1 +
hliza 019 19,1 + 17,5 +
hliza 020 18,1 + 19,2 +
K+ (CPPB-050) 12,8 + 13,5 +
K- 36,7 - 37,1 -
Blank (pufr) - - - -

3. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V metodice jsou uvedeny podrobné ovérené a optimalizované laboratorni
manualy postupl detekce pektinolytickych bakterii P. atrosepticum a D. solani
v pletivech bramboru nebo cisté kulture pomoci real-time PCR (TagMan a Sybr
Green), které zahrnuji pripravu vzork(, izolaci DNA, vlastni postup pripravy
reakci, kontrolu specificity a vyhodnoceni vysledkd. Kvalitu extrahované DNA
a pripadny vznik moznych faleSné€ negativnich vysledkd Ize snadno kontrolo-
vat pomoci vnitfni kontroly zarazené do testll. Pouzité metody zvysi prede-
v8im rychlost a citlivost detekce uvedenych bakterii a zajisti vy$si spolehlivost
diagnostiky. Priznaky vyvolané D. solani na bramboru jsou nerozeznatelné
od P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum, D. dianthicola atd.,
a proto maji vyznam exaktni laboratorni diagnostické metody nezavislé na vizu-
alni kontrole. Zminéné metody mohou pro svoji citlivost odhalit i latentni infekce,
které by byly jinak prehlizeny. Protokoly byly optimalizovany pro pouZziti v bézné
diagnostické laboratofi vybavené zarizenim pro molekularni biologii.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Optimalizované molekularni metody diagnostiky P. atrosepticum a D. solani
zalozené na PCR (tj. Sybr Green a TagMan real-timePCR) uvedené v metodice
jsou v soucasnosti velmi perspektivni nejen z hlediska citlivosti, specifi¢nosti
a rychlosti detekce, ale i lepsi zaruky eliminace nezadoucich technickych chyb.
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S ohledem na tyto prednosti Ize predpokladat jejich Sirsi uplatnéni napriklad se jedna o ztratu cca 103 mil. K¢. Pri plose sadbovych brambor 2,8 tis. ha

v kontrolni praxi. Certifikovand metodika je urc¢ena pro pracovisté, kterd se a pramérné vytéznosti hliz 20 t/ha se jedna o ztratu cca 25 mil. K¢.

zabyvaji diagnostikou patogend rostlin, predevsim pro akreditované dia- Za vhodnych podminek pri manipulaci s hlizami (napr. vyskladiovani, baleni,

gnostické laboratore statni spravy, Slechtitelské organizace, vyzkumné ustavy transport) muize dojit k namnozeni bakterii, které byly pritomné v nezachy-

a zemédélskou praxi. Podrobné laboratorni protokoly uvedené v metodice titelné koncentraci soucasnymi diagnostickymi metodami. V&asna a citliva

mohou slouzit studentdm stiednich a vysokych Skol pfi vyuce fytopatologic- detekce P. atrosepticum a D. solani pomoci real-time PCR ve Slechtitelskych

kych predmétd zamérenych na diagnostické metody patogend. a sadbovych materidlech prispéje k eliminaci infekce pektinolytickymi bakteri-
emi zamezenim dalSiho prenosu a tim ke sniZeni ekonomickych ztrat daného
podniku.

5. EKONOMICKE ASPEKTY
Zavedeni metodiky do laboratorni praxe (laboratore pfristrojové vybavené
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