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Sada pro masivné paralelni detekci bakterie rodu Curtobacterium na platformé
dvoukanalového sekvenatoru

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka sady pro masivné paralelni detekci bakterii rodu
Curtobacterium, vyuzivajici postup molekuldrni identifikace masivné paralelnim sekvenovanim.

Dosavadni stav techniky

Bakterie rodu Curtobacterium ptisobi Casto jako kontaminanty explantatovych in vitro kultur, které
jsou zaméteny na mnozeni plodin. Tyto bakterie se Casto vyskytuji v rostlinnych pletivech jako
endofyty, které vétSinou nevykazuji znadmky patogenity ¢i virulence. Pro detekci existuji pouze
metody zalozené na PCR. Existuje také detekéni zplisob izolace téchto bakterii a na zakladé
morfologie a Sangerova sekvenovani markerovych gent je uren patogen porovnanim sekvenci
s databazemi. Tento zpiisob patii mezi klasické zplisoby a je Casové velmi naro¢ny. Pro zlepSeni
moznosti prevence je potiebna detekce, ktera ptesné a rychle detekuje bakterialni patogeny ve
vzorku. Navrhovana metoda detekce bakterii rodu Curtobacterium s vyuZzitim masivné paralelni
sekvenace predstavuje vysoce precizni zptisob detekce. Metoda poskytuje dostate¢nou efektivitu,
citlivost a zarovei rychlost detekce.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je sada pro masivné paralelni detekci bakterii rodu
Curtobacterium na platformé dvoukandlového sekvendtoru, vyuzivajici postup molekularni
identifikace masivné¢ paralelnim sekvenovanim, vyznacujici se tim, Ze obsahuje set
oligonukleotidovych primerQ pro metagenomickou detekci hub:

forward primer GTAGTAGGGGGTGTGCTCGAT (Sequence Number ID 1)
reverse primer CACGATGGCGGAGGACTAC (Sequence Number ID 2)

Uvedenou kombinaci primert lze s vyhodou pouzivat v mastermixu s Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase kitem a nukleaz prostou vodou. Reakéni smés se smicha s templatovou DNA
extrahovanou z rostlinného pletiva, napt. stonku nebo z kontaminované explantatové kultury.
Ziskany amplikon je doporuceno sekvenovat pomoci metody masivné paralelniho sekvenovani,
kdy 1ze s vyhodou pouzivat Index kit Nextera XT a pfistroj MiniSeq, dvoukanalovy sekvenator
vyuzivajici sekvenaci syntézou.

Navrhovand metoda detekce bakterie rodu Curtobacterium, vyuzivajici postup molekuldrni
identifikace masivné paralelnim sekvenovanim piedstavuje precizni zpusob detekce. Metoda je
levnégjsi nez detekce vyuzivajici Ctyrkandlové sekvendtory, a poskytuje dostateCnou efektivitu,
citlivost a zaroven rychlost detekce.

Navrzeny piistup je vysledkem testovani riznych kombinaci primert, které vykazovaly rtiznou
efektivitu amplifikace sekvenci cilové bakterie. Zvolena finalni kombinace primerti poskytovala
vysoce spolehlivou detekci bakterii rodu Curtobacterium. Navrzena metoda je rychla a oproti
jinym metodam umoznuje velmi piesnou detekci bakterii rodu Curtobacterium, které zpusobuji
kontaminace explantatovych kultur. Jako negativni kontrola byly pouzity DNA bakterii rodi
Leifsonia, Luteibacter, Methylobacterium a Roseomonas, které se také casto vyskytuji jako
kontaminanty explantatovych kultur.



20

25

30

35

40

CZ 37552 U1

Objasnéni vykresu

Obr. ¢. 1: Amplifikovany fragment genu metal-dependent transcriptional regulator v ramci
referen¢ni sekvence kontaminantu/bakterie rodu Curtobacterium. Velikost fragmentu je 169 pb
(pért bazi). Cilova oblast hybridizace primert je vysoce specificka pro rod Curtobacterium.

Obr. ¢. 2: Distribuce délky piectenych fragmentii DNA po slouceni parovych ¢teni. Na ose x jsou
uvedeny délky jednotlivych ¢teni, na ose y procento ziskanych sekvenci.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Extrakce DNA z kontaminovanych explantatovych kultur, bakterialni kultury nebo z ¢asti rostliny.
Z vySe zminéného materialu se odebere 50 az 100 mg hmoty, a z tohoto mnozstvi se pak pfimo
extrahuje DNA pomoci kitu NucleoSpin Tissue (Macherey Nagel) podle instrukci vyrobce.

Masivn€ paralelni detekce bakterii rodu Curtobacterium

Pro samotnou detekci byly pouzity primery podle tohoto technického feseni:

Nazev Oznaceni Sekvence (5°-3")
forward primer 1 Eichcurt 1 _fwd GTAGTAGGGGGTGTGCTCGAT (SN ID 1)
reverse primer 2 eichcurt 2 rev CACGATGGCGGAGGACTAC (SN ID 2)

Reakce byla provadéna s pouzitim mastermixu o nésledujicim slozeni:

Reagencie Mnozstvi
5% Pufr 5,0 ul
Nukleéaz prosta voda 10,0 nl
Polymeraza 2,5 jednotek/ul 0,5 ul
MgCl; roztok 25mM 1,0 ul
dNTPs 10mM 0,2 ul
Primer 1 10uM (SN ID 1) 1,0 ul
Primer 2 10uM (SN ID 2) 1,0 ul
Templat (DNA) 50-250 ng 2,0 ul
Teplotni profil PCR

Reakce probihala v termocykleru, napt. TProfessional Standard Gradient (Biometra). Teplotni
profil pro reakci: tvodni denaturace pfi 95 °C po dobu 3 minuty, nasleduje 35 cykla 95 °C 40 s,
50°C40sa72°C40s, a findlni elongace pti 72 °C 7 minut.

Kontrola detekce

Pro ovéfeni detekce je mozné PCR produkty vzniklé amplifikaci v termocykleru separovat na
agardzovém gelu (1,2 %) s pfidavkem fluorescencniho barviva, po dobu cca 1 hodiny pii napéti
100 V. Na transiluminatoru pak lze vizualizovat vzniklé PCR produkty o velikosti 169 pb.

Purifikace PCR produktu

PCR produkt je nutno purifikovat, napt. kitem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey
Nagel).
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Priprava knihoven pro masivné paralelni sekvenovani DNA (High-throughput sequencing)

Purifikovany PCR produkt je vhodny k sekvenaci masivné paralelnim zplsobem. Piiprava
genomov¢ knihovny je zalozena na technologii Nextera XT, ktera umoziuje sekvenaci amplikonti
a celych genomil mikroorganismti. Finalni knihovna je tfeba zkontrolovat pomoci napt. High
Sensitive DNA kit (Agilent Technologies) a stanovit koncentrace. Knihovna je nasledné pfipravena
ve finalni koncentraci 1,8 pM roztoku.

Sekvenovani

Ptipravené knihovny byly osekvencovany pomoci kitu MiniSeq Mid Output Kit (300-cycles) na
ptistroji MiniSeq (Illumina). K sekvenovani takto pfipravenych knihoven lze pouzit i jiné pfistroje
vyuzivajici technologii sekvenace syntézou, jejich vyuziti je vSak finanén€ nakladng;jsi.

Vysledky

K vychozimu zpracovéani dat ziskanych sekvenaci vzorku A7 M1 (¢islo genomu v NCBI:
JAUZEDO000000000, BioProject ¢. PRINA100042) byl pouzit vzorek =z kontaminované
explantatové kultury podnoze GF677 v laboratofi Mendeleum — ustav genetiky, ZF MENDELU.
Pro bioinformatické zpracovani PCR amplikoni ziskanych navrzenymi primery byl vyuzit
software CLC Genomics Workbench 6.5.1 (CLC Bio, Aarhus, Denmark). Pro klastrovani byl
vyuzit online nastroj SCATA (https://scata.mykopat.slu.se/) a pro finalni identifikaci rodu
patogenu byl vyuzit BLASTN (NCBI, National Center for Biotechnology Information).

Oveéreni metody

Byla provedena také klasicka izolace bakterie rodu Curtobacterium na Petriho misky, které byly
morfologicky a markerové identifikovany pomoci Sangerova sekvenovani genu ITS (internal
transcribed spacer) s naslednym porovnanim sekvenci s databazi NCBI.

Vysledky

Byl testovan roztok DNA, ktery byl odebran z kontaminovanych explantatovych kultur. Celkem
bylo ziskano 3 529 064 identifikacnich cteni, po slouCeni parovych cteni bylo ziskéno
2701 430 cteni, dale byly odstranény duplikované sekvence a vysledny pocet Ccinil
1350 715 identifika¢nich c¢teni. 1 319 167 identifikacnich cteni bylo pfifazeno k rodu
Curtobacterium, resp. k sekvenci genu, ktery koduje protein ,, metal-dependent transcriptional
regulator “. Primérné pokryti sekvenovaného regionu, tzv. coverage, bylo 277 098 nukleotid na
konkrétni pozici. Sifeni téchto zdvaznych kontaminantii explantatovych kultur plodin lze zabranit
pouze pouzivanim prostého mnozitelského materialu a v€asnym odstranovanim infikovanych
kultur z provozu.

Prumyslova vyuzitelnost

Popsanou reakéni smés pro precizni detekci bakterii rodu Curtobacterium na dvoukandlovém
sekvenatoru je mozné dodavat diagnostickym laboratotfim jako kit. Zavedenim tohoto inovovaného
postupu diagnostiky lze precizné detekovat tyto bakterie v provozech vyuZzivajicich explantatové
kultury, ale i v DNA ziskané z jinych prostfedi. Timto zplsobem je také mozné identifikovat
infikované rostliny na poli (v sadech) a rovnéZ detekovat infekci jest€ pred zapocCetim
mnozitelského procesu u jiz infikovanych mate¢nych rostlin a ptedejit tak vyznamnym ztratdm
v produkci, protoZe kontaminantli se v provozech explantatovych kultur jen velmi t€zko zbavuje.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada pro masivn¢ paralelni detekci bakterie rodu Curtobacterium na platformé dvoukanalového
sekvenatoru, vyznacujici se tim, Ze obsahuje kombinaci nukleotidovych sekvenci primert:

forward primer GTAGTAGGGGGTGTGCTCGAT (Sequence Number ID 1)

reverse primer CACGATGGCGGAGGACTAC (Sequence Number ID 2).

2 vykresy
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