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Sada pro molekularni identifikaci bakterialnich kontaminanti rodu Leifsonia metodou real-
time PCR

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka sady pro detekci vyznamnych kontaminantii tkanovych kultur
rodu Leifsonia metodou real-time PCR.

Dosavadni stav techniky

Bakterie rodu Leifsonia pusobi Casto jako kontaminanty explantatovych in vitro kultur, které jsou
zaméfeny na mnozeni plodin. Tyto bakterie se Casto vyskytuji v rostlinnych pletivech jako
endofyty, které vétSinou nevykazuji znamky patogenity ¢i virulence. Pfi jejich pfemnozeni
v explantatové kultufe vSak mohou v disledku kompetice o ziviny a pusobenim na vnitini
environment negativné ovliviiovat rast a kvalitu explantatd. Pro kvalitni a citlivou detekci existuji
pouze metody zalozené na PCR. Existuje také detekéni zptisob zaloZeny na izolaci téchto bakterii
a na zékladé morfologie, nasledn€ je pomoci Sangerova sekvenovani markerovych gend urcen
patogen ¢i endofyt porovnanim sekvenci s databazemi. Timto zplisobem Ize identifikovat patogeny
a bakterialni kontaminanty porovnanim jejich sekvenci s databazemi. Tento zplsob patfi mezi
klasické zptisoby a je ¢asove velmi narocny. Pro zlepSeni moZznosti prevence je potfebna detekce,
ktera pfesné a rychle detekuje bakterialni kontaminanty ve vzorku. Navrhovana metoda detekce
bakterii rodu Leifsonia s vyuzitim metody real-time PCR predstavuje vysoce precizni zplsob
detekce. Metoda poskytuje dostatecnou efektivitu, citlivost a zaroven rychlost detekce.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je sada pro real-time PCR metodu zamétfenou na
detekci kontaminujicich bakterii rodu Leifsonia vyznacujici se tim, Ze obsahuje set
oligonukleotidovych primerti a TagMan sondy pro specifickou detekci kontaminujicich bakterii
rodu Leifsonia:

forward primer: AAGGAGCATCTGGCACCC
reverse primer: GATGTCCTTCTCGTTCTC
TagMan sonda: GGTCGAGAGCATCCGCGAC (FAM -BHQ1)

pro amplifikaci ¢asti unikatni sekvence genu ,,sugar phosphate isomerase/epimerase family
protein* bakterie Leifsonia sp. o velikosti 144 bp. Uvedené primery lze s vyhodou vyuzivat
v mastermixu 2x HoTaq Real-Time PCR kit (MCLAB) spolu s nukleaz prostou vodou. Reakéni
smes se smicha s DNA izolovanou z infikované explantatové kultury, vétSinou jde o mix
bakteridlniho biofilmu s ¢asti infikované rostliny z explantatové kultury. Navrhovana metoda
detekce bakterialniho kontaminantu rodu Leifsonia prostfednictvim real-time PCR pfedstavuje
rychly, nenarocny zptisob detekce vyznacujici se vysokou specifitou a senzitivitou.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Uvedena sekvence =zobrazuje amplifikovany fragment genu sugar phosphate
isomerase/epimerase family protein v ramci genomické sekvence kontaminantu/bakterie rodu
Leifsonia. Velikost fragmentu je 144 pb (part bazi). Cilova oblast hybridizace primerd a TagMan
sondy je vysoce specificka pro bakterialni kontaminant rodu Leifsonia. Na obrazku jsou vyznaceny
pozice hybridizace pro forward primer (eichleif 1 fwd, Sequence ID 1), TagMan sondu
(eichleif taq, Sequence ID 3) a reverse primer (eichleif 2 rev, Sequence ID 2).
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Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Prvni krok predstavuje extrakce DNA z kontaminovanych explantatovych kultur, bakterialni
kultury nebo z ¢asti rostliny. Z vySe zminéného materidlu 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.

Uvedené primery a sondy lze s vyhodou vyuzivat v Mastermixu s HoTaq Real-Time PCR Kitem
a nukleaz prostou vodou. Reak¢ni smeés se smicha s templatovou DNA extrahovanou ze smésného
vzorku explantatové kultury. Metoda je citlivéjsi a rychlejsi nez metody zalozené na klasické PCR.
Detekce bakterialnich kontaminanti rodu Leifsonia metodou real-time PCR

Extrakce DNA z explatatové kultury — biofilm, cdst rostliny

Z casti napadené explantatové kultury se odebere biofilm a pletiva o hmotnosti 50 az 100 mg,
a z tohoto mnozstvi se pak piimo extrahuje DNA pomoci kitu NucleoSpin Tissue (Macherey
Nagel) podle instrukci vyrobce.

Detekce patogenii metodou real-time PCR v duplexnim provedeni

Pro samotnou detekci byly pouzity primery a sonda podle pfedkladaného technického feseni:

Nazev Oznaceni Sekvence (5-3")

forward primer eichleif 1 fwd AAGGAGCATCTGGCACCC (Sequence ID 1)

reverse primer eichleif 2 rev GATGTCCTTCTCGTTCTC (Sequence ID 2)

TagMan sonda eichleif taq GGTCGAGAGCATCCGCGAC (FAM-BHQI1)
(Sequence ID 3)

Reakce byla provadéna s pouzitim mastermixu o nasledujicim slozeni:

Reagencie Mnozstvi
2x HoTaq Real-Time PCR Kit 10,0 pl
Nukleaz prosta voda 6,0 ul
forward primer (eichleif 1 fwd) (ID 1) 10uM 0,8 ul
reverse primer (eichleif 2 rev) (ID 2) 10uM 0,8 ul
TaqMan sonda (eichleif taq) (ID 3) 10uM 0,2 ul
Templat (DNA) 0,5 az 5,0 ug 2,0 ul

Teplotni profil pro Real-time instrument

Reakce probihala v pfistroji qTower? (Analytik Jena). Teplotni profil pro reakci: vodni denaturace
pii 95 °C po dobu 3 minuty, nasleduje 40 cyklti 95 °C 40 s, 50 °C40sa 72 °C 40 s.

Kontrola detekce

V predstaveném technickém feSeni dochazi ke kontrole detekce DNA bakterialniho kontaminantu
generovanim fluorescen¢niho signalu, ktery pfimo monitoruje piistroj pro real-time PCR. Pro
ovéteni detekce je mozné PCR produkty vzniklé amplifikaci v real-time PCR termocykleru
separovat na agardozovém gelu (1,2 %) s pfidavkem fluorescen¢niho barviva, po dobu cca 1 hodiny
pti napéti 100 V. Na transiluminatoru pak lze vizualizovat vzniklé PCR produkty a potvrdit
pfitomnost na zaklad¢ jejich velikosti. Produkt o velikosti 144 bp je typicky pro amplifikovany
usek genu , sugar phosphate isomerase/epimerase family protein bakterie Leifsonia sp.
o velikosti 144 bp.
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Vysledky

Byly testovany vstupni vzorky DNA 8 rGznych typi, kazdy z nich byl pouzit ve tfech fedénich
(nefedény, fedény 10% a fedény 100x). Vstupni vzorky DNA jsou popsany v tabulce 1 nize.
Bakterialni kultury rodt Leifsonia, Roseomonas, Curtobacterium, Methylobacterium a Luteibacter
byly ziskany z kontaminovanych explantatovych kultur kultivovanych na DKW/Juglans mediu.
Tyto meristémové kultury byly podnoze Gisela 5 umisténé v laboratofi Mendeleum — tustav
genetiky, ZF MENDELU. Déle byly v experimentu pouzity vzorky DNA jako negativni kontrola,
DNA extrahovana ze dfeva révy vinng, ze dieva slivon¢ a kontrola bez templatové DNA.

Tab. 1: Vysledky detekce s pouzitymi koncentracemi DNA a Ct hodnotami.

Vzorek DNA Koncentrace ng.ul! Ct (threshold cycle)

Leifsonia_ M4 273,09 25,77

Leifsonia M4 27,3 29,78

Leifsonia_ M4 2,73 34,65
Roseomonas M10 56,03 -
Roseomonas M10 5,6 -
Roseomonas M10 0,56 -
Curtobacterium_M15 228,37 -
Curtobacterium M15 22.83 -
Curtobacterium M15 2,28 -
Methylobacterium M18 48,48 -
Methylobacterium M18 4,84 -
Methylobacterium_M18 0,48 -
Luteibacter M28 134,9 -
Luteibacter M28 13,49 -
Luteibacter M28 1,34 -
Réva vinna explantat 96,96 -
Réva vinna explantat 9,69 -
Réva vinna explantat 0,96 -
Drtevo slivoné 1 131,45 -
Drievo slivoné 1 13,14 -
Drtevo slivoné 1 1,31 -
Drtevo slivoné 2 99,91 -
Drtevo slivoné 2 9,99 -
Dftevo slivoné 2 0,99 -
kontrola bez DNA 0 -
kontrola bez DNA 0 -
kontrola bez DNA 0 -

Reakce byla optimalizovana pro koncentrace bakterialni DNA v rozmezi 2,73 az 273,09 ng.ul’!
s odpovidajicimi hodnotami Ct v rozmezi 25,77 az 34,65. Navrzeny detek¢ni systém byl plné
validovan pro uvedeny bakterialni kontaminant rodu Leifsonia v explantatovych kulturach in vitro.
V soucasnosti neexistuje jednozna¢né vymezeny protokol k detekci bakterie rodu Leifsonia, ktera
infikuje explantatové kultury. Dostupné jsou pouze obecné protokoly k amplifikaci bakterialni 16S
RNA, které musi byt nasledné sekvenovany pro ovéfeni pfitomnosti konkrétni bakterie.
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Prumyslova vyuzitelnost

Popsanou reakéni smés pro precizni a rychlou detekci bakterialniho kontaminantu rodu Leifsonia
je mozné dodévat diagnostickym laboratoiim jako kit. Zavedenim tohoto inovovaného postupu
diagnostiky vyznamné kontaminujici bakterie lze precizné detekovat bakterii rodu Leifsonia
v explantatovych kulturach ¢i pfimo v rostlinnych pletivech. Timto zplisobem je mozné
identifikovat infikované rostliny v sadech a rovnéz detekovat infekci jeste pred pfevedenim do in
vitro kultur a pfedejit tak vyznamnym ztratam v produkei.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada pro detekci bakterialniho kontaminantu explantatovych kultur rodu Leifsonia metodou
real-time PCR, vyznacujici se tim, Ze obsahuje:

set pro detekci rodu Leifsonia:

forward primer o sekvenci AAGGAGCATCTGGCACCC (SeqID 1)

reverse primer o sekvenci GATGTCCTTCTCGTTCTC (Seq ID 2)

TagMan sondu o sekvenci GGTCGAGAGCATCCGCGAC (Seq ID 3).

2. Sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze je sonda oznacena kombinaci fluoroforu FAM a

zhaSece BHQI.

1 vykres
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Obr. 1
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