VYZKUMNY USTAV
VETERINARNIHO
LEKARSTVI, v.v.i.

FUNKCNI VZOREK

Multiplexni PCR pro urceni bakterii
Bacillus thuringiensis serovar israelensis

Ing. Miroslava Krzyzankova, Dr.rer.nat
Mgr. Helena Juricova, Ph.D.




Funk¢éni vzorek 6706/2024

Multiplexni PCR pro uréeni bakterii Bacillus thuringiensis serovar israelensis

Autori

Ing. Miroslava Krzyzankova, Dr.rer.nat

Mgr. Helena Juficova, Ph.D.

Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu institucionalni podpory Ministerstva

zemédélstvi RO0523.

2024

Vydal: Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.

ISBN: 978-80-7672-067-2



2.
3.

NS s

Pifedmét funkéniho vzorku

Vlastni popis metodiky funkeéniho vZorku..........coccoeiiiiiiiiiiniiie e

3.1. Pifedmluva..................

3.2.  Metodika fUNKCNINO VZOTKUL.....cooieeeeeeee e e ae e

3.2.1. Izolace DNA ..............

3.2.2. Navrh primert pro multiplexni PCR ...........cccoiiiiiiiiiiiiceeeee e

3.2.3. Parametry PCR...........

3.3. Vyhodnoceni funkCnosti SYSTEMU ........eeecviieeiiiieriiiieciieeeieeertee et e eveeeeaeeesaeeeseveeens

3.4.1. Skladovani jednotlivych komponent...........ccceeeevieeiieiiiiieiiieecie e

3

STOVNANT ,,NOVOSEE POSTUPTL ...ttt ettt ettt ettt e et e s e eteeesbeebeesnseenseens

Uplatnéni funkEniho VZOTKU .......cooiiiiiiiii e

Ekonomické aspekty .........

Seznam pouzité literatury .



1. Uvod

Rod Bacillus je jednim z dominantnich bakteridlnich roda vyskytujicich se v pud¢. Jedna se o
ty¢inkovité, aerobni nebo fakultativné anaerobni, grampozitivni bakterie tvotici endospory.
Zastupci Bacillus spp. se vyznacuji obrovskou genetickou a metabolickou rozmanitosti a
v ptidnim ekosystému plni fadu funkci, od kolob&hu Zivin aZ po toleranci rostlin vii¢i stresu'.
Bakterialni druh B. thuringiensis (Bt) je ¢lenem skupiny B. cereus (Bcg — Bacillus cereus
group), kterou tvoii druhy B. cereus, B.thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus a B. toyonensis®™. S vyjimkou
B. cytotoxicus jsou genomy Bceg vysoce konzervované, s velikosti chromozomu 5,2 — 5,9 Mb.
B. thuringiensis byl poprvé izolovan v roce 1901 zinfikované larvy bource morusového
(Bombyx mori) a nasledné z larvy zavijece moucného (Ephestia kuehniella) ziskaného v mlynu
nachézejicim se ve spolkové zemi Durynsko (Thuringia), odkud pochazi jeho nazev*. Na
zéakladé jeho entomopatogennich vlastnosti byl B. thuringiensis komercionalizovéan a pouzivan
v zemédé@lstvi, zejména jako ochrana proti Skidcim zitadu motyla (Lepidoptera).
B. thurinigiensis serovar israelensis, efektivni vic¢i komarim, byl objeven vroce 1977.
Mechanizmus G¢inku je zaloZen na produkci krystalického Cry proteinu (fadiciho se mezi o-
endotoxiny) vznikajictho v pribéhu sporulace. Tento protein poSkozuje peritrofickou
membranu a zpisobi pomoci osmotického Soku lyzi intersticialnich bun¢k hmyzu, coz nasledné
vede k jeho smrti®.

V soucasnosti biopesticidy zalozené na pouziti B. thuringiensis tvoii ptiblizné 75 %
celosvétového trhu s bioinsekticidy a reprezentuji asi 4 % celkovych insekticidi®.

Detekce ptitomnosti Bt v prostfedi byla Casto zalozena na kultivaci na selektivnich médiich,
nasledn¢ v kombinaci s identifikaci Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) pomoci

polymerazové tfetézové reakce (PCR), sérotypové charakterizace a/nebo pomoci genotypizace

polymorfizmii délky fragmentd’.

2. Predmét funkéniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku bylo navrhnout vhodnou metodu, ktera pomoci konvencni PCR
umozni spolehlivé detekovat druh B. thuringiensis serovar israelensis a odlisit jej od jinych
druhti fadicich se do skupiny B. cereus. Navrhovana metoda umozni v jedné PCR reakci urcit

pritomnost cilové sekvence pro skupinu B. cereus, cilové sekvence pro B. thuringiensis serovar



israelensis a pfitomnost plazmidové vazaného genu kodujiciho Cry4A protein, ktery je

zodpoveédny za insekticidni efekt.

3. Vlastni popis metodiky funk¢éniho vzorku

3.1. Predmluva

Identifikace B. thuringiensis serovar israelensis ze vzorkl z prostiedi probihé nejcastéji pomoci
kultivacnich metod. U téchto technik je, kromé relativné dlouhé doby potfebné pro pomnozenti,
nevyhodou také jejich nizka citlivost a morfologickd podobnost B. cereus a B. thuringiensis.
cry geny jsou Casto vyuzivané jako markery, které umoziuji rozliSeni mezi B. thuringiensis a
B. cereus pomoci PCR. Jelikoz jsou ale lokalizovany na plazmidech, nemusi byt pfitomnost cry
genu smérodatna’. Proto je diilezité vybrat vhodny cil specificky pro Bti a nachazejici se na
bakteridlnim chromozomu. Ve studii Schneider et al. (2015)° byla jako misto vhodné pro
chromozomalni detekci identifikovdna intergenickd oblast nachdzejici se mezi genem
BTF 16195 kédujicim protein COG1396 obsahujici DNA vazebni doménu a genem kodujicim
hypoteticky protein COG 1396.

3.2. Metodika funkéniho vzorku

Predmétem metodiky funkéniho vzorku je ndvrh sady primert zacilenych na 452 bp dlouhou
intergenovou oblast, specifickou pro B. thuringiensis serovar israelensis, které mohou slouzit
pro ucely identifikace B. thuringiensis serovar israelensis z bakterialni kultury nebo ze smési
lyofilizovanych bakterii. Pro navrh primerd byla stanovena nasledujici kritéria: 1. Moznost
pouziti v multiplexni PCR a z toho plynouci - 2. Velikost produktu kolem 300 bp (velikost byla
volena tak, aby bylo mozné spolehlivé oddé¢lit jednotlivé produkty pomoci elektroforézy); 3.
Primery s vyssi teplotou tani pro specificky annealing (65 °C) a; 4. Pomér jednotlivych
primerovych para specifickych pro skupinu B. cereus a pro B. thuringiensis serovar israelensis
vuci sobé. Navrzena sada primertt byla zakomponovéana do triplexni PCR, kterda ma za cil
identifikovat, zda se v testovaném vzorku vyskytuje druh patiici do skupiny B. cereus, a
v ramci ni, zda se jedna o serovar israelensis. Déle je mozné sledovat, zda je v testovaném
vzorku pfitomnd sekvence dokazujici pfitomnost cry44 genu lokalizovaného na plazmidu a

piipadny entomopatogenicky (insekticidni) efekt testované¢ho vzorku.



3.2.1. Izolace DNA

Pro izolaci bakteridlni DNA z bakteridlni kultury byly pouzity dva zplsoby izolace: izolace
varem nebo izolace pomoci izola¢ni soupravy. Pro izolaci z bakterialni kultury je kvalita DNA
ziskana izolaci varem postacujici, zatimco pro ptimou izolaci z realnych vzorki (lyofilizovany
smésny pripravek pouzivany v zemédélstvi) je vhodnéjsi izolace pomoci izola¢ni soupravy. Pro
vzorky bioinsekticidnich ptipravka dostupnych zejména v sypké formé byla pouzita izolace
pomoci QiaAmp Fast DNA Stool Kit (Qiagen).

U sypkych smési byl pfipraven 10% (w/v) roztok sypkého ptipravku ve fosfatovém tlumivém
roztoku (PBS). Ztéto suspenze bylo odebrano 1 ml homogenatu, ktery byl nasledné
centrifugovan pfi otackach 7200 g po dobu 10 minut. U tekutych smési byl pro izolaci DNA
pouzit pelet vznikly centrifugaci 3 ml roztoku pii otackach 7200 g po dobu 10 min. Ziskany
pelet byl pouzit pro izolaci QiaAmp Fast DNA Stool Kit (Qiagen) dle navodu vyrobce a DNA

byla eluovana do 100 pl elu¢niho roztoku. Pro naslednou PCR byly pouzity 2 ul DNA.

3.2.2. Navrh primeri pro multiplexni PCR

K pritkkazu ptfitomnosti bakterii fadicich se do skupiny B. cereus byla optimalizovana PCR
dostupna v literatufe®. Paraleln& byla optimalizovana PCR pro detekci genu pro toxin Cry4
s primery z literatury®’. Primery pro detekci B. thuringiensis serovar israelensis byly navrzeny
de novo a byly zacileny na chromozom Bti do 452 bp dlouhé intergenové oblasti mezi
potencialnim regulatorem transkripce a hypotetickym proteinem, ktera je specifickd pro serovar
israelensis’.

Pro néavrh sady primert specifickych pro Bti bylo tieba dodrzet kritérium délky amplifikacniho
produktu tak, aby mél produkt velikost odlisnou od dalsich cilti (250 bp; 158 bp; Tab. 1),

a teplota pro nasedani primert byla 65 °C.

Tabulka 1: Piehled sekvenci primert pouzitych v multiplexu a jejich ptivod

nazev Sekvence 5—3 Tm | velikost | zdroj

Beg 1F AAC AGG CTC CAT ACAATG GTAT 65°C | 250bp | Schneider
Beg IR TGG TAG CGT TTC TTC GTCTTA T etal.,, 2015°
Cry 4F GCA TAT GAT GTA GCG AAA CAA GCC 65°C | 158 bp | Guidietal.,
Cry 4R ACC TGG AAC ATC TGA CAA CCA ATC 20107

Bti 65 2F | GTT GCG ATT GTG TTA TAT AGC GGT TT 65°C | 281 Dbp | vlastni
Bti 65 3R | ACA ACA TAT ACT GTG TGG GAT GCT TAT navrh




Pomoci néstroje Primer-BLAST bylo vygenerovano deset pari primert, které spliuji uvedena
kritéria. Vzhledem k zastoupeni nukleotidii v uvedené sekvenci bylo nutné zvySeni poctu
nukleotidii v primerovych parech na 26, resp. 27. Z téchto deseti navrzenych para byl nasledné
pomoci nastroje OligoAnalyzer ® (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) vybran nejvhodnéjsi
par (teplota tani 65 °C, obsah GC nukleotidii max 50 %, minimalni tvorba vlasenek, selfdiméra

a heterodimérit). Sekvence primert pouzité v triplexové PCR jsou uvedeny v tabulce 1.

3.2.3. Parametry PCR

PCR reakce byla provedena s pouzitim predptipravené¢ho premixu (PPP Mastermix, TopBio).
Pro optimalni detekci vSech sledovanych produktti bylo potfebné upravit poméry jednotlivych

komponent ve smési. Pouzité mnozstvi primerti a parametry PCR jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni PCR reak¢ni smési a parametry PCR reakce

SloZzeni PCR reakéni smési / | Parametry PCR reakce

vzorek Teplota Cas Poéet cykli
PPP MasterMix 12,5 ul Uvodni 95°C 5 min 1
Beg 1F 2 uM denaturace

Beg 1R 2 uM Denaturace 95°C 30 sec 35
Cry 4F 0,14 uM Annealing 65°C 20 sec

Cry 4R 0,14 uM Extenze 72°C 30 sec

Bti_65 2F 0,8 uM Finalni extenze 72°C 7 min 1
Bti_65 3R 0,8 uM Chlazeni 14°C dle

H»O ad 23 ul potieby

DNA 2 ul

3.3. Vyhodnoceni funkénosti systému

Funk¢nost existujiciho systému byla ovéfena pouzitim panelu redlnych vzorki (lyofilizované
smésné piipravky s oznacenim LEV 37/24, LEV 74/24, LEV 69/24) a izolath rodu Bacillus,
konkrétn¢ druhli B. cereus, B. thuringiensis serovar israelensis, B. thuringiensis serovar
kurstaki, B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. pumilus a B. circulans. Vysledky jsou

uvedeny na obr. 1.



Bti 281 bp

-

Cry 158 bp

Obrazek 1: Elektroforetické rozdéleni PCR produktt ziskanych pomoci navrzené triplexové reakce. 2% agardzovy
gel v TBE, 75 min, 135V, barvené Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics JAPAN, Japonsko).
Legenda: M, 50bp — 500 bp marker (Roth); 1. LEV 37/24 smés lyofilizovanych bakterii skupiny B. cereus; 2. LEV
74/24 smés lyofilizovanych baktérii skupiny B. cereus; 3.LEV 69/24 smés lyofilizovanych baktérii
B. amyloliquefaciens; 4. B. cereus izolat M3; 5. B. cereus izolat M4; 6. B. thuringiensis serovar israclensis izolat
M2; 7.B. thuringiensis serovar israclensis izolat M3; 8. B. thuringiensis serovar kurstaki izolat Ml1;
9. B. thuringiensis serovar kurstaki izoldt M4; 10. B. subtilis; 11.B. megaterium; 12. B. licheniformis;
13. B. pumilus; 14. B. circulans; Nc, negativni kontrola.

Vzorky nanesené v drahach 1-3 ptedstavuji realné lyofilizované piipravky obsahujici smés
riznych druhti bacilt. Piipravek s ozna¢enim LEV 74/24 (drédha 2) obsahuje cilovou sekvenci
B. thuringiensis serovar israelensis, jako i sekvence pro detekci skupiny B. cereus a Cry protein.
Ptipravek s oznacenim LEV 37/24 (draha 1) obsahuje pouze sekvenci pro skupinu B. cereus,
ale ne pro B. thuringiensis serovar israelensis a pripravek LEV 69/24 (B. amyloliquefaciens,
drdha 3) neobsahuje ani jednu ze sledovanych sekvenci. Je mozné zietelné odlisit
B. thuringiensis serovar israelensis (drédha 6 a 7) od jinych zastupci skupiny B. cereus
(B. cereus — dréha 4 a 5, B. thuringiensis serovar kurstaki — draha 8 a 9), 1 od jinych zastupct
rodu Bacillus (B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis, B. pumilus, B. circulans — drahy 10

— 14). Jako negativni kontrola je v ekvivalentnim vzorku pouzita voda pro PCR.

3.4.1. Skladovani jednotlivych komponent

Reakeéni smés pro triplexni PCR se uchovava v malych pomérnych objemech zamrazena na
-20 °C po dobu nejdéle 6 mésict a 1ze ji opakované rozmrazovat a zamrazovat. DNA pouzita

pro pozitivni kontrolu je skladovana v pomérnych objemech na -20°C.



4. Srovnani ,,novosti postupu*

Identifikace Bti se dlouho zakladala zejména na kultivatnim prikazu, nasledné v kombinaci
s PCR detekci Cry44 genu, sérotypovou charakterizaci a/nebo genotypovou analyzou
polymorfizmii délky fragmentd. Rychla a dostupné analyza pomoci hmotnostni spektrometrie
(MALDI-TOF) také nedokaze spolehlivé urcit Bti, Casto tuto bakterii identifikuje jen jako
bakterii skupiny B. cereus. Doposud pouzivana PCR detekce zaloZzenia na detekci genu
kodujiciho Cry4A protein neni v disledku vysoce pravdépodobného horizontélniho transferu
plazmida Gplné€ spolehliva. Navrhovana detekce Bti pomoci PCR detekujici chromozomalni
usek Bti tento problém pieklenuje a umoznuje spolehlivé rozliSeni od jinych zastupct rodu

Bacillus.

5. Uplatnéni funk¢niho vzorku

Funkéni vzorek je urfen pro stanoveni pfitomnosti chromozomalniho twseku DNA
charakteristického pro Bacillus thuringiensis serovar israelensis a umozni jeho spolehlivé
odliSeni od jinych zéastupct druhii B. cereus. Dale je mozna detekce sekvence kodujici Cry 4A
protein, ktery je odpovédny za insekticidni G€inek B. thuringiensis serovar israelensis. Funk¢ni
vzorek bude uplatnén v ramci portfolia laboratofi Vyzkumného tstavu veterinarniho Iékatstvi,

V.V.1.

6. Ekonomické aspekty

V soucasné dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout. Néklady na zavedeni metodiky do
laboratofie se tykaji pofizeni spotfebniho materialu, chemikalii a souprav pro zakladni kultivaci,
izolaci nukleovych kyselin a na provedeni PCR. Jiné naklady spojené s nakupem drobného
hmotného majetku nutného na provedeni metody (pipety, centrifugy apod.) ani naklady na
velké pristroje (chlazena centrifuga, thermocycler) nejsou zahrnuty, nebot’ jsou v soucasnosti
standardnim vybavenim laboratofe. Naklady na material na vySetfeni jednoho vzorku podle

uvedené metodiky jsou 300 K¢ bez DPH.

Dedikace
Funk¢ni vzorek byl vytvofen v ramcei projektu institucionalni podpory Ministerstva zemédélstvi

RO0523.
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