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1. Uvod

Cilem této prace je stanoveni distribuce genu peant syringomycin u
vybranych patovdr fytopatogenni bakteri€®seudomonas syringa€elkem bylo
k dispozici 15 shirkovych a 29 polnich izdlat nichZ byla ufovana distribuce vyse
uvedeného toxinu.

Tato prace vznikla na zakladgrantu 522/07/P338 (Molekularni analyza
komplexniho genomu u patoviabakteriePseudomonas syringaenavrh DNAgipu
pro jejich paralelni detekci) Grantové agentgské republikyreSeném na Ustavu
molekularni biologie rostlin na Akademitd v Ceskych Budjovicich, ktery si klade
nékolik cila. Hlavnim z nich je prohloubeni znalosti o danémaairsmu pro dalsi
zlepSeni kontroly jeho vyskytu v populacich hospskld vyznamnych plodin.
DalSim cilem je otestovani vhodnosti molekularntehnik pro rutinni vyuziti

v ramci rostlinolékeské praxe.
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2. Literarni p fehled

2.1. Piehled patovati

Pseudomonas syringaean Hall 1902 (dalé”s) je gram-negativni, fipsre
aerobni, nesporulujici dinkovita bakterie s polarnim dkem. Pati do celedi
Pseudomonaceage? je zéazena do gama-pdily tridy Proteobacteria v odbni
Gracilicutes. Na zivnych tgach chudych na Zelezo vytvgigment fluorescein
(Hirano, Upper 2000; Kidela et al, 2002). PatovaryPs nejsou schopny tvd
oxidazu a ¥tSina z nich nevykazuje pektinolytickou aktivituwoki hladké slizovité
kolonie (Olczak-Woltmanret al, 2007). Jedna se o Siroce r@eB&ho patogena
mnoha rostlinnych druh Ps je rozdtlena do asi 50 patovampodle hostitelského
okruhu, ktery jecasto velmi uzky (Feilet al, 2005; Jinet al, 2003). Pomoci
hybridizace byly patovary na zakkadrozdilnosti DNA vymezeny do deviti
genomospecii (tab. 2) (Gardat al, 1999). V apoplastu infikovanych rostlin se
rychle mnozi a nésledrvyvolavaradu symptora od skvrnitosti list po nekrotické
léze (Alfanoet al, 1999; Jiret al, 2003).

Pseudomonas syringae pv. apii (Jagger 1921) Young, Dye & Wilkie 1978 (dale
Psa)

Pavodce bakterialni spaly celeru (Simatal, 1961). Skvrny maji hranaty
tvar, jsou malé, vodnaté, rezavé se Zlutym prstenaieolo — tzv. halo. Postuprse
vysusuji a hadnou. Vyskytuji se pouze na listech, kterégiitostré odumiraji, ale
vétSinou jsou pouze znetiené. (Westcott, Horst, 2001; Anonymus, 2009).

Pseudomonas syringae pv. atrofaciens (McCulloch 1920) Young, Dye & Wilkie
1978 (dalePsat)

Psat zpisobuje bakteridlni hwnuti baze plev obili (obr. 1) (pSenice,
jeémene, ovsa, Zita, tritikale) a trav. Tdinédé skvrny na stéblech, pluchach, a

listech. RoviZ nici semena, kterymi se dokaziepaset (Smitlet al, 1988).
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Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott 1920) Young, Dye & Wilkie
1978 (dalePsc)

Pscje pavodcem bakterialni gloriolové skvrnitosti ovsa, kiarém zpdatku
tvoii malé, tmav zelené vodnaté skvrny obklopené chlorotickym halpriméru
1 cm (obr. 2) (Smitret al, 1988). Produkuje tabtoxin. Jako prvni byla izéoa
Z ovsa, ale je schopnatgwbit infekci i na Zi¢ nebo bojinku lanim (Barta, Willis,
2005).

Pseudomonas syringae pv. glycinea (Coerper 1919) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale Psg)

Zodpowdny za bakterialni spalu so¢ji. Znamo nejéh0 ras tohoto
patogena. $i se semeny. Inhibuje kBni a tvai skvrny pokryté slizem, které
postup® tmavnou a nekrotizuji. Obklopuje je Zlutavé hatdr( 3a, b). V Evrop
nemoc nezfsobuje pilis velké ztraty (Smithet al, 1988). Psg produkuje toxin
coronatin (Ullrichet al, 2000).

Pseudomonas syringae pv. helianthi (Kawamura 1934) Young, Dye & Wilkie
1978( dalePsh)

Vyvolava listovou skvrnitost slugaice, ktera se ale objevuje jen sporadicky.
Tvori hranaté tmayvhnédé skvrny obklopené chlorotickym halo (obr. 4a(Kjdela
et al, 2002). Listy s infikovanym vaskularnim systémésou svradiié vlivem
pomalejSihotistu vodivych tkani (Smitket al, 1988).

Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith and Bryan 1915) Young, Dye &
Wilkie 1978 (dalePdl)

Napada tykvovité rostliny, zejména okurky (Sméhal, 1988). Zfisobuje
hranatou skvrnitost ligt pri které dochézi k vypadavani nekrotizovaného petiv
tzv. dirkovitosti. Pro s§ vyvoj vyZaduje vysokou vzdusSnou vihkosti#elaet al,
2002). Typickymi piznaky jsou mokvajici léze na listech s halo nebp t&j, 1éze
na plodech, deformace plogobr. 5a, b) (Olczak-Woltmaet al, 2007).
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Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder 1926) Young, Dye & Wilkie
(dale Psp)

Gloriolova spala fazolu je hospadély nejzavazgsi choroba této plodiny.
Po proniknuti patogena do cévnich svapkopuka systémova infekce a dochazi k
malformaci listi (Kadelaet al, 2002). Tvéi na listech vodnaté skvrny, obklopené
halo (obr. 6a, b), které je @pobené produkovanym phaseolotoxinem (Joastat.,
2005). Kwty vlivem patogena odumiraji, mladé lusky sesyclaajsemena jsou
pokryta slizem. Bakterie vstupuje do hostiteléduchy nebo poramim. Pokud se
dostane do vaskularniho systému rostliny, vadrgiy fiebo i cela rostlina (Westcott,
Horst, 2001). Je zndmo 9 ras tohoto patovaru (Gévah, 2004).

Pseudomonas syringae pv. pisi (Sackett 1916) Young, Dye & Wilkie 1978 ( dale
Pspi)

Jedna se o ekonomicky vyznamného patogena hracimnpt&my se
vyskytuji na vSech nadzemnich organech, nejvicgtarecich a palistech (obr. 7a, b).
Rozsfeni infekce po celé rostlinvede k uschnuti afpdcasnému oduipeni rostliny.
Zdrojem nakazy jsou infikovana semenai@i€laet al, 2002). Zname 5 ras tohoto
patovaru. Patogen ine produkovat bakterialni sliz, ktery dodava lézmskly
vzhled (Smithet al., 1988).

Pseudomonas syringae pv. striafaciens (Elliott 1927) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale Psst)

Pavodce bakterialni pruhovitosti gmene a ovsa (kdela et al, 2002).
Klasickymi symptomy jsou vodnaté lezéstajici v pruhy na listech, které naslédn
nekrotizuji (obr. 8). Je fyziologicky velmi podobridsg ale na rozdil od ni
neprodukuje tabtoxin (Barta, Willis, 2005).

Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902 (dalePss)
Od ostatnich patovarPseudomonas syringage odliSuje svou schopnosti
napadat Siroky okruh rostlin (Littlet al, 1998). Vykazuje leday krystaliz&ni

aktivitu. Mezi typické piznaky choroby pat nekréza korovych pletiv peckovin,
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skvrnitost listt u ragete, pSenice, fazolu, hrachu a hniloba héozobr. 9).

V populaci pv.syringaejsou i nepatogenni kmeny {Kelaet al, 2002).

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Wolf & Foster 1917) Young, Dye & Wilkie
1978 (dalePst)

Tento patogen tabaku, ale i jinych rostlin (jakousragata, lilek, soja)
produkuje tabtoxin, ktery se podili na tverlhalo okolo nekrotickych skvrn
(obr. 10, 11). Hznaky choroby jsou viditelné ndjg na spodnich listech a za
teplého poasi se rychle Hidal. Bakterie peziva v rostlinnych zbytcich a semenech
a do rostlin vstupuje otvory fiduchi (Kudelaet al, 2002; Westcott, Horst, 2001).

Pseudomonas syringae pv. tagetis (Hellmers 1955) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale Psta)

Skvrnitost listi u druhi rodu Tagetes aksamitnik zfisobena touto bakterii se
vyskytuje jen sporadickyipnadneérnych degovych srazkach a nizkych teplotach na
zatatku léta na slurdmicich (Kidelaet al, 2002; Westcott, Horst, 2001). Skvrny
jsou velké, nekrotizujici, fize se vyskytovat halo. Vrcholové chlorézyigpbuje
tagetitoxin vyraza odliSny od toxii produkovanych jinymi patovarks (Smith et
al., 1988).

Pseudomonas syringae pv. theae (Hori 1915) Young, Dye & Wilkie 1978 (déale
Psth)

Zpasobuje spalu vyhorik¢ajovniku. Na povrchu listse shlukuje a vytia
biofilm, ktery chrani bakterie proti stresovym pddikam. Produkuje polysacharid

dulezity pro geziti bakterie za suchych podminek (Tomihahal., 2007).

Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale Psto)

Zpusobuje bakterialni t&ovitost ragete. Patogen je schopny kolonizovat
vaskularni pletiva a produkovat toxin coronatin gisobovat tak silnou zakrslost
rostlin. Na listech vyt hnédé skvrny s halo splyvajici v nekrotické plochy eeb
pruhy podél zilek, listy Zloutnou a zmensuji se.dtancich a kétech pak zpsobuje

velké nekrdzy, na plodech zasahuje do epidermalplietiv a tvdi tak povrchové
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|éze (obr. 12a, b, 13). Napada jen nezralé ploéypzsiuje se ale do duziny a je
pienosna osivem. Symptomy na listech i plodech seomdiBit barvou, velikosti a
choroba tak mwze byt snadno zatitelna s chorobami Zgobenymi jinymi
patogeny rajete jakoXanthomonas campestrps/. vesicatorianebo Pseudomonas
syringaepv. syringae Zpasobuje také choroby jinych plodin- &aku, zelicinského
zeli (Cuppels, Ainsworth, 1995;udelaet al, 2002; Littleet al, 1998; Westcott,
Horst, 2001).

Pseudomonas syringae pv. ulmi (Suti¢ & Te$i¢ 1958) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale Psu)

Zpusobuje skvrnitost list a spalu vyhonk jilmu. Za vihka niize zmsobit
kompletni uschnuti ligta vrchoti rostlin (Smithet al, 1988). Choroba se projevuje
malymi nekrotickymi skvrnami obklopenymi Zlutym bal_.éze jsou 0,1-3mm velké
umiseéné na spodnich stranachidigMoormanet al, 1988).

2.2. Hrpgenya TTSS

V nehostitelskych rostlinach nebo rezistentnichiddch hostitelské rostliny
se patogen nemnoZzi (nebo jen malo), ale page hypersenzitivni reakci (HR) (Jin
et al, 2003). Rostlina ip ni vyvola programovanou b&&nou smrt pletiv, kterd
priSla do kontaktu s patogenem (Collnedral, 2000). Schopnost bakterie vyvolat
HR nebo schopnost patogenity na hostitelich jest@wia specialnim proteinovém
sekr&nim systému typu lll (dale TTSS). TTS&pasi do cytoplasmy hostitelskych
burgk virulentni proteiny patogena.

TTSS kédujihrp (HR and pathogenicity) geny.éiét z nich se nachazi v
Zivocisnych bakterialnich patogenech a pro svou vzajensekvetni homologii
byly pitejmenovany na genlgrc (HR and conserved). Protieh HR jsou dlezité
také genyavr (avirulence) ahop (Hrp-dependent outer protein) kodujici efektoroveé
proteiny (Alfanoet al, 1999; (Denget al, 1998). Genovy clustdwp obsahuje az 25
geni s rozdilnymi tlohami. Pro spravnou funkep clusteru je ale nutn&ipomnost

vSech &chto geri. Aktivace hrp geni je odezvou na nizky obsah Zivnych latek
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v meziburcném prostoru (Kdelaet al, 2002).Pstedy neexprimujérp geny dokud
se nedostane do apoplastu rostliny nebo né&tbpana na médiu, které napodobuje
podminky tohoto prostdi (Jinet al, 2003).

2.3. Syringomycin

DalSi zgisob zvySeni virulence je gop genech produkce toxin Tyto latky
poskozuji sinu rostlinnych buék. Nejsou sice nezbytné pro patogenitu, ale
ovliviuji vdznost choroby.

Syringomycin (obr. 14) je cyklicky lipodepsinonapidp skladajici se
z hlavni hydrofilni peptidové&asti acasti hydrofobni. Jsou produkovany 3 formy
tohoto toxinu. LiSi se pouze v délce hydrofolgasti. Tato¢ast toxinu se usadi
v centru lipidové dvouvrstvy a druha, hydrofildgst na jeji hladi&i Vytvéri se pak
kanalky o paméru 1 nm, které se synchronoteviraji a zaviraji a propusti KH" a
C&* skrz membranu. Syringomycin tak tmpbuje lyzi butk. Produkce
syringomycinu niZe byt potléena anorganickym fosfatem a to koncentraci 1 mM a
vice.

V clusteru syr geni se nachazi Sest otewych ¢tecich ramé (ORF)
kodujicich proteiny d@lezité pro syntézusgrBl, syrB2, syrCa syrE), transport
membranamigyrD) a regulaci gyrP) syringomycinu. Zvlastni vliastnostyr geri je
piitomnost velkého ORByrE (Benderet al, 1999).

2.4. Pouzité molekularné biologické metody

2.4.1. PCR- polymerazovaietézcova reakce

Tato metoda umaditije ziskat pozadovanou specifickou sekvenci DNA bez
jejiho predchoziho klonovani ve vektoru. Jeji podstatou yjeiacky se opakujici
enzymova syntéza novych U(sekDNA prostednictvim DNA-polymerazy.
Studovany Usek nukleotidové sekvence je vymezgojenim dvou primet.
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V procesu se pravideairstidaji i kroky: tepelna denaturace DNAgijpojeni
primeri na protilehléfettzce DNA svymi 3"-konci proti s@a syntéza novych
vlaken termostabilni polymerazou (iaplragpolymeraza). VSechny kroky se
odliSuji svymi naroky na teplotu. Optimalni geb cykli je zavisly na vychozi
koncentraci templatové DNA a pohybuje se mezi 285acykly. Vysledkem je
mnohonasobné zmnozZeni vybraného Useku DNA, jeladZrstilé mnoZstvi.

K DNA- polymeraze, primém a templatu seffavaji také hiecnaté ionty
jako kofaktory a jednotlivé dNTP (2 -deoxyribonubdéd-5"-trifosfaty) (Smardat
al., 2005).

2.4.2. Elektroforeticka separace DNA

Principem této techniky je pohyb nabitych molekuklgktrickém poli.
Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsougaternd nabité fosfatové
skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickpoli pohybuji k opan¢ nabité
elektrod — anod. Nosicem byva obvykle gel (v naSentijpact agaroza), ktery twd
strukturu s pory, jejichz velikost lze ovlivnit koentraci polymeru a slozenim
roztoku. Velikost fragmentu DNA se naslédnstanovi srovnanim jeho
elektroforetické pohyblivosti s rychlosti pohybuagmentu o znamé velikosti-
marker. DNA se v gelu zviditelni pomoci barvivaadokorteni elektroforézy je tak

mozno identifikovat polohu separovanych molekul &aaet al., 2005).

2.4.3. Hybridizace DNA

Jedna se o0 proces parovani je@ti@zcovych molekul vyznaijicich se
aplnou nebaast&énou komplementaritou bazi. Sonda —&ar& molekula nukleové
kyseliny se znamou sekvenci — se paruje s denamnyov ietzci obsahujicimi
homologni peadi nukleotid a nasledé detekuje podle Zisobu zn&eni. Tim niize
byt radiokativni zn&eni, kdy jsou do molekuly 2Erény nukleotidy
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obsahujici radioaktivni izotop. Signalem sondy gk padioaktivni z&eni, které lze
detekovat autoradiografickyiifheradioaktivnim zfisobu zn&eni jsou do sekvence
sondy zabudovany chemicky modifikované nukleotidgsauci reportérskou
molekulu (nap. biotin, digoxigenin), ktera umaénje pimou nebo nefmou detekci
sondy.

Teckova hybridizace (Dot blot hybridizace) uniode detekovat homologni
sekvence DNA v bakterialnich fikachin situ bez gedchazejici purifikace DNA.
Vzorek DNA v roztoku se nanese na nylonovou membr#o navazani DNA na
membranu a jeji denaturaci pomoci NaOH a vysokidtege inkubuje se sondou,
piebytena sonda se odmyje a detekujeadilaet al, 2002; Smardat al, 2005).

2.4.4. Stanoveni sekvence DNA- sekvenovani

Cilem je stanoveni primarni struktury {pdi nukleotid) v molekulach
DNA. K tomuto &elu je vyuzivano tzv. Sangerovo sekvenovani.

Zakladnim pozadavkem jetiprava molekul DNA siesr¢é definovanymi
konci — nefasgji se pouzivaji restrikni fragmenty naklonované v klonovacim
vektoru nebo fragmenty ziskané pomoci PCR.Jangero¥ sekvenovani se pro
syntézu komplementarnidietzci pouzivA DNA-polymeraza. Syntéza je zahajena
od mista fipojeni sekvetné specifického primeru a ukéena v mist, v nemz je do
rostouciharetézce inkorporovan misto normalniho deoxyribonukldwgosfatu jeho
analog 2°,3" - dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTPez 3"-OH skupiny. Po jeho
zalleréni do syntetizovanéhdétézce dojde k ukoteni syntézy DNA, DNA-
polymeraza nefize gipojit dalSi nukleotid. Reakce jsou provag ve ctyiech
odcklenych vzorcich obsahujicich stanovovanou DNA, prinDNA-polymerazu a
smés 4 nukleotid s jednim ze&tyi dANTP.

K detekci reaknich produki se pouzivajttyii razné fluorescetni znaky,
kazda utena pro detekci produkizakortenych specifickou bazi. Fluorofory mohou
byt pripojené k primeim nebo jednotlivym terminatdm. Po probhnuti reakce se
vytvorené produkty analyzuji ptnautomatizovanymijstrojem, kde dojde nejive
ke kapilarové elektroforetické separaci a nasiedamoci laserového detektoru a

[14]



paocitate k vyhodnoceni gadi nukleotid v daném vzorku. Chemickd metoda
sekvenovani se vzhledem ke své taasti rutiné nepouziva (Smardat al, 2005).

[15]



3. Cile prace

1. Vytvoieni sbirky bakteriadlnich kultur pochazejicich z emmskych i
zahranénich zdrofi

2. Stanoveni distribuce genu pro syringomycin mezingdlivymi patovary
bakteriePs pomoci molekularnich technik

3. lzolace kompletni genomové DNA ze shirkovych a fmbirvzorki Ps

4. Otestovani sbirky metodou PCR

5. Osekvenovani pozitivnich PCR amplikora porovnani ziskanych dat
s vaejnymi databazemi

6. Priprava neradioaktivhznaené sondy pro hybridiZai testy a jeji testovani

[16]



4. Material a metody

4.1. Bakterialni kmeny Ps

K analyze bylo pouzito 15 patowarz Belgian co-ordinated collections of
micro-organisms (BCCM/LMG)Ceské sbirky mikroorganisin(CCM) a sbirky
mikroogranisni z Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby v Praze (Ri@&®o CRI)
(tab. 1) a 29 polnich izokat(tab. 5) pochéazejicich ze skletika Jizni Moray. Byly
uchovavany lyofilizované nebo zmrazené v Zivnychdiicé s 15 % glyceroluip-
60°C.

4.1.1. Kultiva éni podminky a zivna média

Bakterie byly natkovany na Petriho misky s pevnym C-médiem (2 g
peptonu, 1 g kvasémého autolyzatu, 1 g NaCl, 1 g glukdzy, 5 g agaaQ mi
destilované vody, upraveno na pH 7,2 a sterilizovaatoklavovanimip 121°C po
dobu 20 minut) a umi&ty do termostatu (25°C).

4.2. lzolace bakterialni DNA

42.1. Izolace bakterialni DNA

Pro izolaci byly vybrany co né&grstwjSi kolonie, jejichz DNA je lépe
izolovatelna. K izolaci DNA byl pak pouzit konte® dostupny izolani kit Wizard
SV Genomic DNA Purification System (Promega). Bypmstupovano podle
piilozeného protokolu pro izolaci bakterialni DNA.tdanetoda vyuZziva kolonky se
specialg upravenou membranou, na které dochaztkelika krocich k navazani a
nésledné purifikaci DNA. Ziskana DNA byla uchovduigteplot -25°C.

[17]



4.3. PCR a elektroforéza

Reakni snes byla gipravena do celkového objemu 15 pl. Do 4,5 pul lsteeri
H,O bylo gidano 7,5 ul PPP Master Mixu (Top-Bio), 1 ul fordigsrimeru, 1 pl
reverse primeru (celkem 20 pmol) a 1 pul vyizolov@éA (100 ng). Byly pouzity
primery SyrD1, SyrD2 a SyrBl od firmy SIGMA-ALDRICHtab. 3). VSechny
reakce byly provashy na termocykleru MJ Mini. V nasledujici tabulee yveden

priabéh amplifikatnich program u jednotlivych prime.

SyrD1 SyrD2 SyrB1l
Krok Teplota (°C)| Dobatrvan{ Teplota (°C) Dobadmnv | Teplota (°C) Doba trvani
1 95 3 min 95 3 min 95 3 min
2 94 45 s 94 45 s 93 1 min
3 55 45s 65 15s 55 30s
4 72 30s 72 1 min 72 45 s
5 25x kroky 2-4 25x kroky 2-4 25x kroky 2-4
6 72 5 min 72 10 min 72 10 min
7 4 4 4

Amplifikované PCR fragmenty byly roZtbny pomoci elektroforézy v 1%
agarézovém gelu (pufr 0,5x TBE, LE agarose od fitragza) i 120 V po dobu cca
60 minut. DNA byla obarvena interkateim cinidlem SYBR Greef, které bylo
soutasti vkladaciho pufru (Xylen Cyanol/Bromphenol Blwepontru 1:10 000. Pro
rovnomerné zafiivani gelu byla elektroforeticka vana unifet kEhem samotné
separace naeapaku pi rychlosti ot@&eni 50 ot./ min.

Vysledek byl zpracovan dokumetitam systémem Kodak EDAS 290 a

analyzovan specializovanym softwarem Kodak 1D.

[18]



4.4. Hybridizace

Sonda byla pipravena pomoci PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche

diagnostics). Bylo postupovano podle navodu vyrabesgsledny objenginil 25 pl.

Presny postup hybridizace (sloZeni giufiro hybridizaci viz tab. 4 viflohach):

napustni nylonové membrany 2x SSC, nasledné naneserkiv¢20 pl od
kazdého)

odsati pebyte&né tekutiny z membrany vgvou

fixace vzorki 30 min v peci i 120°C + 10 min pod UV lampou
prehybridizace cca 2 hodiny v hybridézém pufru (20 ml) f 68°C

v hybridizani peci

denaturace 25 pl sondy pdegaim ve vodni lazni (5 min), rychlé zchlazeni na
ledu

piidani 7 ml hybridizaniho pufru, hybridizaceip68°C pes noc
promyvani 2x5 min v pufru 2xSSC napace @i 20°C, 2x15 min v pufru
0,1xSSC f 68°C v hybridiz&ni peci

promyti 1 minutu v pufru 1 + Tween 20 (promyvacfrppii 20°C na
trepace

inkubace v pufru 2 (30 min n&gepace @i 20°C)

reakce 2 pl konjugétu (anti-DIG 1gG-AP) + 10 ml pu2, 30 min naiepace
vymyti 2x15 min pufrem 1ip20°C natepace

stabilizace asi 2 minuty v pufru 3

reakce s barvivem 200 pl NBT/BCIP v 10ml pufruriubace 1 den
promyti membrany pufrem 4 (cca 5 min)

vysuseni membrany

[19]



4.5. Sekvenovani

PCR produkty byly pecisteny kitem Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega). Nasledhyla namichana reakce pro sekvenovani: kl18,0
bylo pridano po 1ul primeru R nebo F (3,2 pmol) aul piecistétného PCR produktu.
Samotné sekvenovani bylo provedeno v labdra@enomiky na Ustavu molekularni
biologie rostlin Akademie &d CR v Ceskych Budjovicich za pouZiti kitu Big Dye
3.1 (Applied Biosystems).
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5. Vysledky a diskuze

5.1. lzolace bakterialni DNA

Pouziti Wizard SV Genomic DNA Purification Systefrgmega) bylo pro
izolaci DNA vyhovujici a nebylo tedydba vyuZiti jinych postuppurifikace. Takto
ziskand DNA byla v dostateém mnozstvi, koncentracic¢istot (ODzgo/2g0 > 1.9)

pro nasledujici aplikace.

5.2. Identifikace genu pro syringomycin

Metodou PCR byla v naSi sbirce s pouzitim primano fizné podjednotky

genového clusteru pro syringomycin detekovana jftomnost u pvcoronafaciens

asyringae
SyrB1l SyrD1 yrB82

! !
-
-y .
- -
-
' =] @

& - -
® o -

H
1- negativni kontrola, 2-16- vzorigs (dle tab. 1), M- 2log ladder (NEB)

Tento zav¥r potvrzuje pedchozi prace (Bendet al, 1999) jencasteéng,
neba vSechny s vyjimkou &kolika studii (Vassilewet al, 1996; Quigley, Gross,
1994) obec# predpokladaji, Ze je tento toxin produkovan vyhgasrpv. syringae.
NaSe zji&ni byla shoda potvrzena kazdou zéech dvojic primel, urcenych pro

razné ¢asti tohoto genu. Vzhledem k tomuto dekavanému vysledku, jsme se

[21]



rozhodli naSe tvrzeni @it jeS€ jinym zpisobem. VyuZili jsme moZnosti pouZit
vysledky ziskané v naSi labor#ta paraleld probihajici studie genetické variability
jednotlivych patovar. Z téchto dat jsme nakonec vyvratili mozZnostitpmnosti
syringomycinu v pvcoronafaciensDosgli jsme k za¥ru, Ze sbirkovy kmen LMG
5060 Pseudomonas syringgev. coronafaciensvykazuje velmi podobny geneticky
profil s pv. syringaea to se vSemi dvojicemi primepouzivanych i metod rep-
PCR (Rademakeret al 1997). Podeazni bylo roveZz potvrzeno srovnanim
sekverinich dat z gein 16S, ITS 16-23S a GyrB (tato data budourey€na jako
souwast jiné prace). Dikyémto vysledkm Ize téndt s jistotou tvrdit, Ze fvodni
determinace sbirkového kmene byla provedena neampravcelou dobu jsme
pracovali s pvsyringae NaSe tvrzeni bude jeStoweieno dalSimi dostupnymi
metodami. Tento fakt ffmo ukazuje na obtiZn proveditelnou spolehlivou
identifikaci takto pibuznych organisina na patebu jejiho zlepSeni.

Pomoci PCR byl u polnich izotatovnéz zachycen kmeRssCRI 8064a byla

u neho prokazanaitomnost vSech nami sledovanych podjednotek synmgmu.

SyrD2
-
- =
-
" B ¥ "X R =" T E TR

1-19- vzorkyPs (dle tab. 5), M- 100bp ladder (Invitrogen)
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Dot blot hybridizace s neradioakti&rznatenou sondou z podjednotek Bl a

D2 kopirovala vysledky PCR.

SyrB1l SyrD2

) C X . > 00

1A, 4C — negativni kontrola, 1B-4A — vzorky 1-18¢(dab. 1), 4B,4D,4E — pozitivni kontrola

5.3. Sekvenovani

Pozitivni vzorky ziskané amplifikaci genu pro sgomycin byly
osekvenovany zacélem porovnani vzdjemné genetické podobnosti arpatv
jejich pravosti srovnanim s keggnymi databazemi. VSechny sekvence pro dany toxin
vykazovaly vysokou homologii (t&n 100%) jak mezi sebou, tak po porovnani

S jinymi daty.

[23]



6. Zavér

[EEN

. Byla vytvarena sbirka patovaiPseudomonas syringae

Molekularnimi technikami (PCR, Dot blot hybridizacéyla stanovena
distribuce genu pro syringomycin u jednotlivych |&6 bakterie

Pseudomonas syringae

Z polnich a sbirkovych vzotkPs byla vyizolovana genomova DNA pomoci
izolaéni soustavy Wizard SV Genomic DNA Purification Syst

Vykazovala vyborné vlastnosti.

Pomoci PCR byla pozitindetekovana na produkci toxinu syringomycinu
pouze bakteri®seudomonas syringge. syringae

Produkty PCR byly osekvenovany a ziskané vysledikgymany s viejnymi
databazemi.

Byla pripravena neradioakti¥n zna&ena sonda, ktera byla otestovana na

jednotlivych vzorcich hybridizanimi zkouskami. Byl pouzit PCR DIG Probe
Synthesis Kit. Vysledky odpovidaly dat ziskanym metodou PCR.
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8. Prilohy

8.1. Tabulky

Tabulkac. 1: Pouzité bakterialni kmergseudomonas syringae

Kmen

Patovar

BCCM/LMG 2132
BCCM /LMG 5095
BCCM /LMG 5060
RICP 7001
BCCM /LMG 5067
BCCM /LMG 5070
BCCM /LMG 2245
BCCM /LMG 5079
BCCM /LMG 2330
CCM 1247
BCCM /LMG 5393
BCCM /LMG 5090
BCCM /LMG 5092
RICP 100
BCCM /LMG 2349

apii
atrofaciens
coronafaciens
glycinea
helianthi
lachrymans
phaseolicola
pisi
striafaciens
syringae
tabaci
tagetis
theae
tomato

ulmi
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Tabulkac¢. 2: Genomové skupin?seudomonas syringae

Patovar Genomospecie

apii
atrofaciens
coronafaciens
glycinea
helianthi
lachrymans
phaseolicola
pisi
striafaciens
syringae
tabaci
tagetis
theae
tomato

ulmi

3

N W 0O N DN P AP DN NDN BB

Tabulkac. 3: Sekvence pouzitych primer

F

R

SyrD1

SyrD2

SyrB1l

5" AAACCAAGCAAGAGAAGAAGG 3’

5" CAGCGGCGTTGCGTCCATTGC 3

5 CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG 3

5" GGCAATACCGAACAGGAACAC 3

5" TGCCGCCGACGATGTAGABGC 3’

5 TCGATTTTGCCGTGATGAET3’
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Tabulkac. 4: SloZeni jednotlivych hybridizaich pufi

20x SSC na 100 ml
3 M NaCl 17,539
0,3 M citronan sodny 8,82 ¢
pH 7

Pufr 1 nall

0,1 M kyselina maleinova 1169

0,15 M NacCl 8,76 g
pH 7,5
Pufr 2

1% blotovaci pufr 1

Pufr 3 na 0,51
1M Tris 6,059

3 M NaCl 292¢
0,5 M MgCh 8,53 g

pH 9,5

Pufr 4 na 250 ml
1M Tris 2,5ml
0,5M EDTA 0,5 ml
pH 8
Hybridiza éni pufr na 250 ml
20x SSC 62,5 ml
10% blotovaci roztok 25 ml
10% laurylsarcosyl 2,5 ml
10% SDS 0,5 ml

Promyvaci pufr

Pufr 1 250 ml

Tween 20 0,75 ml
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Tabulkac. 5. PouZzité polni izolaty

Pseudomonas syringqe. syringae CRI 8064
Pseudomonas syringae. tomato CRI 8065

Pseudomonas syringa. tomato | ~r| 8066
Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8067
Pseudomonas syringaw. tomato | ~r| 8068
Pseudomonas syringae CRI 8069
Pseudomonas syringae CRI 8070
Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8071
Pseudomonas syringaw. tomato | ~r| go72
Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8073
Pseudomonas syringge. tomato | ~r| 8111

Pseudomonas syringae CRI 8112
Pseudomonas syringae CRI 8113
Pseudomonas syringae CRI 8114
Pseudomonas syringae CRI 8115
Pseudomonas syringae CRI 8116

Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8117
Pseudomonas syringaw. tomato | ~R| 8118
Pseudomonas syringgw. tomato [ ~r| 8119
Pseudomonas syringaw. tomato | ~R| 8120
Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8121

Pseudomonas syringae CRI 8122
Pseudomonas syringae CRI 8123
Pseudomonas syringae CRI 8124

Pseudomonas syringaw. tomato | ~R| 8125
Pseudomonas syringgw. tomato | ~r| 8126
Pseudomonas syringae CRI 8127
Pseudomonas syringae CRI 8128
Pseudomonas syringaw. tomato | ~cR| g129
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8.2. Obrazky

Obrazeke. 1: Symptomy na pSenici apobenéPsat

Zdroj: www.seedquest.com [9.3.2009]

Obrazeke. 2: Symptomy na ovsu ZigobenéPsc

Copyright: T. Tsukiboshi

Zdroj: http://ss.niai.affrc.go.jp [9.3.2009]
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Obrazeke. 3: Symptomy na sdji Zisobend’sg

a/
Bacterial blight on yrbean, cused by Pseudomonas syringae
pv. glycinea.
Courtesv Josenh Krausz. TAES - 1996.
Zdroj: http://plantpathology.tamu.edu [9.3.2009]
b/

B -
Zdroj: http://nzdl

.sadl.uleth.ca [9.3.2009]
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Obrazeke. 4: Symptomyzpiasobenésh
a/

b/

Zdroj: https://kakibyo.dc.affrc.go.jp [9.3.2009]
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Obrazeke. 5: Symptomy na okurce fsobenéPsl|
al

b/
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Obrazeke. 6: Symptomy na fazolu Zsobenésp

a/
g e
=

b/

Zdroj: www.forestryimages.org [9.3.2009]
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Obrazeke. 7: Symptomy na hrachu apobenéspi
al

b/

x

Zdroj: www.forestryimages.org [.3.2009]

Obrazeke. 8: Symptomy na ovsu ZigobenéPsst

Zdroj: www.agric.wa.gov.au [9.3.2009]
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Obrazeke. 9: Symptomy na fazolu ZgobenéPss

Zdroj: www.forestryimages.org [9.3200

Obrazeks. 10: Symptomy na séje figobend’st

¢ G

ie
Zdroj: http://nzdl.sadl.uleth.ca [9.3.2009]

Obrazeks. 11: Symptomy na tabaku apobenéPst

Zdroj: www.forestryimages.org [9.3.2009]
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Obrazeks. 12: Symptomy na r&gti zpisobenéPsto
al

Zdroj: www.avrdc.org [9.3.2009]

b/

P A Al
Zdroj: www.avrdc.org [9.3.2009]

Obrazeke. 13: Symptomy na husetku zpisobenéPsto

Zdroj: www.prl.msu.edu [9.3.2009]
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Obrazeke. 14 Syringomycin

CH,4(CH,),CH(OH)CH,CO — Ser — Ser—Dab—Dab —Arg—Phe

A (4-Cl)Thr—(3-OH)Asp—Dh Thr

CHS(CHZ)nCH(OH)CHzco—Ser—Dab—GIy— Hse—Orn—Thr

B (4-C1)Thr—(3-OH)Asp—Dh ThrJ

* *
CHS(CHz)nCH(OH)CHzCO——Ser——Dab—Dab——Hse—Orn —Thr
C (4-Cl)Thr—(3-OH)Asp—Dh ThrJ

Fig. 2. Structures of syringomycin (A), syringotoxin (B), and
syringostatin (C) produced by strains of Pseudomonas syringae pv.
syringae. In the 3-hydroxy fatty acid moiety, n = 8 or 10. The stars
identify the two amino acids in each toxin structure occurring as D-
isomers. Abbreviations of amino acids: Arg, arginine; (3-OH)Asp, 3-
hydroxyaspartic acid; (4-C1)Thr, 4-chlorothreonine; Dab, 2,4-diamino-
butyric acid; Dh Thr, dehydrothreonine; Gly, glycine, Hse, homoserine;
Orn, ornithine; Phe, phenylalanine; Ser, serine; Thr, threonine.

Zdr.oj: Quigley, NB Gross, D.C.(1993): Syringomycin production among straing®’seudomonas
syringae pv. syringae conservation of thesyrB and syrD genes and activation of phytotoxin
production by plant signal moleculédolecular plant-microbe interactiof, 78-90
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