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1. Uvod

Cilem této prace je stanoveni distribuce genu pxiny coronatin a tabtoxin u
vybranych patovdr fytopatogenni bakterieP’seudomonas syringaédale jen Ps).
Celkem bylo k dispozici 15 sbirkovych a 29 polnigblati, u nichZz byla uovana
distribuce vySe uvedenych toxin

Tato prace vznikla na zakladgrantu 522/07/P338 (Molekularni analyza
komplexniho genomu u patovabakteriePseudomonas syringae navrh DNA<ipu
pro jejich paralelni detekci) Grantové agentdigské republikyreSeném na Ustavu
molekularni biologie rostlin na Akademiid v Ceskych Budjovicich, ktery si klade
nékolik cila. Hlavnim z nich je prohloubeni znalosti o danérgaaismu pro dalSi
zlepSeni kontroly jeho vyskytu v populacich hosgskia vyznamnych plodin. DalSim
cilem je otestovani vhodnosti molekularnich techpito rutinni vyuZziti v rdmci

rostlinolékaské praxe.



2. Literarni prehled

2.1 Patovary bakteriePseudomonas syringae

Ps byla prvre izolovana z nakazeného i@ (Syringa vulgarisL.) M.W.
Beijerinckem v roce 1899 a nasled¢voharakterizovana a pojmenovana C.J.J. van
Hallem. Druhové ozn#ni je tak spojené s hostitelem, ve kterém byladvakpoprvée
nalezena (Hirano and Upper, 2000).

Ps pati mezi pravé epifytické bakterie, které se vyskyha Sirokém spektru
rostlin po celém su#¢ (Kudelaet al, 2002). Je snadno identifikovatelna jako gram—
negativni, pisné aerobni bakterie &ynkovitého tvaru s polarnim &kem (Hirano and
Upper, 2000) naleZejici do gama—gadif Proteobacteria,. Tento druh také fpat
k fluorescentnim pseudomonadam, které s malymmkami produkuji fluoresceni
pigment na King B médiu, pozorovatelny pod U\&teem. Bakterie vytvieji hladké,
sliznaté kolonie na vyZzivném agaru s 5% sachar@zeogvolavaji hypersenzitivni reakci
na tabakovych listech (Olczac—Woltmetnal, 2007).

Bakterialni druhPs je dale taxonomicky rozten podle patogenni hostitelské
preference na taxony nazyvané patovary (Hwaingl, 2005), kterych je znamo vice
nez 45 (Kokoskova, 2006), kazdy z nich mane hostitelské spektrum aizeme zde
nalézt polyfagni i hostitelsky velmi Uzce specialiané zastupce. Patovary jsou navic
roz&leny dle vlastnostiip DNA-DNA reasoci&ni analyze do 9 genomovych skupin
nazyvanych genomospecie (tab.1ji@€laet al, 2002).

Ps produkujectyii zakladni toxiny: coronatin, phaseolotoxin, syongycin a
tabtoxin. VSechnyctyti prispivaji k chlor6ze nebo nekréze (Hwarg al, 2005).
Dulezitym diferencianim biochemickym znakem patowaPs je neschopnost tvorby
oxidazy. Timto znakem se spolu s druhdPseudomonas viridiflaveodliSuji od

ostatnich fytopatogennich a nefytopatogennich pseodad (Kidelaet al, 2002).



Pseudomonas syringapv. apii (Jagger 1921) Young, Dye & Wilkie 1978 (dgkn
Ps. apii)

Ps. apiije bakterie napadajici celer (Westcott and H@8Q1). Na celeru byla
poprvé nalezena v Quebecu vroce 1923 (Sinedrcl, 1961). Poateini priznaky
bakterialni listové skvrnitosti jsou malé, mokvaskvrny, které jsou viditelné z obou
stran listi (obr.1). Léze jsou obvykle omezeny listovymi Zitkiaa jsou hranaté.
Mokvavé skvrny rychle hfdnou a se starnutim vysychaji (Anonymus 2, 2009zeM
také tvdit nepravidelné kruhové rezavé listové skvrny satyphi halo (kruhy)
piilezitostré natolik p@&etné, Ze mohou vyvolat opad tisbbvykle ale jen listy znetwd
(Westcott and Horst, 2001).

Pseudomonas syringagaev. atrofaciens (McCulloch 1920) Young, Dye & Wilki978
(dale jen Ps.at)

Ps.at zpisobuje hidé zbarveni na bazi plev a na stéblech pSenicénaejee,
zejména kdyz od doby metani az do fazecméézralosti trvaji de®veé gehaky
(obr.2,3). Nachylnost pletiv dale zZmg& stoupa od stadia niéé do stadia voskové
zralosti. Skodlivost choroby nebyva velkaigelaet al, 2002).

Tato bakterie byla také objevena ve vzorcich seraenostlin rostoucich

v Severni a $édni Italii (Alexandrova, 2008).

Pseudomonas syringagv. coronafaciens (Elliott 1920) Young, Dye & Wilki#978
(dale jen Ps.c)

Ps.c produkuje tabtoxin a jeffginou bakterialni gloriolové skvrnitosti ovsa a
jednodtloznych rostlin. Choroba se nachazi na celéétésvsude tam, kde je¢ptovan
oves (Barta and Willis, 2005).

Na listovécepeli se tvéi zpatatku sétle zelenécasténé také sétle hredé,
vétSinou ovalné skvrny, velké 1-2 mm. Uptest skvrny, okolo prduchu, je pletivo
vkleslé, pozdji Sedne az hfdne a postughusycha. Na obvodu této malé skvrny je
swtle zelena, poziji Zluta zéna (halo) ohratenacervenohgdym lemem. Chloroticka
zbna se z&tSuje a léze navzajem splyvaji. Skvrny patrné plevach. Zasazen ine
byt i cely klasek. Infikované obilkyskdy vibec nevykkéi (Kadelaet al, 2002).



BakteriePs.ctaké zpisobuje nemoc obili nazvanodagkoladové skvrny*, ktera
byla pivodre prisuzovanas. coronafacienpv. zea(Barta and Willis, 2005).

Pseudomonas syringagv. glycinea (Coerper 1919) Young, Dye & Wilkie 19{t&le
jen Ps.qg)

Fytopatogenni bakteriBs.ginfikuje sojové boby a Zjsobuje bakterialni spalu
(Schenket al, 2006). Na listech nakazenyéts.g se vyskytuje hodhmalych s¥tle
zelenych skvrn (1-2 mm), které jsou obklopené hhithalo. Rednostg produkuje
fytotoxin coronatin (obr.4,5) (Joardar al, 2005).

Pseudomonas syringapv. helianthi (Kawamura 1934) Young, Dye & Wilkie 187
(dale jen Ps.h)

Zpusobuje listovou skvrnitost na sluméci. Skvrny zmisobené Ps.h jsou
hranaté, tmavhnédé, obklopené chlorotickymi halo.de dojit i ke kolonizaci cévnich
svazli, listy jsou pak svra8ke v disledku nerovnowrného fistu vaskularnich a

parenchymatickych pletiv (delaet al, 2002).

Pseudomonas syringgev. lachrymans (Smith and Bryan 1915) Young, Dye & We
1978 (dale jen Ps.l)

Bakterialni hranata skvrnitost listokurky se Bzné vyskytuje ve vSech
péstitelskych oblastech v polnich porostech. Ranékicd ma za nasledekipazny
pokles vynosu a kvality pldd(Kadelaet al, 2002). Na okurkach seipnaky objevi na
listech jako malé, kulaté, nepravid&lkulovité, mokvajici Iéze (obr.6,7). Skvrny se dale
Siti a jsou omezeny&sSimi zilkami, které davaji skvrnam hranaty zjeve Vihkych
podminkach jsou mokvajici skvrny pokryty bilym estem.Casem pletivo zéchto
oblasti vypadavd a zanechava v listech nepravidetnéry (Anonymus 1, 2009).
Chlorotickd a nekrotickd oblast na listechuza byt 20-50 % bez vlivu na
Zivotaschopnost hostitelerdkrasi—li vSak 50 % celkoveé plochy listzpisobi smrt celé
rostliny (Aksoy, 2006).



Pseudomonas syringapv. phaseolicola (Burkholder 1926) Young, Dye & Wiki
1978 (dale jen Ps.p)

Ps.p zpasobuje gloriolovou spalu na fazoli, kterd postihpgrosty v mnoha
zemich (Joardaet al, 2005). Piznaky onemocini jsou typické mokvajici léze, které
se dalSim vyvojem obklopuji Zlutym halo. To byvdiskkdkem produkovaného
phaseolotoxinu s nespecifickyntigdkem (obr.9) (Oguizeet al, 2004). Choroba je
Sirena de&m, ddi se ji v nizSich teplotach a je ragsia v Evrop a v Severni Americe
(Guven et al, 2004). Rvodre malé vodnaté skvrny mohou splyvat, éinout a
vysychat (Kidelaet al, 2002). Listy vadnou a kdnou. Mladé lusky vadnou a netio
semena (obr.8). @has maji rostliny zakié, zkroucené a skvrnité vrcholové listy.
V teplém p@asi jsou skvrny hranatéervenohgdé a bez halo. Skvrny na luscich jsou
cervené az hidé se gibritym povlakem. Semena jsou mala, zvidans krémow
zbarvenymi skvrnami. VSechny pukajici fazole jsoa tato nakazu velmi citlivé
(Westcott and Horst, 2001).

Pseudomonas syringapv. pisi (Sackett 1916) Young, Dye & Wilkie 1978 (dgém
Ps.p)

Bakterialni spéla na hrachu jetgpbends.p Byla ohldSena z mnoha zemi na
celém s¥t¢ a do Velké Britanie byla zawlena z nakazenych semen (Arnadal,
1996). Je znamo 7 ras, které Izéitypodle reakce diferenaiaiho sortimentu hrachu po
inokulaci patogenem. V Evréppievliada rasa 2, nejmé&ne rozsfena rasa 4 a 6. Na
uzemiCR byl prokazan vyskyt rasy 6idévaha rasy 2 je vystlitelna tim, Ze u mnoha
péstovanych odrd chybi gen rezistence R2, kteryspbi antagonisticky pravproti
jedincim z této skupiny.
jsou na stoncich a palistech (obr.10). Lokalizactym piiznaki zavisi na pibéhu
pocasi. Infekce se Bismérem nahoru k paligtn a jednotlivym listkm zpe&enych list.
Infekce kwtnich a plodnich stopek ma za nasledek, agyk(cela kwtenstvi) a lusky
usychaji a odumiraji. Infikovana semena maji poplipku vodnatou skvrnu nebo jsou
scvrkla a hadozZlug zbarvena. Hlavnim zdrojem nakazy jsou semenaélka et al,
2002).
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Pseudomonas syringapv. striafaciens (Elliott 1927) Young, Dye & Wilkia978
(dale jen Ps.st)

Nemoc nazvana jako bakterialni prouzkovitost ovea zpisobena Ps.st
Onemockgni je charakterizovano mokvajicimi lézemi, kteréstaji a z velkych pruh
podél listi se pozdji vytvoii nekrozy. Symptomy postradaji chloroticka halor(bb). |
kdyZz jsou piznaky rozdilné od projév Ps.c jsou tyto d¢ bakterie fyziologicky
nerozeznatelné a jedinou vyjimko®s.st neprodukuje tabtoxin (Barta and Willis,
2005).

Pseudomonas syringgav. syringae van Hall 1902 (dale jen Ps.syr)

Zpusobuje hidé skvrny na listech divoké ryze (Ziziane), skvmgy listech a
fapicich fazole (obr.12,13). Tumory jsou formovaray bylinném vyhonku, listech a
kvétech, ale nikoli na podzemniatéstech. Maly nador vyt¥djici se na listech je
obklopen Zlutou tkani s bakteridlnim slizem vyclighe ve velkém mnoZstvi
z cévnich svazk Mladé listy a lusky mohou byt zdeformované a mkemé. StarSi
tumory na ¥tvich jsou n¢kké, houbovité (porézni), zdddé a pomalu tmavnou

(Westcott and Horst, 2001).

Pseudomonas syringaev. tabaci (Wolf & Foster 1917) Young, Dye & WilkiE978
(dale jen Ps.tab)

Ps.tabse nachazi na tabaku, dgajech, lilku, séjovych bobech a sporadicky se
objevuje ve vSech tabakovych oblastech. Skvrnyistech jsou hédé a obklopené
chlorotickymi halo (obr.14). Choroba se né&j@ objevuje na spodnich listech a ve
vihkém pa@asi se velmi rychle roz$ije. Bakterie petrvava gkolik mésiai po sklizni
ve zbytcich odpadu a v semenech (Westcott and H208tL). Patogen produkuje také
nespecificky tabtoxin, ktery se podili na vznikdachtického halo okolo nekrotickych
skvrn. Ritomnost toxinu lze pokladat za sekundéarni deteantun choroby. Sd¢i o
tom existence mutaits.tah které sice netvd halo, ale #stavaji pro tabak patogenni,

i kdyZz maji nizSi virulenci (Kdelaet al, 2002).
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Pseudomonas syringagv. tagetis (Hellmers 1955) Young, Dye & Wilkie 197&a(e
jen Pa.tag)

Tato bakterie byla poprvé vyizolovand agetis erectaHellmersem roku 1955.
Ve Spojenych statech byla poprvé nalezena v roc&8 Ita slunénici (Helianthus
annug (Krieg, 1997). Zjpsobuje bakterialni skvrnitost na sldn&ich a apikalni
chlor6zu na #kolika rostlinachceledi Asteraceaghwézdicovité) (Westcott and Horst,
2001; Songet al, 2006).

Pseudomonas syringapv. theae (Hori 1915) Young, Dye & Wilkie 1978 (dgkn
Ps.the)

Ps.thezpisobuje bakterialni spalu vyskytujici sedagovniku (Tsuyoshi, 2005).
Vyskyt choroby souvisi s nizkymi teplotami. Na pdw listh se shlukuje a vytié
film, ktery chrani bakterie proti stresovym podmédnk RoviZ produkuje polysacharid
dulezity pro geziti bakterie za suchych podminek (Tomihabal, 2007).

Pseudomonas syringgav. tomato (Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie 1978 l@gen
Ps.t)

Ps.t zpisobuje bakterialni t&ovitost rafete. Vyskytuje se vSude, kde seceqj
péstuje, pravdpodobr proto, Ze je dale prenosna osivem. Patogen napada vSechny
organy rajete. Na listech se objevuji 1-3 mm velké, tmavéemé skvrny, které jsou
obvykle obklopeny vyraznym Zlatzbarvenym halo (obr.15,16). Skvrny na listove
¢epeli mohou splyvat a vyti@t WtSi, souvislé tmayv hnédé nekrotické plochy,
vyskytuji se hlavé na jeho okraji. Vznikaji také nekrotické pruhy podhlavnich a
vedlejSich zilek (Kidelaet al, 2002).Ps.t produkuje coronatin, fytotoxin Agobujici
chlorézu a zakrslost, ten byl potvrzen ve vSech 2Zblatech z rajatovych poli

v Ontariu (Cuppels and Ainsworth, 1995).

Pseudomonas syringapv. ulmi (Suti¢ & Te$ié 1958) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale jen Ps.u)

Ps.u zpisobuje skvrnitost list a spalu vyhonk na jilmu. V deStivém obdobi
muze zmsobovat celkové poéeni listi a vyhonki (Smithet al, 1988).

12



2.2 Toxiny coronatin a tabtoxin

Coronatin je polyketidovy fytotoxin vyliovanyPs, ktery zpisobuje chlorézu a
léze v hostitelskych hikach. Struktura coronatinu napodobuje methyl jasihohen je
duleZitou signalni molekulou, kterou syntetizuji tgt pod biologickym stresem. O
tomto toxinu bylo zji&tno, Ze je spojen s indukci tvorbyinpzeného jasmonatu a
dalSich piblizn¢ 50 geri reagujicich natzna poratni nebo postupujici infekci
(Hwanget al, 2005). Genovy cluster pro coronatin je na roedibstatnich toxiin jako
jediny lokalizovany na bakterialnim plazmidu. Terjdotoxin produkuje rovéZ Ps
artropurpurea(na jilku vytrvalém)Ps.g(na sagji),Ps morsprunorungna peckovinach)
aPs.t(na rafeti) (Cuppels and Ainsworth, 1995).

Tabtoxin je dipeptid vazanyi@s threonin k monocyklickémy—laktamu
produkovanyPs.tah Ps.caPs garcaeTato struktura inhibuje syntézu glutaminu, ktery
je v buik&ch vyuzivan p detoxifikaci amoniaku. (Bendest al, 1999). Po roz8peni
peptidové vazby se uvolni toxicky tabtoxfrtaktamovy kruh, ktery v hostitelské
rostliné zpiasobi chlorézu (Hwangt al, 2005).

2.3 Hypersenzitivni reakce

Hodré gram-—negativnich fytopatogennich bakterii vyvolgwaudké lokalni
nekrézy prostupujici tk@&mi hostitele. Tato ziskana obrana zjgvprogramujici
burg¢nou smrt je znama jako hypersenzitivni reakce (galeHR). Schopnost bakterie
vyvolat HR v nehostitelskych rostlinach nebo patogev jejich hostitelich je zavisla
nahrp genu, ktery mize byt univerzalni ve fytopatogenRseudomonags<anthomonas,
Erwinia aRalstoniaspp. (Denget al, 1998).

Hrp je genovy shluk, kédujici mnoho komponemroteinového systému typu
lll., ktery se zda byt wwjici pro sekreci virulentnich protéinu rostlinnych i
ZivocisSnych patogeln Dewt hrp geni s homologni strukturou vyskytujicich se
u ZivetiSnych patogein Yersinig Shigellaa Salmonellaspp. bylo pejmenovano narc.
Hrp geny byly studovany ®s.syr, Ps.p, Ps.t a Ps(@enget al, 1998).V genovém
shluku hrp bylo identifikovano az 25 gén kazdy se specifickou Ulohou v interakci

s rostlinou. Uloha &kterych ged neni dosud jasna.fi®omnost viech génv hrp—
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shluku je vSak nutnd k tomu, aby bakterie byly gecteobul’ vyvolat HR, nebo zs#t
chorobny proces. Shlukrp byl objeven v letech 1985 a 1986¢tha vyznamnymi
skupinami vedenymi Niepoldem a Lingrenem. Funkge-geni byla potvrzena, kdyz
se podélo pienésthrp—shluk zPs.syrdo burk Escherichia colia Pseudomonas
fluorescens Po klonovani byly tyto bakterie schopné vyvolaR H listech tabaku.
Nestaly se vSak fytopatogeny, schopnost kolonizawstlinna pletiva a Zisobit
onemockni postradaly (Kdelaet al, 2002).

FytopatogennPs vyvolava HR po uvedeni proteinového efektoru dstliiné
bunky skrz sekréni systém typu lll. (oznmvany TTSS). Efektory typu lll. jsou také
piirozenym prosedkem patogenity. #t a patogenezéPs.syr je zcela zruSena
v negitomnosti funkniho TTSS (Abramovitch and Martin, 2004).

2.4 Pouzité molekularni metody

2.4.1 Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza je nejpouzivaisi separéni technika @ izolaci a analyze
nukleovych kyselin a bilkovin. Principem separa@ pgohyb nabitych molekul
v elektrickém poli. Nositeli naboje u nukleovychsigyin jsou negativhnabité fosfatové
skupiny, a proto se nukleové kyseliny pohybuji kwog nabité elektrodl — anod
(Smardeet al, 2008).

2.4.1.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza se provadi ve vhodném gipgiterym je obvykle gel. Gely jsou
tvofeny agarézou nebo polyakrylamidem, které viitedovou strukturu polymernich
molekul s pory. Agarozoveé gely jsou vhodné pro segianolekul nukleovych kyselin o
velikosti zhruba 100 bp — 50 kb, polyakrylamidovélygse pouZzivaji pro separaci
mensSich molekul 10 bp — 1000 bp.

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu je némo un¥rna logaritmu jejich
velikosti. Ri posuzovani elektroforetické pohyblivosti nefélta brat v ivahu velikost
naboje, protoze nukleové kyseliny maji naboj rovéiorozloZzen a jeho velikost je na
jednotku délky stejna. Velikost molekuly DNA (nebagmentu) o neznamé velikosti
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lze tedy stanovit srovnanim jejich pohyblivosti georkem o zndmé velikosti. Po
dokorteni elektroforézy se molekuly DNA snadno zviditelbarvenim vhodnym
barvivem. Pouzivaji se etidiumbromid, ktery poakani UV fluoreskujeterverg, nebo
skupiny kyanidovych barviv s ozéenim SYBR (pod UV zeleny). V obouipadech
jsou molekuly DNA viditelné na gelu jako prouzkygjighZ intenzita je ugrna
koncentraci DNA (Smardet al, 2008).

2.4.2 Polymerazové&etézova reakce

Princip PCR je zaloZen na replikaci nukleovych kysektera je zakladnim
molekularnim procesem vSech Zzivych orgarisnPodstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novyidezci vybranych Usek dvouretézcové DNA ve
smiru 5 — 3 prostednictvim DNA—polymerdzy. Studovany Usek nukleotiglo
sekvence je vymezerfipojenim dvou primet, které se vazou na protilehiéezce tak,
Ze jejich 3konce smituji proti sols.

PCR je proces, ip kterém se v zavislosti na teplotealkéni snesi pravidelr
sttidaji ti kroky, bkéhem nichz probihajitit odliSné @je s odliSnymi naroky na teplotu:
denaturace dsDNA (94°C)fipojeni primer k oddlenym rettzcim DNA (30-65°C) a
syntéza novych fettzci DNA prostednictvim DNA-polymerazy (65-75°C).
Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponedtcigitvai az miliarda kopii
vybraného Useku cilové molekulyieBnost a usiSnost PCR # amplifikaci urcitého
genu neba@asti sekvence genomoveé DNA je zavisla ndipém navrhu obou primér
pii némzZ je teba pihlizet k celkové sekvenci studovaného genomu. rogdti paet
cykli je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNAz@ravidla se pohybuje
v rozmezi od 25 do 35 cykl FxiliS vysoky p@et cyki vyznamri zvySuje mnozstvi
nespecifickych produkt PCR. V gipac, Ze dojde Kast&né denaturaci, molekuly
DNA velice rychle renaturuji, coz vede k nespek#icvazlé primerfi a faleSnym
vysledikiim. Pro PCR jeieba pouze malé mnoZstvi templatové DNA, proto mdhgu
necistoty ve \tSine pripadi odstragny dostaténym naedénim vzorku.

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — Useky Diinované délky o
velikost obvykle desitky az tisice bp, analogiclestrikinim fragmenim, jejichz
piitomnost se v red&ki snEsi prokazuje stanovenim jejich velikosti elektrépou
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v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo ktaivinim nmefrenim mnoZstvi

produktu v redlnéniase (Smardat al, 2008).

2.4.3 Hybridizace

Jako hybridizaci nukleovych kyselin ozwgeme proces vyt¥ani
dvouettzcovych molekul z jedrietzci DNA nebo RNA za fedpokladu, Ze se jejich
sekvence vyzraji c¢ast&énou nebo Uplnou komplementaritou bazi. Principem
hybridizace je odliSna pevnost kovalentnich vaagdtr-€fosfatové kostryettzce DNA a
mnohem slabSich vodikovychistki, které vazou obgettzce dsDNA prosednictvim
parovani bazi. Proto je mozZzné nastavit takové pokiymipi kterych se obdetzce
odctli, ale neohrozi stabilitu kovalentnich vazeb Zdné& nich. Tento proces se
oznauje jako denaturace. Denaturaci DNA Ize snadno hapaaltatim (Smardat al,
2008).

K detekci komplementarnich UseONA testovaného organismu se pouZziva tzv.
molekularni sonda (préba). Sondou jeré dlouhad molekula zri@né dsDNA, ssDNA
nebo RNA o znamé sekvencii#elaet al, 2002). Ri radioaktivnim zné&eni jsou do
sekvence sondy zkenény nukleotidy, obsahujici éktery z radioaktivnich izotap
Signalem sondy je radioaktivni iedi, které lze detekovat autoradiografickyi P
neradioaktivnim zfsobu zn&eni jsou do sekvence sondy zabudovany chemicky
modifikované nukleotidy nesouci reportérskou molekktera umoi#uje gimou (na
zaklac fluorescence) nebo ngmou (detekce protilatkou, na kterou je navazaryenz

nebo fluoresceami barvivo) detekci sondy (Smardaal, 2008).

2.4.4 Sekvenovani

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni primarni stroktineboli pdadi
nukleotidi v molekulach DNA. Zé&kladni pouzivanou metodou jean@erovo
enzymatické sekvenovani s automatizaci.

Enzymaticka metoda vyuZiva DNA, jejiz sekvence ny& $tanovena, jako
matrici pro syntézu komplementarnidiettzci prostednictvim DNA—polymerazy.
Syntéza je zahajena v miskde se fipoji primer pro sekvenovani a uk@na v mist,

v némz je dorettzce lenén misto normalniho deoxyribonukleosidtrifosfatu TdN
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analog dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP). ddNidZz postrada 3'—OH skupinu a
DNA—polymeraza nefite gipojit dalSi nukleotid. Vyznamnym pokrokem ve
stanovovani sekvence DNA enzymovou metodou jegejomatizace. iP ni se pro
separaci reaiich produki, detekci, shromazai dat z reakce a analyzuipdi bazi
pouZivaji pl& automatizované aparatury. Vyhodou je zejména ogthktanoveni.
Automatické sekvenovani ma ve srovnani se stantamirymovou metodouékolik
odliSnosti — syntéza probiha metodou asymetrickie@ P@&rmocykleru s vyuzitim Tag—
DNA polymerazy a k detekci se pouzivdjyii rizné fluorescetni zna&ky. Takto
ozna&ené fragmenty jsou separovany dle velikosti ponm@pilarni elektroforézy a
nasledg detekovany pomoci citlivéhéidla uvnitt automatického sekvenatoru. Délka
takto ziskavanych sekvenci se pohybuje mezi 500 89P0 bazemi (Smardet al,
2008).
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3. Cil prace

1) Vytvoieni sbirky bakteridlnich kultur pochézejicich zetmskych i zahratich
zdroji.

2) lzolace kompletni genomové DNA ze sbirkovych a fmhirvzorki Ps.

3) Stanoveni distribuce genu pro coronatin a tabtmeazi jednotlivymi patovary

bakteriePs pomoci molekularnich technik.
4) Otestovani sbirky metodou PCR.

5) Osekvenovani pozitivhich PCR ampliKoa porovnani ziskanych dat

s vaejnymi databazemi.

6) Priprava neradioaktivhznaené sondy pro hybridiZai testy a jeji testovani.
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4. Material a metody

4.1 Kmeny bakteriePs

Patovary, které byly k této praci pouzity (tab.3)lybziskdny z Belgian co-
ordinated collections of micro—organismSeské sbirky mikroorganisin(CCM) a
sbirky mikroogranisr z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze (RI@&pasob
jejich uchovani je v lyofilizovaném stavu, jenz umeétento vysuSeny material uchovat
v biologicky nenénném stavu, nebo ve zmrazeném stavu v zivhych ofédiil5 %

glycerolu i —60°C. Déle byly k dispozici polni izolaty (tap.3
4.1.1 Kultivace a Zivha média

Kultivace je u vSech patovatotoZna a probihala 48 hodini @5°C (termostat)
na pevném C—médiu. C—médium je sloZeno z 2 g paptbg kvasiiného autolyzatu,
1 g NaCl, 1 g glukozy, 5 g agaru a 200 ml destit@vaody. Dale bylo upraveno pH na
7,2 a sterilizovano autoklavovaniri £21°C po dobu 20 min.

4.2 lzolace bakterialni genomové DNA

4.2.1 |zolace DNA

Bakterialni kolonie byly odebrany po 48 hodinachotpZze je z nich v tomto
stavu DNA |épe izolovatelna nez ze starSich kolonii

Izolace DNA byla provedena pomoci izéi& soustavy neboli kitu PCR kit
Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promegagly postup a jednotlivé
kroky byly provedeny fesré dle ndvodu ploZzeném k této soustavlzolace probiha
pomoci kolonek, jejiz s@asti je upravena membrana, ktera DNA zachyti, pijpl@ni
destilované vody se z této membrany uvolni. Takikana DNA je v dostataém

mnozZstvi &istok. Vyizolovana DNA je uchovavanaip-25°C.
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4.3 PCR

Reakni snes pro PCR bylaifipravena do celkového objemu 15 pl a obsahovala
7,5 ul PPP MasterMixu (Top—-Bio), 1 ul forward gllrevers primeru (Sigma Aldrich),
4,5 ul destilované vody a 1 ul vyizolované DNA (Iy).

Pro kazdy z toxifi byly pouzity jiné dvojice primérs odliSnym amplifikdnim
programem (tab.4). Program amplifikace byl nastavariermocycleru MJ Mini (BIO
RAD). Pro toxin coronatin byla pouzita jedna dvejigprimefi CorCfllF se
sekvenci 5"GGCGCTCCCTCGCACTT 3" a CorCfl1R se se&vB GGTATTGGCGG
GGTGC 3’ (dale jen COR).

Pro toxin tabtoxin byly pouZzity dvdvojice primet. Prvni primer ThlA1F se
sekvenci 5"CTGGTCACTGCGCTAGGC 3" a ThlALR se sekV&CGTGATTGACT
CAGGGCACTAG 3’ (dale jen TBL) a druhy primer TabA&€ sekvenci 5GTGCCA
ATATCCGAAAGCTT 3" a TabAlR se sekvenci 5 ACTTGTCASBATCTCGCAC
3" (dale jen TAB).

Vysledné fragmenty z PCR byly ra#dny pomoci elektroforézy v 1%
agar6zovém gelu (LE agarose, Lonza) s pouzitim O/BE pufru. Elektroforéza
probihala p napeti 120V po dobu cca 60 minut. Na DNA bylo navazamerkalani
¢inidlo SYBR Green, které pod UV &élkuje zeled a umo#uje tak detekci DNA.
Toto barvivo bylo sotasti vkladaciho pufru (Bromphenol Blue/ Xylene CylanVedle
vzorka byl na agarozovy geltglan i DNA marker, podle kterého byly ad&ny
velikosti jednotlivych PCR produkt Elektroforeticka vana bylaéhem samotného
déleni umiséna na orbitalnifepaku pri 50 ot/min pro docileni rovhoémého zakivani
gelu. Po prothnuti elektroforézy byl gel zpracovan dokumeénten systémem Kodak
EDAS 290 a vyhodnocen softwarem Kodak 1D.
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4.4 Hybridizace

4.4.1 Riprava sondy

Sonda byla ppravena pomoci kitu PCR DIG Probe synthesis Kibde
diagnostics) do celkového objemu 25 pl. Ke 13,2/@dy bylo gidano 2,5 ul pufru
MgCl,, 2,5 pul PCR DIG, 5 pl primér(2,5 ul forward + 2,5 ul reverse), 1 ul DNA
(ktera byla pedem ngeckna 9 pul vody s 1 ul DNA) a 0,8 pl enzyme mix.

4.4.2 Dot blot hybridizace

Dot blot hybridizace probihala &kolika krocich:

1. Nylonovou membranu napustit 2x SSC, nanéskyzra vihkou membranu (20 pl
PCR produktu), febyte&nou tekutinu odséat vyvou

2. Fixovat vzorky 20 min. ve flowboxu pod UV neB® min. v peci fi 120°C

3. Prehybridizace 1 hod. 68°C v hybridiman pufru (20 ml)

4. Denaturovat 25 pl sondy 5 min., rychle zchlgatidat do 7 ml hybridizéniho pufru a
inkubovat i 68°C

5. Promyt 2x 5 min. ve 2x SSGi @0°C a 2x 15 min. v 0,1x SSC a 68°C (50ml/10G)cn

—

6. Promyt 1 min. v pufru 1 + Tween 20 (promywvauwir) pii 20°C

7. Inkubovat v pufru 2, 30 min. n&pace @i 20°C (100 ml)

8. Reakce s anti-DIG—AP IgG (zkumavka 3 v kitggné 1:5000 v pufru 2, 30 min. na
trepace @i 20°C (2ul konjugéatu + 10 ul pufru 2)

9. Vymyt 2x 15 min. pufrem 1#p20°C

10. Stabilizovat 2 min. v pufru 3

11. Barevna reakce: 200 pl X fosfatu + NBT ve 2Quoftu 3

12. Promyt membranu 5 min. v pufru 4

Presné sloZeni jednotlivych puffe uvedeno v filoze (tab.5).
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4.5 Sekvenovani

Sekvenovani bylo provedeno ve specializovanériedsku na Ustavu
molekularni biologie rostlin Akademieéd vCeskych Budjovicich. Produkt PCR,
ktery mel byt osekvenovan, byl nejprveggisttn pomoci PCR Kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promegajed®teni produktu bylo provedeno dle navodu
vyrobce. Reatni smés na sekvenci obsahovala 2 ul templatu (25pg), dripderu, 13
ul vody. Primer byly nediny do vysledné koncentrace 3,2 pmol (15 pl vodypd 1

primeru).
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Izolace bakterialni DNA

Izolace bakterialni genomové DNA pomoci Wizard S\en@mic DNA
Purification System (Promega) byla naprosto dugiei a nebylo tedy pétba DNA
purifikovat jinymi postupy. Takto ziskand DNA byla dostaténém mnozstvi,
koncentraci gistot (OD,go280> 1.9) pro nasledujici aplikace.

5.2 Distribuce geri pro toxiny coronatin a tabtoxin

Metodou PCR byly v naSi sbirce s pouzitim primemo gen coronatinu
pozitivré detekovanyit patovary (pv.glycineg tomatoa ulmi). Tento vysledek je ve
shod s pedchozimi pracemi (Bendest al, 1999), které se zabyvaji fytotoxiny
vyskytujicimi se uPseudomonas syringa€oronatin by dle nich &y produkovat
bakteriePseudomonas syringgw. atropurpurea Pseudomonas syringg®. glycinea
Pseudomonas syringagv. maculicola Pseudomonas syringagv. morsprunoruma
Pseudomonas syringapv. tomato Z tchto patoval byly k dispozici pouze pv.
glycineaa pv.tomatao U obou &chto patovatr byla potvrzena iftomnost genu pro
coronatin pomoci PCR. Vysledny produkt odpovid&pokladané velikosti 655 bp.
Zcela novym zji&tnim je pozitivni ndlez u bakteriesseudomonas syringgav. ulmi
(produkt roviZz 655 bp). Tento vysledek neni moZno porovnat ygjinpracemi.
Pravdpodobrg je to zmisobeno velkym zajmem za&benym na velmi devastujici
houbovou infekci (grafidza jilmg Ophiostoma novo—ulinpostihujici tohoto hostitele.
Je tedy pravgpodobné, Ze molekularni analyza genu virulencegaronatin ani pro
jiny toxin u tohoto patovaru nebyla zjgvana.

PCR analyzou genu pro tabtoxin byla detekovana ghomnost pouze u pv.
tabacii, jehoz produkt dosahovalippouziti primeru TAB 1020 bp a primeru TBL 830
bp. Na rozdil od naSich vysletllse dle jinych autdr (Benderet al, 1999) tento toxin
muze vyskytovat je$t pv. garcae ktery nebyl sotésti naSi shirky a u pv.
coronafaciensVzhledem k tomu, Ze se nam nepd@databtoxin u pv.coronafaciens

detekovat, rozhodli jsme se toto negativni 2figtjest owiit. Pouzili jsme vysledky
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ze studie genetické variability jednotlivych pataya ktera také probiha v nasi
laboratdi. Pomoci &chto dat a vysledk se nAm poddo zjistit, Ze sbirkovy kmen
BCCM/LMG 5060, ktery jsme povazovali Bseudomonas syringge. coronafaciens,
vykazuje velmi podobny geneticky profil s psyringae a to se vSemi dvojicemi
primeri pouzivanych p metod rep—PCR (Rademaker amtuijn, 1997). Podazni
bylo rovreZ potvrzeno srovnanim sekwarich dat z gein16S, ITS 16-23S a GyrB (tato
data budou zwvejréna jako sotiast jiné prace). Dikyémto vysledkm Ize s velkou
pravdEpodobnosti tvrdit, Ze determinace sbirkového knigm& provedena nesprava
celou dobu jsme pracovali s myringae(ktera tabtoxin neprodukuje). Tento fakfrpo
ukazuje na obtiznproveditelnou spolehlivou identifikaci taktéipuznych organisina
na potebu jejiho zlepSeni. NaSe tvrzeni budegjpstvrzeno dalSimi testy.

U polnich izolat nebyl pomoci PCR zachycen ani jeden zigen

COR BA TBL

s
. S
[
JEINET € © CIm
b

...J--.

13 5 7 9 11 13 15 M 3 5 7 9 11 183 M1 3 5 7 9 11 13 15

-7‘
"
-

1- negativni kontrola, 2—16 — vzorkg.s(poradi dle tab.2), M— 2 log ladder (NEB)
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VySe uvedené zdéwy byly potvrzeny i pomoci dot blot hybridizace.p¥pact
toxinu coronatinu se vyskytl pozitivni signél u patrofaciens Mohlo zde dojit

k cast&éné homologii mezi zri@nou sondou a bakterialni DNA.

‘] ®
. “. Y . .

1A — negativni kontrola; 1B—4A — vzorky 1-15 (dib1l); 4C — pozitivni kontrola (COR)/negativni
kontrola (TAB); 4B,4D,4E — pozitivni kontrola

N

5.3 Sekvenovani ziskanych gén

Pozitivni vzorky ziskané amplifikaci genu pro cabn a tabtoxin byly
osekvenovany zacélem porovnani vzajemné genetické podobnosti arpenv jejich
pravosti srovnadnim s ¥ejnymi databazemi. VSechny sekvence pro dany toxin
vykazovaly vysokou homologii (t&h 100 %) jak mezi sebou, tak po porovnani

S jinymi daty.
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6. Zaver

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Byla vytvarena sbirka patovaiPseudomonas syringae

Ziskané izolaty byly metodou polymerdzovwétizové reakce a Dot blot
hybridizace podrobeny skriningu nditpmnost genu pro toxiny coronatin a

tabtoxin.

Izolace kompletni genomové DNA byla provedena pdnipalatni soustavy
Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega)vykazovala

vyborné vlastnosti.

Molekularni metodou PCR byly jako pozitivni pro guici coronatinu zjighy
fytopatogenni bakteriePseudomonas syringa@v. glycinea Pseudomonas
syringae pv. tomato a Pseudomonas syringapv. ulmi. Gen pro produkci

tabtoxinu byl zjis¢n u fytopatogenni bakterleseudomonas syringge. tabaci

Ziskané PCR amplikony byly osekvenovany ve spedafiném sedisku
Akademie ¥d v Ceskych Budjovicich. Ze ziskanych dat bylo mozné potvrdit
jejich genetickou podobnost a pravost v porovnamérginymi databazemi.
Zjisténé sekvence pro toxiny coronatin a tabtoxin vykahpwuénmei 100 %

homologii.
Pro hybridizéni testy byla fipravena pomoci kitu DIG Probe synthesis Kit

(Roche diagnostics) neradioaktévznaiena sonda, ktera byla déale testovana

s jednotlivymi vzorky. Vysledky se shodovalymi ziskanymi metodou PCR.
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8. Priloha

8.1 Tabulky

Tabulka¢.1: Genomové skupiny

Genomova skupina Patovar

[EEN

atrofaciens

pisi

syringae

glycinea

lachrymans

phaseolica

tabaci
ulmi
apii
coronafaciens

tomato

striafaciens

helianthi

tagetis
8 theae

zdroj: <http://ijs.sgmjournals.org/cgi/reprint/20469>
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Tabulka ¢.2: Pouzité bakterialni kmeriseudomonas syringae

Kmen

Patovar

BCCM/LMG 2132

apii

BCCM/LMG 5095

atrofaciens

BCCM/LMG 5060

coronafaciens

RICP 7001 glycinea
BCCM/LMG 5067 helianthi
BCCM/LMG 5070 lachrymans
BCCM/LMG 2245 phaseolicola
BCCM/LMG 5079 pisi

BCCM/LMG 2330

striafaciens

CCM 1247 syringae
BCCM/LMG 5393 tabaci
BCCM/LMG 5090 tagetis
BCCM/LMG 5092 theae

RICP 100 tomato
BCCM/LMG 2349 ulmi
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Tabulka ¢.3: Polni izolatyPseudomonas syringae

Pseudomonas syringge. syringae CRI 8064
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8065
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8066
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8067
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8068
Pseudomonas syringae CRI 8069
Pseudomonas syringae CRI1 8070
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8071
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8072
Pseudomonas syringge. tomato CRI1 8073
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8111
Pseudomonas syringae CRI18112
Pseudomonas syringae CRI 8113
Pseudomonas syringae CRI1 8114
Pseudomonas syringae CRI1 8115
Pseudomonas syringae CRI 8116
Pseudomonas syringge. tomato CRI18117
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8118
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8119
Pseudomonas syringge. tomato CRI1 8120
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8121
Pseudomonas syringae CRI18122
Pseudomonas syringae CRI 8123
Pseudomonas syringae CRI1 8124
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8125
Pseudomonas syringge. tomato CRI 8126
Pseudomonas syringae CRI1 8127
Pseudomonas syringae CRI 8128
Pseudomonas syringge. tomato CRI1 8129
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Tabulka ¢.4: Programy jednotlivych primémastavené pro program PCR

COR TAB TBL
Kro | Teplota Teplota Teplota

K (°C) Cas (°C) Cas (°C) Cas
1 95 3 min. 95 3 min. 95 3 min.
2 93 1 min. 93 1 min. 93 1 min.
3 60 30s 53 30s 58 30s
4 72 55s 72 1 min. 72 50 s

od 2. opakovat cyklus| od 2. opakovat cyklus| od 2. opakovat cyklus
5 25x 25x 25x
6 72 10 min. 72 10 min. 72 10 min
7 4 — 4 — 4 —

Tabulka ¢.5: Slozeni jednotlivych puiirpouzitych pi hybridizaci

20x SSC 100 ml
3M NacCl 17,53 ¢
0,3M citronan sodny 8,82 ¢
pH 7
Pufr 1 11

0,1M kys. maleinova 116 ¢
0,15M NacCl 8,76 ¢
pH 7,5
Pufr 2

1% blotovaciho pufru 1

Pufr 3 0,51

1M Tris 6,059
3M NacCl 2,92 ¢
0,5M MgCI2 5,839
pH 9,5
Pufr 4 250 ml
1M Tris 2,5 ml
0,5M EDTA 0,5 ml
pH 8
Hybridiza ¢ni pufr 250 ml
20c SSC 62,5 m
10% blotovaciho roztoku| 25 m)|
10% laurylsarcosyl 2,5m
10% SDS 0,5 ml
Promyvaci pufr

Pufr 1 250 ml
Tween 20 0,75 mj
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8.2 Obrazky

Obrazeks.1: Ps.apii
zdroj: <www.omafra.gov.on.ca/.../facts/00-093f4.jpg>
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Obrazek:.2: Ps.atrofaciens
zdroj: <www.meleigi.com/3/br/1.files/image002.jpg>
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Obrazek:.3: Ps.atrofaciens
zdroj: <http://www.seedquest.com/News/releases/Z@d@&mber/24384.htm>

Obrazeks.4: Ps.glycinea
zdroj: <http://www.infonetbiovision.org/res/resét/1402.400x400.jpeg>
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Obrazek:.5: Ps.glycinea
zdroj: <http://www.lgseeds.com/LG_Tech2/soy_baelbtight.asp>

Obrazeke.6: Ps.lachrymans
zdroj: <http://www.avrdc.org/LC/cucurbits/angulanti>

Obrazeke.7: Ps.lachrymans
zdroj: <www.forestryimages.org/search/action.cfnaPStL&qg=cooperative>
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