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1. Uvod

Pseudomonas syringagan Hall 1902 (dale jeR9) je vyznamnym bakterialnim
patogenem parazitujicim na Sirokém okruhu rosBEmmse rozdluje do patoval, podle
hostitelskych drui rostlin. Existuje 48 patovarPs, které mohou zpsobovat #zné
symptomy.

Tato prace vznikla na zakladgyrantureSeném na ustavu molekularni biologie
rostlin Akademie ¥d Ceské republiky, ktery ma za cil molekularni analyzu
komplexniho genomu patovarPs. Nejprve byla stanovena geneticka variabilita
u ¢eskych i zahragnich izolati Ps pomaoci technik rep—PCR a PFGE. V dalSi fazi bylo
studovano rozgéni vyznamnych faktdar virulence (geny pro tvorbu toxij v ramci
studované populace. Posledni fazi tohoto projektlokalizace a navrZzeni vhodnych
sekvenci pro design jednoduché diagnostické teghpik determinaci jednotlivych
patovat Ps (oligonukleotidovy DNACIp).

Tato prace je saasti grantu. 522/07/P338 Grantové agentdigské republiky
a vysledky budou pouzity pro dalSi vyzkum, kterynide doplnit a rozgit znalosti o
tomto vyznamném bakteridlnim druhu. Diky tomu butt®Zné navrhnout spolehlivé a

relativré jednoduché zjsoby detekce patogém rostlin.
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2. Literarni prehled

2.1. Popis patovat

Pseudomonas syringaean Hall 1902 tv&i rovné nebo mimh zahnuté kratké
ty¢inky o velikosti 0,5-1 x 1,5-5 um s jednim neboevigolarnimi biiky. Je to
gramnegativni, nesporulujici bakterie se stikiarobg respir&nim metabolismem.
Kolonie jsou nejastji Sedobilé, piihledné. Obsah C a G bazi v DNA je 58—-60 %.

Rod Pseudomonapati do ¢elediPseudomonadaceaktera je Gama—pokitiou
ttéidy Proteobacteria odbbni Gracilicutes. DrutiP. syringeje rozdlen do 48 patovar
podle jejich patogenity a hostitelského okruRu.syringaeje schopna vyt rizné
druhy symptoni zavisejicich na druhu hostitele a raiséikazy (Feikt al, 2005)

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

Psapje pavodce bakteridlni spaly celeru (Simaetl al, 1961). Skvrny maji
hranaty tvar, jsou malé, vodnaté, rezavé, se Zlupystencem okolo — tzv. halo.
Postupg se vysuSuji a hanou. Vyskytuji se pouze na listech, kterélgZitostré

odumiraji, ale $tSinou jsou pouze znettené. (Westcott and Horst, 2001).

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

Psa zpisobuje bakteridlni lwlnuti bdze plev obili (Obr.1) (pSenice¢ijeene,
ovsa, Zita, tritikale) a trav (Bradbury, 1986). @athoroba, &na v mnoha oblastech,
kde se pstuje obili, je povazovana za hlavni bakterialnorobu obili ve sedni
a vyhodni Evrop. V Bulharsku byly zaznamenany ztraty na vynosui @a 5 do 60%.
Pfiznaky se projevuji zémou barvy na bazi plev a tmavymi nekrotickymi prumgy
listech a stoncich. (Tobest al, 1989).
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Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott 1920) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale jenPsc)

Psc produkuje tabtoxin, ktery Zigobuje bakterialni gloriolovou skvrnitost
ovsa (Obr.2) a jedneétbZznych rostlin (Elliott, 1920; Sinden and Durbid970).
Gloriolova skvrnitost byla pozorovana celéswe v oblastech, kde seégtuje oves
(Muller, 1964; Wilkie, 1972; Harder, 1973).ckoliv je tato bakterie nyni znama jako
Pseudomonas syringgev. coronafaciens byla poprvé izolovana a charakterizovana
Z ovsa, izné druhy této bakterie byly pozorovany i na jin)dvach a obili, etre Zita
(Secale cerea)ea bojinku l¢niho Phleum pretenggTaylor et al, 1971; Cunfer and
Schaad, 1976). Bakterialniiyodce nakazy swepu stoklaséhoBfomus secalinys
(Reddy and Godkin, 1923) je praymbdobré také Psg protoze izolaty z této rostliny
byly schopny vyvolat nakazu u ovsa (Reddy and GudkP23; Kingsolver, 1944).
Navic bakterie, ktera #igobuje onemocmi obili zvané ,chocolate spot* bylaiypodng
uréena jakoP. coronafaciengv. zeag protoze je z hlediska fyziologie a produkce
toxini nerozeznatelnd od gloriolové skvrnitosti ovsa @Rib et al, 1977). Tyto

bakterie jsou nyni povazovany za totozné, jBko(Schaad and Cunfer, 1979).

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

(Sinclair and Backman, 1989). Onem&chje rozsteno celosttové a zavazi se
projevuje v chlad&Sich oblastech (Ross, 1987). Na listech se objevajé, hranaté,
vodnaté skvrny obklopené nazelenalym Zlutym pr&ten¢Obr.3). Nakazené mladé
listy byvaji chlorotické a zakrslé. Na starSichtdeh se mohou rozéivat tmaveé
nekrotické skvrny, které pozj srustaji a davaji tak listu ,otrhany” vzhled (Wolf,
1920). Patogen jeipnosny osivem, kteréie byt scvrklé a odbarvené (Tisseltial,
1980)

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

Listova skvrnitost bakterialniho tpodu se na slugeici objevuje jen
sporadicky. Skvrny zjsobenéPshjsou hranaté, tmahnedé, obklopené chlorotickym

halo (Obr.4). Mize dojit i ke kolonizaci cévnich svagklisty jsou pak svrasté
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v disledku nerovnorrného fistu vaskularnich a parenchymatickych pletividila
et al, 2002).

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

Bakterialni hranata skvrnitost lisbkurky se vyskytuje v porostech okurky, ale
také tykve a melounu. &n¢ se vyskytuje ve vSecheégtitelskych oblastech v polnich
porostech, mé&hcasto ve sklenicich. Symptomy této choroby jsou d&gnvodnaté,
pozdsji hnédé skvrny, které nasledivysychaji a dkdy vypadavaji (Obr.5). Na stoncich
afapicich jsou &kdy vodnaté skvrny pokrytélavym exudatem. Patogen jéeposny
semenem a fize také pezimovat v rostlinnych zbytcich hostitelskych rvs{Kudela
et al, 2002)

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Burkholder 1926) Young, Dye & Wilkie
1978 (dale jenPsph)

Psph je pivodcem bakterialni gloriolové spaly fazoli?h@seolus vulgar)s
Typickymi piiznaky jsou malé, nepravidelné, trdaxodnaté skvrny na listech a luscich,
casto obklopené stle zelenym nebo naZloutlym prstencem — halo (Qbr.6
zpisobenym phaseolotoxinem td#ela et al, 2002). Podobh jako u ostatnich
fluorescentnich pseudomonad inky Psph jsou pokryty slizem slozenym hlayn
z extracelularnich polysachaiidEPS) levanu a alginatu (Rudolph, 1995; Hettwer
al., 1997). Nkteré studie ukazuji, Ze alginat produkovany fytogannimi
pseudomonadami dgobi jako faktor virulence, ktery poskytuje enkdpsanym
bakteriim ochranné prdastdi a je zodpasdny za vodnaté typy symptdmma infikovanée
tkani rostliny (Gross and Rudolph, 1987; Rudaodplal, 1994)

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

Bakterialni spala hrachu je ekonomicky vyznamnyrogenem, zfisobujici az
30% ztraty. Symptomy se vyskytuji na vSech nadzemorganech, ale ngsgji na
stoncich a palistech. T¥iovodnaté, pozji olivové zelené az purpurové éé skvrny,
které se §i smrem nahoru k paliém a jednotlivym lisim (Obr.7). Zilky hdnou az

¢ernaji. Roz&i—li se infekce po celé rostBnmize dojit k jejimu uschnuti a odiiemi.
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Za suchého teplého pmsi se mize infekce zastavit. Patogen jéeposny osivem,
piicemz vigjSi kontaminace neni rozhodujicii#éelaet al, 2002).

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

Onemocgni zvané bakterialni pruhovitost ovsa jeugpbenaPsst Toto
onemockni je charakterizovano jako vodnaté léze, ktetféstaji a vytvéi podlouhlé
pruhy podél Zilnatiny lisi, které nekrotizuji (Obr.8). Symptomy postradajiocbtické
halo. Ackoliv jsou piznaky nakazy vyvolané touto bakterii velmi odliSoé tch
zpisobenych Psg jsou fyziologicky nerozeznatelné az na jednu naigi: Psst
neprodukuje tabtoxin (Elliott, 1927; Schaad and f€yn1979). Nkteré odady ovsa
vykazuji stejny stupevnimavosti k pruhovitosti, jako ke gloriolové shitosti. Nektere
spontana mutovanéPsg které ztratily produkci tabtoxinu, t¥iostejné symptomy jako
Psst(Elliott, 1927).

Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902 (dale jenPss)

Psszpisobuje onemocami na mnoha druzich rostlin (Obr.9), ale jen spelcf
forma této bakterie Zisobuje bakterialni skvrnitost fazolBss muze fist na povrchu
rostliny, Wetné puklych a vyschlych zrn, aniz by igobovala nakazu. Bakterialni
skvrnitost na fazoldasto nastane po rozmachu epifytické populace. Vilkgata a jiné
plevelné rostliny byly pozorovany jakorgzimujici zdroj nakazy. Nedavny vyzkum
napovida, ze plevelné rostliny nejsou tak vyznammagmjem patogena, jako samotné
poskliziové zbytky fazolu. Patogen se rdp§e deStm a zavlazovacimi pasky.
Bakterie se taktéz fiie roz&ovat nd&adim pouzivanym na postizenych polich a lidmi
nebo zviaty, kt&i se po &chto polich pohybujiPssmize gezivat i na osivu fazolu.
Pfenos osivem &Sinou zapicinuje zaviéeni bakterie na nova mista, zatimco

poskliziové zbytky jsou spiSeiginou rozsfeni epidemie (Jones, 2006).

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

Pstab je pivodcem listové skvrnitosti tabaku (Obr.10). Prodektabtoxin
(strukturalni analog metioninu), ktery se podili viniku chlorotickych halo okolo
nekrotickych skvrn. Existuji vSak mutamstah kteri chlorotické halo nevytu@ji, ale

zastavaji pro tabék patogenni, i kdyZz maji nizSileingi (Kidela, 2002).
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Pseudomonas syringae pv. tagetis (Hellmers 1955)Young, Dye & Wilkie 1978 (dale
jen Pstag)

Pstag byla poprvé popsana E. Hellmers (1955) jako charadrického
aksamitniku Tagetes er6td.). Od té doby byla izolovana z francouzského aksdku
(T. patulaL.), slun&nice ra@ni (Helianthus annuus..), slun€nice hliznaté Ambrosia
tuberosa L.), smetanky léki@ské (Taraxacum officinaleL.), ambrozie pienolisté
(Ambrosia artemisiifolial.) a dalSich h&zdicovitych rostlin. Bakterie byla izolovana
v U.S.A, Kanad, Australii, Mexiku, Jizni AmericeCeské a Slovenské Republice, kde
je i hojrg roz8tena (Johnson and Wise, 1991). Nejvygg&in charakteristikou
onemockni zpisobenéhdstagje apikalni chloréza, Zigobena porusenim chloroplhast
tagetitoxinem (Mathews and Dubrin, 1990). Nicthére vSechny bakterialni patogeny
identifikované jakoPstag produkuji tagetitoxinin planta (Rhodehamel and Dubrin,
1989).

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

Psth zpisobuje spalu vyhorik¢ajovniku. Nejlépe rozeznatelnym symptomem
jsou widky na vyhoncich, kde bakteri¢gezimuje. Pokud jsouiidky rozseknuty, jsou
viditeIné hrédé pruhy zasahujici do zdravé tkam Sikeni nakazy dochéazi vytokem
lepkavé tekutiny po rostlin ZasaZzenéasti rostliny se propadavaji, &unou a vihnou.
Po rekolika tydnech vyhonek neboétev nad vidkem odumie. Studené, vihké jaro

a silny vitr napomahaji ki&ni patogena. (Zeiss and den Braber, 2001)

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

Kmen DC3000, ktery byl neddvno osekvenovan v Thaitte of Genomic
Research (TIGR), je modelovym organismem pro mdéki studie v oblasti interakci
patogen—rostlina (Buellet al., 2003). V girozeném prosedi patogen Zjsobuje
bakterialni skvrnitost ragte, ale mZe infikovat i Arabidopsis thalianaa rekteré
brukvovité rostliny (Whaleet al.,1991).

Rozvoj choroby podporuji nizké teploty &tné jarni srazky, které mohou

v

malé (1-2 mm v @iméru), vodnaté, tmayv hnédé azcerné skvrny, rozvijejici se na
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mladych listech. Poz§i se skvrny na starSich listech a plodecktziva splynoug¢imz
zpisobi jejich seschnuti a odbarveni (Obr.11). N ja999 a 2000 bylo ztaé
rozSteni této choroby zaznamenano ve vychodni Anatoliurecku, kde zfisobila
zavazné Skody na sklizni &ag. (Sahin, 2001).

Klicovym faktorem patogenitfPst a mnoha dalSich rostlinnych a Z&&nych
bakterii je sekréni systém typu lll, ktery dopravuje produkty gevirulence dovnit
hostitelskych bugk. Hrp/hrc mutantyPst které postradaji furdki sekréni systém typu
[, ztraceji svoji schopnost vyvolat hypersenazifiveakci v nehostitelskych rostlinach

a patogenitu v hostitelskych rostlinach. (Collreeal.,2000).

Pseudomonas syringae pv.ulmi (Sutic and Tesic 1958) Young, Dye and Wilkie
1978 (déale jenPsu)

Psuje pavodcem listové skvrnitosti a spaly vyhdnka jilmech. Projevuje se ve
form¢ malych nekrotickych skvrn se Zlutym prstencem iste¢h a vyhonech. Je-li
béhem vegetace vlhko, i@e dojit az k odumirani strdm Psu muze vyvolat

hypersenzitivni reakci na i listech tabaku &etg (Moormaret. al 1988).

2.2. Pouzité molekularré biologické metody

2.2.1. Makrorestrikéni analyza a pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Metoda ziskani intaktni genomové DNA preely restrikcni analyzy je zaloZena
na imobilizaci bakterialnich bgh v agar6zovém bltku, ve kterém $ izolacnich
a purifikatnich krocich nedochazi k mechanickému #@eini nukleové kyseliny. Takto
ziskanA DNA je &pena pomoci vhodnych res#iich enzymi produkujicich
fragmenty ve velikostech 50 kbp az 2 000 kbp, kiso@ nasled& separovany pomoci
PFGE.

Metoda PFGE je zaloZena na pohybu DNA v agarézogéin a umoiuje
separaci fragmeatDNA o velikosti od 10 kbp do 10 000 kbp. Mipehu elektroforézy
migruje DNA nad 30-50 kbp stejnou rychlosti bezedil na velikost. Na gelu se tato
projevi jako jediny, velky, rozptyleny soubor fragnti. Nicmére kdyZ je DNA nucena
ke zneEn¢ smeru v prabéhu elektroforézy, fragmentyizné velikosti se v tomto souboru

zanou rozaélovat. S kazdym feorientovanim siru elektrického pole &i gelu se
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mensi useky DNA zmou pohybovat v novém simu rychleji, nez Useky&Si. Tak se
vétSi fragmenty opafuji a z&nou se odélovat od mensSich.

Vyuziti PFGE je iznorodé. Zahrnuje klonovani dlouhych rostlinnych Akl
pouziti ungle vytvareného kvasinkového chromozomu (yeast artificiaboiosome —
YAC) a klonovaciho vektoru P1 (Ecker, 1990); idBkdici polymorfismu délky
restrikknich fragment (RFLP) a tvorbu fyzickych map; zji@vani in vivo
chromozomalnich zlotna degradaci (Eliagt al, 1991); a zjisovani p@tu a velikosti
chromozonid (,elektroforeticky karyotyp“) kvasinek, hub a pai# jako Leishmania,
Plasmodium a Trypanosoni&ibson, 1986).

NejpouzivaijSimi technikami, které pro z¢nu elektrického pole pouzivaji thly
mensi nez 180° jsou ,,Contour—clamped homogeneeutriel field* (CHEF), ktera byla
pouzita i v naSemifpadt, ,rotating gel electrophoresis* (RGE), ,transvesdtrnating
field electrophoresis” (TAFE) a podobna ST/RIDEfhyto systémy vyZaduji specialni
elektroforetické vany se specifickymi elektrodakteré jsou napojeny na elektronickou
kontrolu pro pepinani uhl a programovanidnu elektroforézy. CHEF a RGE udrzuji
homogenni elektrické pole v kombinaci s horizoritdlngelem. CHEF rni sner
elektrického pole elektronicky a ke #nd¢ sméru putovani DNA vyuZivd zemu
polarity v sad elektrod. U RGE je elektrické pole stalé. Pro gmBNA jinym snérem
se zde otéi gel. TAFE a ST/RIDEtm pro vznik rovnych drah powsji komplikovanou
geometrii mezi elektrodami a vertikélomisténym gelem.

Pro zvySeni rozsahu o&dvanych velikosti a zlepSeni rozliSeni dlouhych
fragmeniti DNA je poteba mensi Uhel ziny sneru migrace, ktery je mezi 96 a 140°,
piicemz 120° se pouziva ®eptji. MenSi uhly (nap. 100°) zvySuji mobilitu DNA,

zpravidla bez &sSiho vlivu na rozliSeni fragment Minimalni uhel je pblizn¢ 96°.

e

2.2.2. DNA sekvenovani

Za poslednich 10 let préihla mikrobiologie revoluci diky moznosti levného
a vykonného sekvenovani. Neni to davno, kdy klondb@asekvenovani cilového genu
zabralo ndsice az roky. Nyni je tento proces nahrazen rychpyohledanim vejne
piistupnych databazi. Nejedna se o jedinou inovderakby takovou technologickou
zmeénu zapdala. Ve skuténosti se chemicka podstata sekvenovani DNA za gokll

30 let nezmnila. Pokrok je zde pohé&n velkymi sekvenovacimi centry, ktera
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industrializovala Sangerovu metodu sekvenovani. l&j&dn &inkem je pesun
velkokapacitniho sekvenovani z malych labatiatyelka wtSina sekvegnich dat je
v sowtasné dob ziskavana velkymi genomovymi centry. (Hall, 2007)

Sangerova metoda sekvenovani je zaloZzena na syDbdZena jednovlaknovém
templatu a nahodné inkorporaci dideoxynukleintidTy jsou stejné jako
deoxynukleotidy, ale postradaji hydroxylovou skupima 3‘ konci. Dideoxynukleotid,
ktery je v malém mnoZstvi ffpomen v reakci, rfive byt DNA polymerazou
inkorporovan do prodluzujiciho se vlakna DNA. Dilpsenci hydroxylové skupiny
vSak nedoché&zi k dalSimu prodluzovani vlakna. Ta&teytvd&en soubor fragmedt
riznych délek. Ta odpovida mistidepuSeni syntézy. StarSi techniky vyZadttjiti
reakce pro kazdy templat (Sanggral, 1977). Kazda obsahuje jiny dideoxynukleotid
(A,C,T,G). Reakce jsou nasledpustny na gelu, pro identifikaci délek jednotlivych
fragmenti. V devadesatych letech 20. stoleti byla metodakadalena ozngnim
dideoxynukleotid raiznymi fluorescetnimi barvivy (Proberet al, 1987). Metoda tak
muze probihat vjedné reakci. Prvni sekwemapristroje pouZzivaly tuto techniku
v kombinaci s fistroji pro automatické c¢teni  fragment oddilenych na
polyakrylamidovém gelu. PoZfl byly gely nahrazeny kapilarami. Tim se doséhlo
zjednoduSeni separace a zvyseni détleni (Madabhushi, 1998). Za poslednich 10 let
se piimérna délkasteni zvysila z cca 450 bp na asi 850 bp.

Sangerova metoda je stale velti@sto pouzivana, avSak v posledni dde
rozsSkuje tzv. 454 sekvenovani (podle 454 Life Scienc&skhnologie je zaloZena na
amplifikaci molekul DNA na kapkach v emulzi (emulzZACR). Po amplifikaci jsou
kapky vsazeny do specialni nadoby, kde probihalgiafgpyrosekvenovani. Ziskané
sekvence se zpracovavaji pomoci vykonnyactitptii. Metoda umoituje osekvenovani
25 Mbp za 4 hodiny sipsnosti 99 % (Marguliest. al,2005).

2.2.3. DNACZipy

DNA ¢ipy (microarray) je technologie pouzivan&egevsSim v molekularni
biologii a medicig. Je zaloZzena na umist mnoha mikroskopickych kapek DNA
oligonukleotidi na specialni povrch. Mohou to byt kratké Usekyidgerebo jinécasti
DNA, ktera je pouzita jako préba pro hybridizaccBNA nebo cRNA vzorkem.
Existuje rekolik zpiasohi vyroby DNA ¢ipu. Dvéma hlavnimi jsou ,tigné cipy"
a ,oligonukleotidov&ipy* (napt. firma Affimetrix).
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U tisténych cipu“ muze byt prébou oligonukleotid, cDNA nebo maly PCR
produkt. Vytvdené préby jsou pak ,ti&y“ na sklo. To je ¥tSinou provadno
specialni jehlou ovladanou robotickou rukou. Prgbgu naneseny v pozadovaném
poradi a tvdi urcity profil. Tento zgisob je finadné méreé narany acdip tak mize byt
piipraven pro kazdy experiment zwas za pouziti vlastniho vybaveni.
»Oligonukleotidovécipy” jsou vyrakény syntézou oligonukleotidovych proliimo na
povrchu ¢ipu. DNA ¢ip tak miZze obsahovat az 2,1 milionu prob, v zavislosti na
zpasobu vyroby. Tento Zisob je vSak velmi nakladny a jeho vyuziti v ranétotprace
se nepedpoklada.

DNA vzorku je fluoresceiné ozna&ena a za iedepsanych podminek
hybridizovana na DNAipu. Cip je analyzovan na microarray scanneru, kteryréame

urcité vinové délky detekuje excitovanou fluorescgBammleret al,2005).
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. Cil prace

. Zjisténi velikosti genomu patovarPseudomonas syrigaestrikknim mapovanim
pomoci PFGE.

. Osekvenovani génpro 16S a 23S rRNA, 16-23S ITS a gyrB.

. Analyza sekvetnich dat, stanoveni genetické variability mezi patg Ps a navrh
oligonukleotidi, pro vyrobu DNACip1.
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4. Material a metody

4.1. Bakterialni kmenyPs

K analyze byly pouZzity patovary z Belgian Co—oated Collections of Micro—
organisms (BCCM/LMG)Ceské sbirky mikroorganisiViasarykovy university v Brh
(CCM) a Shirky fytopatogennich mikroorganisnivURV (RICP) (Tab.1). Ty byly
uchovavany lyofilizované, nebo zmrazené v Zivhyckdiith s pidavkem 15 %
glycerolu @i —60°C. Tyto patovary jsou shrom#dvany Ustavem molekularni biologie
rostlin Akademie ¥d v Ceskych Budjovicich a oddlenim bakteriologie Vyzkumného
Ustavu rostlinné vyroby v Praze 6 — Ruzyni. Tatiwksbje neustale roz&vana v ramci

feSeni grantu

4.2. PFGE

4.2.1. Kultivaéni podminky a Zivna média

Pro kultivaci vSech patovarbylo pouzito pevné C-médium (2 g peptonu, 1 g
kvasntného autolyzatu, 1 g NaCl, 1 g glukézy, 5 g agaA ml destilované vody,
upraveno na pH 7,2 a sterilizovano autoklavovaniml@1°C po dobu 20 minut).
Kultivace probihala i» 23°C po dobu 48 hodin.

4.2.2. Izolace bakterialni DNA a jeji restrikéni Stépeni

Hustota bakterialni suspenze byla spektrofotometripravena na O§, = 0,6.
Pro izolaci a naslednérggisteni bakterialni DNA byl pouzit izotai kit CHEF
Genomic DNA Plug kit (BioRad). Bylo postupovano pododavaného protokolu pro
izolaci bakterialni DNA.

Pro restrikni S€peni byl pouzit enzymMsd (Fermentas). Kazda reakce
obsahovalai agar6zového biku (cca 30ul), 1pl enzymu, 9ul remkho pufru
dodavaného spolu s enzymem a 50ul sterilpg©.HReakni snés byla inkubovana
ve 37°C po dobu 16 hodin.
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4.2.3. PFGE

Byl pouzit pistroj CHEF-DR Il (BioRad). Postupovano bylo podbtanualu.
Cyklick& doba zrany polarity na elektrodach (switch time) byla nastza na 20s — 70s.
Elektrické napti bylo nastaveno na 6V/cm a teplota na 14°C. R&tedforetické vany
bylo piidano 80 mg thiom&viny (Applichem) vysledny elektricky proud se pbbyal
okolo 120mA. Celkova doba separace byla 17 hodin.

4.3. Sekvenovani

4.3.1. Kultivaéni podminky a zivnd média
VSechny patovary byly kultivovanytip23°C po dobu 48 hodin na pevném

C-médiu.

4.3.2. Izolace bakterialni DNA

Bakterialni kolonie byly odebirany inokudla klickou a geneseny do 100ul
1XTE pufru. 1zolace DNA probihala pomoci ko@r dostupného kitu Wizard® SV
Genomic DNA Purification System (Promega). Tato adat vyuziva kolonky se
specialg upravenou membranou, na které dochazikelika krocich k purifikaci
DNA. Bylo postupovano igsré dle gilozeného manualu. DNA se uchovaval p
-20°C

4.3.3. Amplifikace genu

Sekvence oligonukleotidovych primie(Tab. 2) pro geny pro 23S rRNA (cca
2900bp), 16S — 23S ITS (cca 530 bp) a gyrB (ccaDBpPbyly sestaveny na zaktad
analyzy sekvetnich dat pistupnych v databazi GenBank (NCBI). Sekvence mime
pro 16S rRNA (cca 1600bp) byly ziskany z publikdoanson, 1994.

Reakéni smés byla gipravena do celkového objemu 20ul. Do 7 ul stetip®
bylo pridano 10 pul PPP MasterMixu (Top—Bio), 2 x 1ul priong¢10 pmol/pl) a 1ul
vyizolované DNA. Amplifik&ni programy pro jednotlivé oblasti jsou uvedenyabT.
VSechny reakce byly provédy na termocykleru MJ Mini ™ — Personal Thermal
Cycler (BioRad).
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Amplifikované PCR fragmenty byly roztkny pomoci elektroforézy v 1%
agarézovém gelu (pufr 0,5xTBE)fidl 00V, po dobu 60 minut. DNA byla obarvena
interkala&nim cinidlem SYBR Greefi, které bylo obsaZeno jiz ve vkladacim pufru
(Xylen Cyanol/Bromphenol Blue). Pro rovhémeé zatiivani gelu, byla elektroforeticka
vana umisina lEhem samotné separace na orbitaiep&ku pé rychlosti ot&eni 50
ot./min. Ri piipraw vzorku pro sekvenovani genu pro 16S rRNA byla lp&teoforéze
z gelu vyiznutacast, obsahujici nami poZzadovany fragment. Tentk keovSak ukazal
jako nadbytény. Fi sekvenovani zbylych oblasti bylo PCR optimalizowvdak, aby
doSlo k amplifikaci pouze poZzadovaného fragmentn Byl z reakni snesi precisten
pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean—Up Systerorfiega).

Samotné sekvenovani probihalo formou sluzby nansatiokém sekvenatoru
(kit Big Dye 3.1).

Vysledné sekvence byly zpracovany pomoci softwdrovgaliku Vector NTI 10
(Invitrogen) a EMBOSS.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Stanoveni velikosti genomu restrignim mapovanim
pomoci PFGE

Velikost genomu jednotlivych kmén byla zjiS€na sodtem velikosti
jednotlivych fragmenit. Ta byla stanovena na zakéadsrovnani s velikostnim
markerem, pomoci softwaru GeneTools (Syngene).

Zjistené velikosti se &Sinou pohybovaly od 4 300 kbp do 5800 kbp.
U patovaiti glycinea a pisi byla zjiS€na velikost okolo 6 100 kbp (Tab.4). Velikost
genomu jiz kompleth osekvenovanych patovarPs se podle databaze GenBank
(NCBI) pohybuje mezi 6 000 kbp a 6 800 kbp. Rozdimozné vys#tlit piekryvem
nékolika podob® velikych fragment DNA, které nebyly Bhem PFGE dokonale
odckleny. Metoda je proto ménvhodna ke stanovenigsné velikosti genomové DNA

a takto ziskané vysledky jsou spiSe oriémita

5.2. Geneticka variabilita na zakla& sekvenovani DNA

V ramci naSi sbirky patovarPs byla analyzou sekveénich dat &kolika
vybranych gefh determinovana geneticka variabilita. Tato metoda dpstatéen¢
spolehliva a jsou k ni vypracovany acteny metodiky. VyuZity byly primery uvedené
v Tab.2. Genetickd variabilita byla analyzovasadevsim jako orientai podklad pro
navrzeni oligonukleotitl pouzitelnych g konstrukci DNACipu.

Jako prvni byly osekvenovany geny pro 16S rRNA 8-28S ITS. Poddo se
ziskat témsi kompletni sekvence ze vSech dostupnych WzoRo Fedchozi analyze
databdzovych dat (BLAST/NCBI) pro gen 23S rRNA, abyjiS€na vysokd mira
homologie (>98 %) u patovarphaseolicola syringaea tomata Tento vysledek byl
potvrzen osekvenovanimiiplizné 1000bp dlouhého Useku 23S rRNA u dalSich 5
patovati (apii, glycinea helianthi striafaciensa tabaci), jejichz sekvence nebyly
nalezeny ve v@jné databazi. Vzhledem k tomu, Ze neni mdoZavrhnout dostase¢

specifické proby ve vysoce homolognich Usecich, fayhisto genu pro 23S rRNA
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osekvenovan gen gyrB, ktery podlgegchoziho otestovani &ntyto pozadavky
spliovat Iépe.

Vysledné sekvence jednotlivych izalabyly mezi sebou porovnavany pomoci
specializovaného softwaru ,AlignX*, ktery je <st@sti softwarového baliku
VectorNTI 10. Z vyhodnocenych sekvenci softwareomaticky na z4klatl clusterové
analyzy a algoritmu UPGMA vytio dendrogram, kteryiphled® znazorni podobnost
jednotlivych patovar v daném genu. Vysledky ze sekvenovani byly¢jesbvnany
s moji gedchozi praci, jenz &a za cil uéeni variability meziPs metodou rep—PCR
(Beran, 2007). Pomoci clusterové analyzy naSichesal byly zjiskny mezni hodnoty
podobnosti pro jednotlivé geny: GyrB (92-100 %§S{98-100 %), ITS (91-100 %).

Vysokou genetickou fibuznost v ramci genu pro 16S rRNA vykazovaly
patovary coronafaciens, pisia striafaciens Sekvence échto patovatr jsou velmi
podobné i v rdmci genu 16S-23S ITS. Potvrzujen®ioda rep—PCR, kterdi wyuziti
primeru BOX vykazuje vysokou shodu genetického ipraf téchto #i patovaf. Fxi
pouziti primefi ERIC je gibuznost patovarooronafaciensd striafaciensapisi nizsi.

VySSi genetickaifbuznost byla pozorovana v oblasti genu pro gyuBatovai
atrofaciens phaseolicolaa glycinea Patovaryatrofaciensa phaseolicolajsou Uzce
piibuzné v genech 16S rRNA, 16S-23S ITStiargp—PCR s primerem BOX a ERIC.
Ve piipadt téchto geri patovarglycineavykazuje pibuznost podstatmensi.

Vyznamnou genetickou iflbuznost a samostatny shluk vyitvp i patovary
tagetis a helianthi Jejich pibuznost byla ve vSech sledovanych genech obdd#na.
rep—PCR vSak na jejichripuznost ukazoval jen primer BOX.

Tyto tti popsané skupiny svym imzenim z velk&asti odpovidaji i Zazeni
patovafi Ps do genomospecii (Gardat al 1999). LiSi se jen #azenim patovarpisi
aatrofaciensdo samostatné skupiny.

Posledni vyznamnou skupinu tilg patovaryapii, lachrymans tomatoa theae
s podobnymi vysledky u 16S rRNA, 16S-23S ITS i gyfAtovartheaema vsak fi
rep—PCR geneticky odlisSny profil od ostatnitdch.

Zbylé patovarytabaci ulmi asyringaevykazuji vyssi fibuznost pouze v oblasti
16S-23S ITS @aste&né v genu pro 16S rRNA. Rep—PCR tyto patovamng prirazuje
v zavislosti na pouzitych primerech do vySe zinjrch skupin.
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5.3. Navrh oligonukleotidi pro konstrukci DNA ¢ipi

Srovnani (alignment) sekvenci (ndmi ziskané spelsekvencemi z databaze
GenBank) weny knavrhu DNA c¢ipu byl provadn pomoci programu “poa’
a “clustal-w” pro OS Linux. Kon@é upravy alignmentu byly prové&ay manual.
Hybridizatni profil préb byl odhadovan pomoci programu “danbaliku EMBOSS.
VSechny préby byly navrzeny tak, aby byly 35 — 4kleotidi dlouhé, ndly priblizné
stejny hybridizani profil (Tm = 70 — 90°CAG = - (65 — 55) kcal/mol). Préba byla
povaZzovadna za (teoreticky) vhodnou pro konkrétrkveeci v gipac, Ze nela
s cilovou sekvenci Usek riepuSované homologie alespd5 nukleotid a zarove vice
nez 75% homologii celkovou. V ofr@ém gipad neni préba k detekci takovéto
sekvence vhodna arqupokladad se, Zetiglusné sekvence nebudou k této grob
hybridizovat. Navrzené sekvence prob byly testovaaypodobnost Bseudomonas
syringaepomoci databaze BLAST (NCBI).

Rozdily v sekvencich genu pro 16S rRNA jsou pouz¢edaotlivych
nukleotidech a nelze proto navrhnout prébu spédficpro jednotlivé patovary, ani
skupiny patovalr. Tento vysledekigdpokladame i u genu pro 23S rRNA.

| kdyZ je procentualni homologie v genu gyrB niaé u 16S a 23S rRNA, je
rovnéZz nemozné zde navrhnout specifickou probu. Mutagenu gyrB jsou pouze
bodové a sekvence jsou variabilni i v rdmci jedw@pth patovail, kdy konkrétni izolat
tuto mutaci nést Kize, ale nemusi.

V ramci oblasti 16S-23S ITS lze navrhnout probykydkterym je teoreticky
mozné odlisit skupiny jednotlivych patoviarJednotlivé proby specifické pouze pro
jediny patovar navrhnout nelze. Kombinaci vice p@lySak mozné dkteré patovary
odlisit na zaklad vzniklého profilu (giklad v Tab.6). Proby byly navrZzeny v oblastech
89 — 150 nukleoti@ (A), 220 — 280 nukleotidl (B) a 527 — 570 nukleotid (C)
alignmentu (Tab.5).

NavrZzené sekvence prob vSak nebyly prakticky téstgva tak neni mozné
jednozné&né urit jejich specifétnost. Ta bude zjiha az na zaklad hybridizace

s realnymi vzorky.

26



. Zaver

. Determinace velikosti genomu restiikm mapovanim pomoci PFGE je spiSe
orient&ni, nebd ziskana data se li5i od databazovych (NCBI).

. Byly ziskany kompletni sekvence gepro 16S rRNA a 16S — 23S ITS u vSech
sledovanych patovarPs U genu pro gyrB se nepdila osekvenovatPs. pv.
striafaciens Pro podeteni z mozné vysoké homologie byl gen pro 23S rRNA
kontrolné osekvenovam pouze u 5 patavdapii, glycinea helianthi striafaciens
atabaci).

. Oligonukleotidoveé préby byly navrzeny na zaldakkvenci oblsti 16S — 23S ITS,
které jsou u testovanych kmierPs mére homologni nez je tomu u ostatnich
sekvenovanych oblasti. Geny pro 16S a 23S rRNArB gykazuji u testovanych
kmeni Psvelkou sekveténi podobnost a w&thto oblastech nelze navrhnout préby,
které by byly dostata¢ specifické k jednotlivym patovam. Pouzitim navrzenych
prob je teoreticky mozné odliSit skupiny patav#s a jejich vhodnou kombinaci

Ize odliSit i rekteré jednotlivé patovary.
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8. Tabulky

Tab.1 Pouzité bakterialni kmeRgeudomonas syringe

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

Tab.2 Pouzité primery pro amplifikaci a sekvenoyédhotlivych oblasti

nazev oblast program sekvence (5' —> 3)
16S+M13-27FA 16S rRNA 16S GTAAAACGACGGCCAGTAGAGTTTGARTGGCTCAG
16S+M13-27FM 16S rRNA 16S GTAAAACGACGGCCAGTAGAGTTTGATTGGCTCAG
16S+M13-1525RA| 16S rRNA 16S CAGGAAACAGCTATGACAAGGAGGRGBCCAICC
16S+M13-1525RT| 16S rRNA 16S CAGGAAACAGCTATGACAAGGAGGTGEGCCAICC
16S+M13-530F 16S rRNA| 16S GTAAAACGACGGCCAGGTGCCAGCMGCCGEG
ITS1F ITS ITS GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG
ITSIR ITS ITS ATCGCCTCTGACTGCCAAGGCATCC
23SF-C 23S rRNA 23S CAGTCAGAGGCGATGAAAGA
23SR-C 23S rRNA 23S CTCACGGGCAATTAGTATTGGT
GyrF gyrB gyrB ATGAGCGAAAACCAAACG
GyrR gyrB gyrB CATTGCTCTCGATGAAGTCA
GyrF772C gyrB gyrB CAGTGGAACGACAGCTTCAA
GyrF772T gyrB gyrB CAGTGGAACGATAGCTTCAA
GyrF1540 gyrB gyrB TTCTTCTTCCGTCAGTTGCC
GyrR1540 gyrB gyrB GGCAACTGACGGAAGAAGAA
GyrR899 gyrB gyrB TCTTGGCCAGACCTTCCT
M13F M13 16S GTAAAACGACGGCCAGT
M13R M13 16S AACAGCTATGACCATG
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Tab.3 Pouzité PCR programy, pro amplifikaci jedngth oblasti

program teplota ¢as (min) program teplota ¢as (min)
gyrB 95°C 5:00 ITS 95°C 5:00
94°C 0:45 | G 94°C 1:00 ‘ &
55°C 045 [ X 67°C 0:20 p
72°C 230 | < 72°C 1:00 ‘ =
72°C 10:00 72°C 10:00
program teplota c¢as (min) program teplota c¢as (min)
16S 95°C 5:00 23S 95°C 4:00
94°C 0:45 & 94°C 0:40 ‘ E
45°C 030 [ = 55°C 030 [ =
72°C 130 | 72°C 1:30 ‘ =
72°C 10:00 72°C 10:00

Tab.4 Odhadované velikosti gendnednotlivych patovar Ps ziskané na zakkad

makrorestrikni analyzy pomoci PFGE

patovar velikost (kbp)
apii 4853,06
atrofaciens 4918,72
coronafaciens 5869,30
glycinea 6146,24
helianthi 4341,66
lachrymans 5268,33
phaseolicola 5289,67

pisi 6136,45
striafaciens 4500,01
syringae 5246,24
tabaci 5686,29
tagetis 5293,99
theae 5456,31
tomato 4422,78
ulmi 5752,40
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Tab.5 Sekvence navrzené pro oligonukleotidové préby

nazev sekvence oligonukleotidu (5' -> 3)
Al |TTAAGCTCCAAGCTGATAGCTCAACGCTAGCGGCTACAAG
A2 | GAGAAGCAGCTTTTGCTTTGCACACCCGATTTTGG
A3 | GAAGCAGCGCCCGAGTTCGG
Bl |AGATAGCTGGTCAGAGTAGACGCCTCCACGGTATGTAGAA
B2 |ACCTGGTGAAGTTGGTCAGAGCGCGTACGACACCCGGA
B3 | CCACCAATTTTGTGTGGGAAACGCCTGTAGAAATA
Ci1 GCATTCCATTGATCCTGACGATCAGTGCCTGAATG
C2 | CATTCCACCTGGATTGAAGG
C3 | CCCTGAGAGATTGAAGGGTG

Tab.6 Riklad profili nékolika oligonukleotidovych préb pro determinaci fedlivych
patovafi

e o . mozné kizove reakce s
vzor pozitivné reagujicich prob | patovar

patovary
A2, A3, B2, C3 apii maculicola tagetis
A3, B1, C2 helianthi tagetis

maculicolg tagetis

A3 syringae .
morsprunorumcoronafaciens
A2,B2,C3 tomato maculicolatagetis
C1 pisi
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9. Obrazky

Obr.1 Symptomy na pSeniciagobenésa

http://www.seedquest.com/News/releases/2008/novea#34.htm

Obr.2 Symptomy na ovsu agobenéPsc

Copyright: T. Tsukiboshi

http://ss.niai.affrc.go.jp/db/diseases/contentsite

<& &
v B0 W =3

Bacterial blight on soybean, caused by Pseudomenas syringae

pv. glycinea.

Courtesy Josenh Krausz. TAES - 1996.

http://plantpathology.tamu.edu/TexLab/Fiber/Soyldsialb.html
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Obr.4 Symptomy na slutigici zpisobenésh

https://kakibyo.dc.affrc.go.jp/list/detail. php?dati=353

Obr.5 Symptomy na okurce &gobenéPsl|

http://aggie—horticulture.tamu.edu/Cucurbit/le/atml

Obr.6 Symptomy na fazolu #pobenésph

http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?mign=5365237
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Obr.7 Symptomy na hrachuignbend’sp

http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?mgn=0725097

Obr.8 Symptomy na ovsu égobenésst

http://www.agric.wa.gov.au/content/PW/PH/DIS/CER(ES_1995.HTM

Obr.9 Symptomy na $&u zpisobend’ss

www.ppdl.org/dd/id/bacterial_blight-lilac.html
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Obr.10 Symptomy na tabakutgobené’stab

http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?mign=1440020

5332061

http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?mmn=5332061

Obr.11 Symptomy na r&ti zpisobenést

http://www.avrdc.org/photos/tomato_diseases/index.h
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Obr.12 Dendrogram patovaPs ze sekvenovani genu pro 16S rRNA
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Obr.13 Dendrogram patovaPs ze sekvenovani genu 16S — 23S ITS
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Obr.14 Dendrogram patovaPs ze sekvenovani genu pro gyrB
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