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1. Úvod 

 

Pseudomonas syringae van Hall 1902 (dále jen Ps) je významným bakteriálním 

patogenem parazitujícím na širokém okruhu rostlin. Ps se rozděluje do patovarů, podle 

hostitelských druhů rostlin. Existuje 48 patovarů Ps, které mohou způsobovat různé 

symptomy. 

Tato práce vznikla na základě grantu řešeném na ústavu molekulární biologie 

rostlin Akademie věd České republiky, který má za cíl molekulární analýzu 

komplexního genomu patovarů Ps. Nejprve byla stanovena genetická variabilita 

u českých i zahraničních izolátů Ps pomocí technik rep–PCR a PFGE. V další fázi bylo 

studováno rozšíření významných faktorů virulence (geny pro tvorbu toxinů) v rámci 

studované populace. Poslední fází tohoto projektu je lokalizace a navržení vhodných 

sekvencí pro design jednoduché diagnostické techniky pro determinaci jednotlivých 

patovarů Ps (oligonukleotidový DNA čip). 

Tato práce je součástí grantu č. 522/07/P338 Grantové agentury České republiky 

a výsledky budou použity pro další výzkum, který pomůže doplnit a rozšířit znalosti o 

tomto významném bakteriálním druhu. Díky tomu bude možné navrhnout spolehlivé a 

relativně jednoduché způsoby detekce patogenů u rostlin. 
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2. Literární p řehled 

 

2.1. Popis patovarů 
 

Pseudomonas syringae van Hall 1902 tvoří rovné nebo mírně zahnuté krátké 

tyčinky o velikosti 0,5–1 x 1,5–5 µm s jedním nebo více polárními bičíky. Je to 

gramnegativní, nesporulující bakterie se striktně aerobně respiračním metabolismem. 

Kolonie jsou nejčastěji šedobílé, průhledné. Obsah C a G bází v DNA je 58–60 %. 

Rod Pseudomonas patří do čeledi Pseudomonadaceae, která je Gama–podtřídou 

třídy Proteobacteria oddělení Gracilicutes. Druh P. syringe je rozdělen do 48 patovarů 

podle jejich patogenity a hostitelského okruhu. P. syringae je schopna vytvořit různé 

druhy symptomů závisejících na druhu hostitele a místě nákazy (Feil et al., 2005) 

 

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

Psap) 

Psap je původce bakteriální spály celeru (Simard et al., 1961). Skvrny mají 

hranatý tvar, jsou malé, vodnaté, rezavé, se žlutým prstencem okolo – tzv. halo. 

Postupně se vysušují a hnědnou. Vyskytují se pouze na listech, které příležitostně 

odumírají, ale většinou jsou pouze znetvořené. (Westcott and Horst, 2001). 

 

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

1978 (dále jen Psa) 

Psa způsobuje bakteriální hnědnutí báze plev obilí (Obr.1) (pšenice, ječmene, 

ovsa, žita, tritikále) a trav (Bradbury, 1986). Tato choroba, běžná v mnoha oblastech, 

kde se pěstuje obilí, je považována za hlavní bakteriální chorobu obilí ve střední 

a výhodní Evropě. V Bulharsku byly zaznamenány ztráty na výnosu obilí od 5 do 60%. 

Příznaky se projevují změnou barvy na bázi plev a tmavými nekrotickými pruhy na 

listech a stoncích. (Toben et al., 1989). 
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Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott 1920) Young, Dye & Wilkie 1978 

(dále jen Psc) 

Psc produkuje tabtoxin, který způsobuje bakteriální gloriolovou skvrnitost 

ovsa (Obr.2) a jednoděložných rostlin (Elliott, 1920; Sinden and Durbin, 1970). 

Gloriolová skvrnitost byla pozorována celosvětově v oblastech, kde se pěstuje oves 

(Müller, 1964; Wilkie, 1972; Harder, 1973). Ačkoliv je tato bakterie nyní známa jako 

Pseudomonas syringae pv. coronafaciens, byla poprvé izolována a charakterizována 

z ovsa, různé druhy této bakterie byly pozorovány i na jiných travách a obilí, včetně žita 

(Secale cereale) a bojínku lučního (Phleum pretense) (Taylor et al., 1971; Cunfer and 

Schaad, 1976). Bakteriální původce nákazy sveřepu stoklasého (Bromus secalinus) 

(Reddy and Godkin, 1923) je pravděpodobně také Psc, protože izoláty z této rostliny 

byly schopny vyvolat nákazu u ovsa (Reddy and Godkin, 1923; Kingsolver, 1944). 

Navíc bakterie, která způsobuje onemocnění obilí zvané „chocolate spot“ byla původně 

určena jako P. coronafaciens pv. zeae, protože je z hlediska fyziologie a produkce 

toxinů nerozeznatelná od gloriolové skvrnitosti ovsa (Ribeiro et al., 1977). Tyto 

bakterie jsou nyní považovány za totožné, jako Psc (Schaad and Cunfer, 1979). 

 

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

(dále jen Psg) 

Bakteriální spála způsobená Psg, je jedna z nejrozšířenějších chorob na sóji 

(Sinclair and Backman, 1989). Onemocnění je rozšířeno celosvětově a závažněji se 

projevuje v chladnějších oblastech (Ross, 1987). Na listech se objevují malé, hranaté, 

vodnaté skvrny obklopené nazelenalým žlutým prstencem (Obr.3). Nakažené mladé 

listy bývají chlorotické a zakrslé. Na starších listech se mohou rozšiřovat tmavé 

nekrotické skvrny, které později srůstají a dávají tak listu „otrhaný“ vzhled (Wolf, 

1920). Patogen je přenosný osivem, které může být scvrklé a odbarvené (Tisselli et al., 

1980) 

 

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

(dále jen Psh) 

Listová skvrnitost bakteriálního původu se na slunečnici objevuje jen 

sporadicky. Skvrny způsobené Psh jsou hranaté, tmavě hnědé, obklopené chlorotickým 

halo (Obr.4). Může dojít i ke kolonizaci cévních svazků; listy jsou pak svraštělé 
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v důsledku nerovnoměrného růstu vaskulárních a parenchymatických pletiv (Kůdela 

et al., 2002). 

 

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

1978 (dále jen Psl) 

Bakteriální hranatá skvrnitost listů okurky se vyskytuje v porostech okurky, ale 

také tykve a melounu. Běžně se vyskytuje ve všech pěstitelských oblastech v polních 

porostech, méně často ve sklenících. Symptomy této choroby jsou hranaté, vodnaté, 

později hnědé skvrny, které následně vysychají a někdy vypadávají (Obr.5). Na stoncích 

a řapících jsou někdy vodnaté skvrny pokryté bělavým exudátem. Patogen je přenosný 

semenem a může také přezimovat v rostlinných zbytcích hostitelských rostlin (Kůdela 

et al., 2002) 

 

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

1978 (dále jen Psph) 

Psph je původcem bakteriální gloriolové spály fazolu (Phaseolus vulgaris). 

Typickými příznaky jsou malé, nepravidelné, tmavě vodnaté skvrny na listech a luscích, 

často obklopené světle zeleným nebo nažloutlým prstencem – halo (Obr.6), 

způsobeným phaseolotoxinem (Kůdela et al., 2002). Podobně jako u ostatních 

fluorescentních pseudomonád i buňky Psph jsou pokryty slizem složeným hlavně 

z extracelulárních polysacharidů (EPS) levanu a alginátu (Rudolph, 1995; Hettwer et 

al., 1997). Některé studie ukazují, že alginát produkovaný fytopatogenními 

pseudomonádami působí jako faktor virulence, který poskytuje enkapsulovaným 

bakteriím ochranné prostředí a je zodpovědný za vodnaté typy symptomů na infikované 

tkáni rostliny (Gross and Rudolph, 1987; Rudolph et al., 1994) 

 

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

jen Psp) 

Bakteriální spála hrachu je ekonomicky významným patogenem, způsobující až 

30% ztráty. Symptomy se vyskytují na všech nadzemních orgánech, ale nejčastěji na 

stoncích a palistech. Tvoří vodnaté, později olivově zelené až purpurové hnědé skvrny, 

které se šíří směrem nahoru k palistům a jednotlivým listům (Obr.7). Žilky hnědnou až 

černají. Rozšíří–li se infekce po celé rostlině, může dojít k jejímu uschnutí a odumření. 
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Za suchého teplého počasí se může infekce zastavit. Patogen je přenosný osivem, 

přičemž vnější kontaminace není rozhodující (Kůdela et al., 2002). 

 

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

(dále jen Psst) 

Onemocnění zvané bakteriální pruhovitost ovsa je způsobena Psst. Toto 

onemocnění je charakterizováno jako vodnaté léze, které srůstají a vytváří podlouhlé 

pruhy podél žilnatiny listů, které nekrotizují (Obr.8). Symptomy postrádají chlorotické 

halo. Ačkoliv jsou příznaky nákazy vyvolané touto bakterií velmi odlišné od těch 

způsobených Psc, jsou fyziologicky nerozeznatelné až na jednu výjimku: Psst 

neprodukuje tabtoxin (Elliott, 1927; Schaad and Cunfer, 1979). Některé odrůdy ovsa 

vykazují stejný stupeň vnímavosti k pruhovitosti, jako ke gloriolové skvrnitosti. Některé 

spontánně mutované Psc, které ztratily produkci tabtoxinu, tvoří stejné symptomy jako 

Psst (Elliott, 1927). 

 

Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902 (dále jen Pss) 

Pss způsobuje onemocnění na mnoha druzích rostlin (Obr.9), ale jen specifická 

forma této bakterie způsobuje bakteriální skvrnitost fazolu. Pss může růst na povrchu 

rostliny, včetně puklých a vyschlých zrn, aniž by způsobovala nákazu. Bakteriální 

skvrnitost na fazolu často nastane po rozmachu epifytické populace. Vikev huňatá a jiné 

plevelné rostliny byly pozorovány jako přezimující zdroj nákazy. Nedávný výzkum 

napovídá, že plevelné rostliny nejsou tak významným zdrojem patogena, jako samotné 

posklizňové zbytky fazolu. Patogen se rozšiřuje deštěm a zavlažovacími postřiky. 

Bakterie se taktéž může rozšiřovat nářadím používaným na postižených polích a lidmi 

nebo zvířaty, kteří se po těchto polích pohybují. Pss může přežívat i na osivu fazolu. 

Přenos osivem většinou zapříčiňuje zavlečení bakterie na nová místa, zatímco 

posklizňové zbytky jsou spíše příčinou rozšíření epidemie (Jones, 2006). 

 

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

(dále jen Pstab) 

Pstab je původcem listové skvrnitosti tabáku (Obr.10). Produkuje tabtoxin 

(strukturální analog metioninu), který se podílí na vzniku chlorotických halo okolo 

nekrotických skvrn. Existují však mutanti Pstab, kteří chlorotické halo nevytvářejí, ale 

zůstávají pro tabák patogenní, i když mají nižší virulenci (Kůdela, 2002). 
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Pseudomonas syringae pv. tagetis (Hellmers 1955) Young, Dye & Wilkie 1978 (dále 

jen Pstag) 

Pstag byla poprvé popsána E. Hellmers (1955) jako choroba afrického 

aksamitníku (Tagetes eróta L.). Od té doby byla izolována z francouzského aksamitníku 

(T. patula L.), slunečnice roční (Helianthus annuus L.), slunečnice hlíznaté (Ambrosia 

tuberosa L.), smetánky lékařské (Taraxacum officinale L.), ambrózie peřenolisté 

(Ambrosia artemisiifolia L.) a dalších hvězdicovitých rostlin. Bakterie byla izolována 

v U.S.A, Kanadě, Austrálii, Mexiku, Jižní Americe, České a Slovenské Republice, kde 

je i hojně rozšířena (Johnson and Wise, 1991). Nejvýraznější charakteristikou 

onemocnění způsobeného Pstag je apikální chloróza, způsobená porušením chloroplastů 

tagetitoxinem (Mathews and Dubrin, 1990). Nicméně ne všechny bakteriální patogeny 

identifikované jako Pstag produkují tagetitoxin in planta (Rhodehamel and Dubrin, 

1989). 

 

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

Psth) 

Psth způsobuje spálu výhonků čajovníku. Nejlépe rozeznatelným symptomem 

jsou vřídky na výhoncích, kde bakterie přezimuje. Pokud jsou vřídky rozseknuty, jsou 

viditelné hnědé pruhy zasahující do zdravé tkáně. K šíření nákazy dochází výtokem 

lepkavé tekutiny po rostlině. Zasažené části rostliny se propadávají, hnědnou a vlhnou. 

Po několika týdnech výhonek nebo větev nad vřídkem odumře. Studené, vlhké jaro 

a silný vítr napomáhají k šíření patogena. (Zeiss and den Braber, 2001) 

 

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

jen Pst) 

Kmen DC3000, který byl nedávno osekvenován v The Institute of Genomic 

Research (TIGR), je modelovým organismem pro molekulární studie v oblasti interakcí 

patogen–rostlina (Buell et al., 2003). V přirozeném prostředí patogen způsobuje 

bakteriální skvrnitost rajčete, ale může infikovat i Arabidopsis thaliana a některé 

brukvovité rostliny (Whalen et al., 1991).  

Rozvoj choroby podporují nízké teploty a četné jarní srážky, které mohou 

zapříčinit až 20% ztrát výnosu a sníženou kvalitu rajčat. Počátečními příznaky jsou 

malé (1–2 mm v průměru), vodnaté, tmavě hnědé až černé skvrny, rozvíjející se na 
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mladých listech. Později se skvrny na starších listech a plodech zvětší a splynou, čímž 

způsobí jejich seschnutí a odbarvení (Obr.11). Na jaře 1999 a 2000 bylo značné 

rozšíření této choroby zaznamenáno ve východní Anatolii v Turecku, kde způsobila 

závažné škody na sklizni rajčat. (Sahin, 2001). 

Klíčovým faktorem patogenity Pst a mnoha dalších rostlinných a živočišných 

bakterií je sekreční systém typu III, který dopravuje produkty genů virulence dovnitř 

hostitelských buněk. Hrp/hrc mutanty Pst, které postrádají funkční sekreční systém typu 

III, ztrácejí svojí schopnost vyvolat hypersenzitivní reakci v nehostitelských rostlinách 

a patogenitu v hostitelských rostlinách. (Collmer et al., 2000). 

 

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

1978 (dále jen Psu) 

Psu je původcem listové skvrnitosti a spály výhonků na jilmech. Projevuje se ve 

formě malých nekrotických skvrn se žlutým prstencem na listech a výhonech. Je–li 

během vegetace vlhko, může dojít až k odumírání stromů. Psu může vyvolat 

hypersenzitivní reakci na i listech tabáku a rajčete (Moorman et. al, 1988). 

 

2.2. Použité molekulárně biologické metody 
 

2.2.1. Makrorestrikční analýza a pulzní gelová elektroforéza (PFGE) 

Metoda získání intaktní genomové DNA pro účely restrikční analýzy je založena 

na imobilizaci bakteriálních buněk v agarózovém bločku, ve kterém při izolačních 

a purifikačních krocích nedochází k mechanickému naštěpení nukleové kyseliny. Takto 

získaná DNA je štěpena pomocí vhodných restrikčních enzymů produkujících 

fragmenty ve velikostech 50 kbp až 2 000 kbp, které jsou následně separovány pomocí 

PFGE. 

Metoda PFGE je založena na pohybu DNA v agarózovém gelu a umožňuje 

separaci fragmentů DNA o velikosti od 10 kbp do 10 000 kbp. V průběhu elektroforézy 

migruje DNA nad 30–50 kbp stejnou rychlostí bez ohledu na velikost. Na gelu se tato 

projeví jako jediný, velký, rozptýlený soubor fragmentů. Nicméně když je DNA nucena 

ke změně směru v průběhu elektroforézy, fragmenty různé velikosti se v tomto souboru 

začnou rozdělovat. S každým přeorientováním směru elektrického pole vůči gelu se 
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menší úseky DNA začnou pohybovat v novém směru rychleji, než úseky větší. Tak se 

větší fragmenty opožďují a začnou se oddělovat od menších. 

Využití PFGE je různorodé. Zahrnuje klonování dlouhých rostlinných DNA za 

použití uměle vytvořeného kvasinkového chromozomu (yeast artificial chromosome – 

YAC) a klonovacího vektoru P1 (Ecker, 1990); identifikaci polymorfismu délky 

restrikčních fragmentů (RFLP) a tvorbu fyzických map; zjišťování in vivo 

chromozomálních zlomů a degradací (Elia, et al., 1991); a zjišťování počtu a velikosti 

chromozomů („elektroforetický karyotyp“) kvasinek, hub a parazitů jako Leishmania, 

Plasmodium a Trypanosoma (Gibson, 1986). 

Nejpoužívanějšími technikami, které pro změnu elektrického pole používají úhly 

menší než 180° jsou „Contour–clamped homogeneous electric field“ (CHEF), která byla 

použita i v našem případě, „rotating gel electrophoresis“ (RGE), „transverse alternating 

field electrophoresis“ (TAFE) a podobná ST/RIDEtm. Tyto systémy vyžadují speciální 

elektroforetické vany se specifickými elektrodami, které jsou napojeny na elektronickou 

kontrolu pro přepínání úhlů a programování běhu elektroforézy. CHEF a RGE udržují 

homogenní elektrické pole v kombinaci s horizontálním gelem. CHEF mění směr 

elektrického pole elektronicky a ke změně směru putování DNA využívá změnu 

polarity v sadě elektrod. U RGE je elektrické pole stálé. Pro pohyb DNA jiným směrem 

se zde otočí gel.TAFE a ST/RIDEtm pro vznik rovných drah používají komplikovanou 

geometrii mezi elektrodami a vertikálně umístěným gelem.  

Pro zvýšení rozsahu oddělovaných velikostí a zlepšení rozlišení dlouhých 

fragmentů DNA je potřeba menší úhel změny směru migrace, který je mezi 96 a 140°, 

přičemž 120° se používá nejčastěji. Menší úhly (např. 100°) zvyšují mobilitu DNA, 

zpravidla bez většího vlivu na rozlišení fragmentů. Minimální úhel je přibližně 96°. 

Nižší úhly vážně narušují oddělování (Clark, et al., 1988). 

 

2.2.2. DNA sekvenování 

Za posledních 10 let prodělala mikrobiologie revoluci díky možnosti levného 

a výkonného sekvenování. Není to dávno, kdy klonování a sekvenování cílového genu 

zabralo měsíce až roky. Nyní je tento proces nahrazen rychlým prohledáním veřejně  

přístupných databází. Nejedná se o jedinou inovaci, která by takovou technologickou 

změnu započala. Ve skutečnosti se chemická podstata sekvenování DNA za posledních 

30 let nezměnila. Pokrok je zde poháněn velkými sekvenovacími centry, která 
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industrializovala Sangerovu metodu sekvenování. Vedlejším účinkem je přesun 

velkokapacitního sekvenování z malých laboratoří. Velká většina sekvenčních dat je 

v současné době získávána velkými genomovými centry.  (Hall, 2007) 

Sangerova metoda sekvenování je založena na syntéze DNA na jednovláknovém 

templátu a náhodné inkorporaci dideoxynukleotidů. Ty jsou stejné jako 

deoxynukleotidy, ale postrádají hydroxylovou skupinu na 3‘ konci. Dideoxynukleotid, 

který je v malém množství přítomen v reakci, může být DNA polymerázou 

inkorporován do prodlužujícího se vlákna DNA. Díky absenci hydroxylové skupiny 

však nedochází k dalšímu prodlužování vlákna. Takto je vytvářen soubor fragmentů 

různých délek. Ta odpovídá místu přerušení syntézy. Starší techniky vyžadují čtyři 

reakce pro každý templát (Sanger et al., 1977). Každá obsahuje jiný dideoxynukleotid 

(A,C,T,G).  Reakce jsou následně puštěny na gelu, pro identifikaci délek jednotlivých 

fragmentů. V devadesátých letech 20. století byla metoda zdokonalena označením 

dideoxynukleotidů různými fluorescenčními barvivy (Prober et al., 1987). Metoda tak 

může probíhat v jedné reakci. První sekvenační přístroje používaly tuto techniku 

v kombinaci s přístroji pro automatické čtení fragmentů oddělených na 

polyakrylamidovém gelu. Později byly gely nahrazeny kapilárami. Tím se dosáhlo 

zjednodušení separace a zvýšení délky čtení (Madabhushi, 1998). Za posledních 10 let 

se průměrná délka čtení zvýšila z cca 450 bp na asi 850 bp.  

Sangerova metoda je stále velmi často používána, avšak v poslední době se 

rozšiřuje tzv. 454 sekvenování (podle 454 Life Sciences). Technologie je založena na 

amplifikaci molekul DNA na kapkách v emulzi (emulzní PCR). Po amplifikaci jsou 

kapky vsazeny do speciální nádoby, kde probíhá paralelní pyrosekvenování. Získané 

sekvence se zpracovávají pomocí výkonných počítačů. Metoda umožňuje osekvenování 

25 Mbp za 4 hodiny s přesností 99 % (Margulies et. al, 2005). 

 

2.2.3. DNA čipy 

DNA čipy (microarray) je technologie používaná především v molekulární 

biologii a medicíně. Je založena na umístění mnoha mikroskopických kapek DNA 

oligonukleotidů na speciální povrch. Mohou to být krátké úseky genů, nebo jiné části 

DNA, která je použita jako próba pro hybridizaci s cDNA nebo cRNA vzorkem. 

Existuje několik způsobů výroby DNA čipů. Dvěma hlavními jsou „tištěné čipy“ 

a „oligonukleotidové čipy“ (např. firma Affimetrix).  



19 

U „tištěných čipů“ může být próbou oligonukleotid, cDNA nebo malý PCR 

produkt. Vytvořené próby jsou pak „tištěny“ na sklo. To je většinou prováděno 

speciální jehlou ovládanou robotickou rukou. Próby jsou naneseny v požadovaném 

pořadí a tvoří určitý profil. Tento způsob je finančně méně náročný a čip tak může být 

připraven pro každý experiment zvlášť, za použití vlastního vybavení. 

„Oligonukleotidové čipy“ jsou vyráběny syntézou oligonukleotidových prób přímo na 

povrchu čipu. DNA čip tak může obsahovat až 2,1 milionu prób, v závislosti na 

způsobu výroby. Tento způsob je však velmi nákladný a jeho využití v rámci této práce 

se nepředpokládá. 

DNA vzorku je fluorescenčně označena a za předepsaných podmínek 

hybridizována na DNA čipu. Čip je analyzován na microarray scanneru, který laserem 

určité vlnové délky detekuje excitovanou fluorescenci (Bammler et al.,2005). 
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3. Cíl práce 

 
1. Zjištění velikosti genomu patovarů Pseudomonas syrigae restrikčním mapováním 

pomocí PFGE. 

2. Osekvenování genů pro 16S a 23S rRNA, 16–23S ITS a gyrB. 

3. Analýza sekvenčních dat, stanovení genetické variability mezi patovary Ps a návrh 

oligonukleotidů, pro výrobu DNA čipů. 
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4. Materiál a metody 
 

4.1. Bakteriální kmeny Ps 
 

K analýze byly použity patovary z  Belgian Co–ordinated Collections of Micro–

organisms (BCCM/LMG), České sbírky mikroorganismů Masarykovy university v Brně 

(CCM) a Sbírky fytopatogenních mikroorganismů VÚRV (RICP) (Tab.1). Ty byly 

uchovávány lyofilizované, nebo zmražené v živných médiích s přídavkem 15 % 

glycerolu při –60°C. Tyto patovary jsou shromažďovány ústavem molekulární biologie 

rostlin Akademie věd v Českých Budějovicích a oddělením bakteriologie Výzkumného 

ústavu rostlinné výroby v Praze 6 – Ruzyni. Tato sbírka je neustále rozšiřována v rámci 

řešení grantu. 

 

4.2. PFGE 
 

4.2.1. Kultivační podmínky a živná média 

Pro kultivaci všech patovarů bylo použito pevné C-médium (2 g peptonu, 1 g 

kvasničného autolyzátu, 1 g NaCl, 1 g glukózy, 5 g agaru, 200 ml destilované vody, 

upraveno na pH 7,2 a sterilizováno autoklávováním při 121°C po dobu 20 minut). 

Kultivace probíhala při 23°C po dobu 48 hodin.  

 

4.2.2. Izolace bakteriální DNA a její restrikční štěpení 

Hustota bakteriální suspenze byla spektrofotometricky upravena na OD620 = 0,6. 

Pro izolaci a následné přečištění bakteriální DNA byl použit izolační kit CHEF 

Genomic DNA Plug kit (BioRad). Bylo postupováno podle dodávaného protokolu pro 

izolaci bakteriální DNA. 

Pro restrikční štěpení byl použit enzym MssI (Fermentas). Každá reakce 

obsahovala  agarózového bločku (cca 30µl), 1µl enzymu, 9µl reakčního pufru 

dodávaného spolu s enzymem a 50µl sterilní H2O. Reakční směs byla inkubována 

ve 37°C po dobu 16 hodin. 
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4.2.3. PFGE 

Byl použit přístroj CHEF–DR II (BioRad). Postupováno bylo podle manuálu. 

Cyklická doba změny polarity na elektrodách (switch time) byla nastavena na 20s – 70s. 

Elektrické napětí bylo nastaveno na 6V/cm a teplota na 14°C. Do elektroforetické vany 

bylo přidáno 80 mg thiomočoviny (Applichem) výsledný elektrický proud se pohyboval 

okolo 120mA. Celková doba separace byla 17 hodin. 

 

4.3. Sekvenování 
 

4.3.1. Kultivační podmínky a živná média 

Všechny patovary byly kultivovány při 23°C po dobu 48 hodin na pevném 

C-médiu. 

 

4.3.2. Izolace bakteriální DNA 

Bakteriální kolonie byly odebírány inokulační kličkou a přeneseny do 100µl 

1xTE pufru. Izolace DNA probíhala pomocí komerčně dostupného kitu Wizard® SV 

Genomic DNA Purification System (Promega). Tato metoda využívá kolonky se 

speciálně upravenou membránou, na které dochází v několika krocích k purifikaci 

DNA. Bylo postupováno přesně dle přiloženého manuálu. DNA se uchovávala při 

-20°C 

 

4.3.3. Amplifikace genu 

Sekvence oligonukleotidových primerů (Tab. 2) pro geny pro 23S rRNA (cca 

2900bp), 16S – 23S ITS (cca 530 bp) a gyrB (cca 2500bp) byly sestaveny na základě 

analýzy sekvenčních dat přístupných v databázi GenBank (NCBI). Sekvence primerů 

pro 16S rRNA (cca 1600bp) byly získány z publikace Johnson, 1994. 

Reakční směs byla připravena do celkového objemu 20µl. Do 7 µl sterilní H2O 

bylo přidáno 10 µl PPP MasterMixu (Top–Bio), 2 x 1µl primeru (10 pmol/µl) a 1µl 

vyizolované DNA. Amplifikační programy pro jednotlivé oblasti jsou uvedeny v Tab.3. 

Všechny reakce byly prováděny na termocykleru MJ Mini ™ – Personal Thermal 

Cycler (BioRad).  
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Amplifikované PCR fragmenty byly rozděleny pomocí elektroforézy v 1% 

agarózovém gelu (pufr 0,5xTBE), při 100V, po dobu 60 minut. DNA byla obarvena 

interkalačním činidlem SYBR Green®, které bylo obsaženo již ve vkládacím pufru 

(Xylen Cyanol/Bromphenol Blue). Pro rovnoměrné zahřívání gelu, byla elektroforetická 

vana umístěna během samotné separace na orbitální třepačku při rychlosti otáčení 50 

ot./min. Při přípravě vzorku pro sekvenování genu pro 16S rRNA byla po elektroforéze 

z gelu vyříznuta část, obsahující námi požadovaný fragment. Tento krok se však ukázal 

jako nadbytečný. Při sekvenování zbylých oblastí bylo PCR optimalizováno tak, aby 

došlo k amplifikaci pouze požadovaného fragmentu. Ten byl z reakční směsi přečištěn 

pomocí kitu Wizard SV Gel and PCR Clean–Up System (Promega). 

Samotné sekvenování probíhalo formou služby na automatickém sekvenátoru 

(kit Big Dye 3.1). 

Výsledné sekvence byly zpracovány pomocí softwarového balíku Vector NTI 10 

(Invitrogen) a EMBOSS. 

 



24 

5. Výsledky a diskuse 

 

5.1. Stanovení velikosti genomu restrikčním mapováním 

pomocí PFGE 
 

Velikost genomu jednotlivých kmenů byla zjištěna součtem velikostí 

jednotlivých fragmentů. Ta byla stanovena na základě srovnání s velikostním 

markerem, pomocí softwaru GeneTools (Syngene). 

Zjištěné velikosti se většinou pohybovaly od 4 300 kbp do 5 800 kbp. 

U patovarů glycinea a pisi byla zjištěna velikost okolo 6 100 kbp (Tab.4). Velikost 

genomu již kompletně osekvenovaných patovarů Ps se podle databáze GenBank 

(NCBI) pohybuje mezi 6 000 kbp a 6 800 kbp. Rozdíl je možné vysvětlit překryvem 

několika podobně velikých fragmentů DNA, které nebyly během PFGE dokonale 

odděleny. Metoda je proto méně vhodná ke stanovení přesné velikosti genomové DNA 

a takto získané výsledky jsou spíše orientační. 

 

5.2. Genetická variabilita na základě sekvenování DNA 
 

V rámci naší sbírky patovarů Ps byla analýzou sekvenčních dat několika 

vybraných genů determinována genetická variabilita. Tato metoda je dostatečně 

spolehlivá a jsou k ní vypracovány a ověřeny metodiky. Využity byly primery uvedené 

v Tab.2. Genetická variabilita byla analyzována především jako orientační podklad pro 

navržení oligonukleotidů použitelných při konstrukci DNA čipu. 

Jako první byly osekvenovány geny pro 16S rRNA a 16S-23S ITS. Podařilo se 

získat téměř kompletní sekvence ze všech dostupných vzorků. Po předchozí analýze 

databázových dat (BLAST/NCBI) pro gen 23S rRNA, byla zjištěna vysoká míra 

homologie (>98 %) u patovarů phaseolicola, syringae a tomato. Tento výsledek byl 

potvrzen osekvenováním přibližně 1000bp dlouhého úseku 23S rRNA u dalších 5 

patovarů (apii, glycinea, helianthi, striafaciens a tabaci), jejichž sekvence nebyly 

nalezeny ve veřejné databázi. Vzhledem k tomu, že není možně navrhnout dostatečně 

specifické próby ve vysoce homologních úsecích, byl namísto genu pro 23S rRNA 
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osekvenován gen gyrB, který podle předchozího otestování měl tyto požadavky 

splňovat lépe.  

Výsledné sekvence jednotlivých izolátů byly mezi sebou porovnávány pomocí 

specializovaného softwaru „AlignX“, který je součástí softwarového balíku 

VectorNTI 10. Z vyhodnocených sekvencí software automaticky na základě clusterové 

analýzy a algoritmu UPGMA vytvoří dendrogram, který přehledně znázorní podobnost 

jednotlivých patovarů v daném genu. Výsledky ze sekvenování byly ještě srovnány 

s mojí předchozí prací, jenž měla za cíl určení variability mezi Ps metodou rep–PCR 

(Beran, 2007). Pomocí clusterové analýzy našich sekvencí byly zjistěny  mezní hodnoty 

podobnosti pro jednotlivé geny:  GyrB (92-100 %), 16S(98-100 %), ITS (91-100 %). 

Vysokou genetickou příbuznost v rámci genu pro 16S rRNA vykazovaly 

patovary coronafaciens, pisi a striafaciens. Sekvence těchto patovarů jsou velmi 

podobné i v rámci genu 16S–23S ITS. Potvrzuje to i metoda rep–PCR, která při využití 

primeru BOX vykazuje vysokou shodu genetického profilu u těchto tří patovarů. Při 

použití primerů ERIC je příbuznost patovaru coronafaciens od striafaciens a pisi nižší. 

Vyšší genetická příbuznost byla pozorována v oblasti genu pro gyrB i u patovarů 

atrofaciens, phaseolicola a glycinea. Patovary atrofaciens a phaseolicola jsou úzce 

příbuzné v genech 16S rRNA, 16S–23S ITS a při rep–PCR s primerem BOX a ERIC. 

Ve případě těchto genů patovar glycinea vykazuje příbuznost podstatně menší. 

Významnou genetickou příbuznost a samostatný shluk vytvořily i patovary 

tagetis a helianthi. Jejich příbuznost byla ve všech sledovaných genech obdobná. Při 

rep–PCR však na jejich příbuznost ukazoval jen primer BOX.  

Tyto tři popsané skupiny svým zařazením z velké části odpovídají i zařazení 

patovarů Ps do genomospecií (Gardan et al. 1999). Liší se jen zařazením patovarů pisi 

a atrofaciens do samostatné skupiny. 

Poslední významnou skupinu tvořily patovary apii, lachrymans, tomato a theae 

s podobnými výsledky u 16S rRNA, 16S–23S ITS i gyrB. Patovar theae má však při 

rep–PCR geneticky odlišný profil od ostatních třech. 

Zbylé patovary tabaci, ulmi a syringae vykazují vyšší příbuznost pouze v oblasti 

16S–23S ITS a částečně v genu pro 16S rRNA. Rep–PCR tyto patovary různě přiřazuje 

v závislosti na použitých primerech do výše zmíněných skupin. 
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5.3. Návrh oligonukleotidů pro konstrukci DNA čipů 
 

Srovnání (alignment) sekvencí (námi získané spolu se sekvencemi z databáze 

GenBank) určený k návrhu DNA čipu byl prováděn pomocí programu “poa” 

a “clustal-w” pro OS Linux. Konečné úpravy alignmentu byly prováděny manuálně. 

Hybridizační profil prób byl odhadován pomocí programu “dan“ z balíku EMBOSS. 

Všechny próby byly navrženy tak, aby byly 35 – 41 nukleotidů dlouhé, měly přibližně 

stejný hybridizační profil (Tm = 70 – 90°C, ∆G =  - (65 – 55) kcal/mol). Próba byla 

považována za (teoreticky) vhodnou pro konkrétní sekvenci v případě, že měla 

s cílovou sekvencí úsek nepřerušované homologie alespoň 15 nukleotidů a zároveň více 

než 75% homologii celkovou. V opačném případě není próba k detekci takovéto 

sekvence vhodná a předpokládá se, že příslušné sekvence nebudou k této próbě 

hybridizovat. Navržené sekvence prób byly testovány na podobnost s Pseudomonas 

syringae pomocí databáze BLAST (NCBI). 

Rozdíly v sekvencích genu pro 16S rRNA jsou pouze v jednotlivých 

nukleotidech a nelze proto navrhnout próbu specifickou pro jednotlivé patovary, ani 

skupiny patovarů. Tento výsledek předpokládáme i u genu pro 23S rRNA. 

I když je procentuální homologie v genu gyrB nižší než u 16S a 23S rRNA, je 

rovněž nemožné zde navrhnout specifickou próbu. Mutace v genu gyrB jsou pouze 

bodové a sekvence jsou variabilní i v rámci jednotlivých patovarů, kdy konkrétní izolát 

tuto mutaci nést může, ale nemusí. 

V rámci oblasti 16S-23S ITS lze navrhnout próby, díky kterým je teoreticky 

možné odlišit skupiny jednotlivých patovarů. Jednotlivé próby specifické pouze pro 

jediný patovar navrhnout nelze. Kombinací více prób je však možné některé patovary 

odlišit na základě vzniklého profilu (příklad v Tab.6). Próby byly navrženy v oblastech 

89 – 150 nukleotidů (A), 220 – 280 nukleotidů (B) a 527 – 570 nukleotidů (C) 

alignmentu (Tab.5). 

Navržené sekvence prób však nebyly prakticky testovány a tak není možné 

jednoznačně určit jejich specifičnost. Ta bude zjištěna až na základě hybridizace 

s reálnými vzorky. 
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6. Závěr 

 
1. Determinace velikosti genomu restrikčním mapováním pomocí PFGE je spíše 

orientační, neboť získaná data se liší od databázových (NCBI).  

2. Byly získány kompletní sekvence genů pro 16S rRNA a 16S – 23S ITS u všech 

sledovaných patovarů Ps. U genu pro gyrB se nepodařilo osekvenovat Ps. pv. 

striafaciens. Pro podezření z možné vysoké homologie byl gen pro 23S rRNA 

kontrolně osekvenovám pouze u 5 patovarů (apii, glycinea, helianthi, striafaciens 

a tabaci). 

3. Oligonukleotidové próby byly navrženy na základě sekvencí oblsti 16S – 23S ITS, 

které jsou u testovaných kmenů Ps méně homologní než je tomu u ostatních 

sekvenovaných oblastí. Geny pro 16S a 23S rRNA a gyrB vykazují u testovaných 

kmenů Ps velkou sekvenční podobnost a v těchto oblastech nelze navrhnout próby, 

které by byly dostatečně specifické k jednotlivým patovarům. Použitím navržených 

prób je teoreticky možné odlišit skupiny patovarů Ps a jejich vhodnou kombinací 

lze odlišit i některé jednotlivé patovary. 
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8. Tabulky 
 

Tab.1 Použité bakteriální kmeny Pseudomonas 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 Použité primery pro amplifikaci a sekvenování jednotlivých oblastí 

název oblast program sekvence (5' –> 3') 

16S+M13–27FA 16S rRNA 16S GTAAAACGACGGCCAGTAGAGTTTGATCATGGCTCAG 

16S+M13–27FM 16S rRNA 16S GTAAAACGACGGCCAGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

16S+M13–1525RA 16S rRNA 16S CAGGAAACAGCTATGACAAGGAGGTGATCCAICC 

16S+M13–1525RT 16S rRNA 16S CAGGAAACAGCTATGACAAGGAGGTGTTCCAICC 

16S+M13–530F 16S rRNA 16S GTAAAACGACGGCCAGGTGCCAGCMGCCGCGG 

ITS1F ITS ITS GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG 

ITS1R 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 Použité PCR programy, pro amplifikaci jednotlivých oblastí 

program teplota čas (min)       program teplota čas (min)     

gyrB 95°C 

 

5:00 
 

    ITS 95°C 

 

5:00 
 

   

 94°C 0:45  

2
5

 cy
k

lů
 

  

 94°C 1:00  

2
5

 cy
k

lů
 

 55°C 0:45  

  

 67°C 0:20  

 72°C 2:30  

  

 72°C 1:00  

 72°C 10:00      72°C 10:00    

                

program teplota čas (min)       program teplota čas (min)     

16S 95°C 

 

5:00 
 

 

   23S 95°C 

 

4:00 
 

   

 94°C 0:45  

2
5

 cy
k

lů
 

  

 94°C 0:40  

2
5

 cy
k

lů
 

 45°C 0:30  

  

 55°C 0:30  

 72°C 1:30  
  

 72°C 1:30  

 72°C 10:00        72°C 10:00     

 

Tab.4 Odhadované velikosti genomů jednotlivých patovarů Ps získané na základě 

makrorestrikční analýzy pomocí 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 navržené pro oligonukleotidové próby 

název sekvence oligonukleotidu (5' -> 3') 
A1 TTAAGCTCCAAGCTGATAGCTCAACGCTAGCGGCTACAAG 
A2 GAGAAGCAGCTTTTGCTTTGCACACCCGATTTTGG 
A3 GAAGCAGCGCCCGAGTTCGG 
B1 AGATAGCTGGTCAGAGTAGACGCCTCCACGGTATGTAGAA 
B2 ACCTGGTGAAGTTGGTCAGAGCGCGTACGACACCCGGA 
B3 CCACCAATTTTGTGTGGGAAACGCCTGTAGAAATA 
C1 GCATTCCATTGATCCTGACGATCAGTGCCTGAATG 
C2 CATTCCACCTGGATTGAAGG 
C3 CCCTGAGAGATTGAAGGGTG 

 

Tab.6 Příklad profilů několika oligonukleotidových prób pro determinaci jednotlivých 

patovarů 

vzor pozitivně reagujících prób patovar možné křížove reakce s 
patovary 

A2, A3, B2, C3 apii maculicola, tagetis 

A3, B1, C2 helianthi tagetis 

A3 syringae 
maculicola, tagetis, 

morsprunorum, coronafaciens 

A2, B2, C3 tomato maculicola, tagetis 

C1 pisi  
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9. Obrázky 

 

Obr.1 Symptomy na pšenici způsobené Psa 

 
http://www.seedquest.com/News/releases/2008/november/24384.htm 

 

Obr.2 Symptomy na ovsu způsobené Psc 

 
http://ss.niai.affrc.go.jp/db/diseases/contents/de7.htm 

 

Obr.3 Symptomy na sóji způsobené Psg 

 

http://plantpathology.tamu.edu/TexLab/Fiber/Soybean/sbbb.html 
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Obr.4 Symptomy na slunečnici způsobené Psh 

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

 

Obr.5 Symptomy na okurce způsobené Psl 

 
http://aggie–horticulture.tamu.edu/Cucurbit/leaf/4.2.html 

 

Obr.6 Symptomy na fazolu způsobené Psph 

 
http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5365237 
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Obr.7 Symptomy na hrachu způsobené Psp 

 

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

 

Obr.8 Symptomy na ovsu způsobené Psst 

 
http://www.agric.wa.gov.au/content/PW/PH/DIS/CER/FN033_1995.HTM 

 

Obr.9 Symptomy na šeříku způsobené Pss 

 
www.ppdl.org/dd/id/bacterial_blight–lilac.html 
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Obr.10 Symptomy na tabáku způsobené Pstab 

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

 

 

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

 

Obr.11 Symptomy na rajčeti způsobené Pst 

 
http://www.avrdc.org/photos/tomato_diseases/index.html 
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Obr.12 Dendrogram patovarů Ps ze sekvenování genu pro 16S rRNA 

 

 

Obr.13 Dendrogram patovarů Ps ze sekvenování genu 16S – 23S ITS 
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Obr.14 Dendrogram patovarů Ps ze sekvenování genu pro gyrB 

 


