1. UVOD

K nejobavanéjsim fytopatogennim mikroorganismim zrodu Erwinia patii
bakterie Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow et al. 1920, plvodce spaly
ruzovitych rostlin. Ve smyslu zédkona ¢. 326/2004Sb., o rostlinolékaiské péci a o zméné
nékterych souvisejicich zakonti a vyhlasky €. 330/2004Sb., o opattenich proti zavlékani
a rozsifovani skodlivych organismu rostlin a rostlinnych produktd uréenych k péstovant,
je bakterie Erwinia amylovora Skodlivym organismem, ktery se vyskytuje v Evropském
spolecenstvi (ES) a je zavazny pro celé ES. Pokud jsou napadeny rostliny nebo rostlinné
produkty urcené k péstovani timto Skodlivym organismem, je zak4zdno zavlékat
arozsifovat je na tzemi Ceské republiky. Statni rostlinolékatska sprava (SRS) proto
nafizuje mimotadnd rostlinolékaiska opatfeni k likvidaci napadenych rostlin prevazné
ve Skolkéch a jejich okoli (Vahala 2005).

Vroce 2002 Ceska republika pozadala Evropskou unii (EU) o uznani
tzv. chranéné zony (chorobyprosté tizemi) tykajici se ptivodce spaly raizovitych. Uéelem
uvedené zony bylo zastaveni nebo alesponi zpomaleni Sifeni choroby mimo chranéné
zony po uzemi jizni Moravy. Po vstupu CR do EU by vznik chranéné zony také usnadnil
vyvoz hostitelskych rostlin spaly rGzovitych zovocnych a okrasnych Skolek
do chranénych zén Clenskych statid EU. V souvislosti s t€émito zénami SRS vymezila dle
smérnice ¢. 2000/29/ES 1 tzv. naraznikové zony bez vyskytu choroby na izemi o rozloze
nejméné 50 km?. V EU umoziuji tyto zoény prodej hostitelskych rostlin prostych spaly
zovocnych a okrasnych Skolek do chranénych zén. Vyskyt spaly razovitych
v rostlinolékatském obvodu Vyskov a sousednim Rakousku v blizkosti statnich hranic
s Ceskou republikou vedl vkoneéném disledku ke stazeni ndvrhu Ministerstva
zemédé€lstvi o uznani chranéné zony (Vahala 2005).

Bakterialni spdla je nejstarsi a nejvice studovanou bakteridlni chorobou (Kidela
1976). Pivodni vyskyt je pravdépodobné na vychodé Severni Ameriky na nekulturnich
hostitelskych druzich ¢eledi Rosaceae. Po dovezeni kulturnich druhd hrusni a jabloni
do téchto oblasti se objevily silné endemie v ovocnych sadech (Baker 1971). Prvni
vyskyt na izemi Evropy byl zaznamenéan v roce 1957 v Anglii, v hrabstvi Kent, kde byl
patogen izolovan z hrusné (Crosse et al. 1958). Po deviti letech také na evropském

kontinentu v Holandsku (Keil et al. 1966). V roce 1971 v NSR (Bomeke 1972). V roce



1986 byl bezpecné¢ prokazan vyskyt patogena v nasem hlavnim mésté v obvodu
Prahy 4 (Ktdela 1990).
Bakterialni spala rizovitych je nejvétsi hrozbou pro jadroviny (jabloni, hrusSen)
a botanicky ptibuzné okrasné a divoce rostouci dieviny (hloh, jetab a skalnik). Napadeni
rostliny mé za nasledek snizeni vynost, v dalsich letech pfi rozsifeni patogena v rostling
az odumirani celé rostliny (Kuadela 1990).
Erwinia carotovora (Jones) Bergey et al. subsp. atroseptica (van Hall) Dye,
Erwinia carotovora, (Jones) Bergey et al. subsp. carotovora a Erwinia chrysanthemi
Burkholder et al. jsou plivodci Cernani stonku bramboru a mokré hniloby. Hlavni

Skodlivost se projevuje ve form¢ hniloby hliz béhem skladovéani (Ktdela 1991).



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Popis a vyznam rodu Erwinia

2.1.1. Taxonomické zarazeni

Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow et al. 1920 (Ea) patii
jadro v obvyklém cytologicko-morfologickém vyznamu. Tento druh fadime do oddéleni
Gracilicutes (prokaryota s ten¢i peptinoglykanovou sténou a vnéjsi lipoproteinovou
membranou, gramnegativni), sekce 5 (fakultativné aerobni tycinky), celed
Enterobacteriaceae, rod Erwinia, nesporulujici, ze skupiny nepektinolytickych (Kidela
1990).

Skupina nepektinolytickych erwinii zahrnuje také fytopatogenni, nekrogenni
bakterie E. pyrifoliae, pivodce nekrotickych ptiznakl na listech a vétvich asijské hrusné
(Pyrus pyrifolia) a méné vyznamny fytopatogen E. rhapontici, jakozto ptivodce riazoveéni
obilek pSenice (Kidela et al. 2002).

Skupina pektinolytickych erwinii zahrnuje macerogeny Erwinia carotovora
(Jones) Bergey et al. subsp. atroseptica (van Hall) Dye, Erwinia carotovora, (Jones)
Bergey et al. subsp. carotovora a Erwinia chrysanthemi Burkholder et al. (Kudela 1991),

které zplsobuji ¢ernani stonku bramboru a mékkou hnilobu rostlin (Kudela et al. 2002).
2.1.2.  Geografické rozsireni

Erwinia amylovora se v soucasné dob¢ vyskytuje v téchto zemich: Velka
Britanie, Irsko, Svédsko, Norsko, Nizozemsko, Dansko, Belgie, Francie, SRN, Polsko,
Ceska republika, Rakousko, SV}'/carsko, gpanélsko, Italie, Recko, Kypr, Chorvatsko,
Mad’arsko, Srbsko, Bosna a Hercegovina, Turecko, Izrael, Arménie, Iran, Albanie, USA,
Kanada, Novy Z¢land (Kudela 1990), Finsko, Lichtenstejnsko, Portugalsko, Estonsko,
Litva, Loty$sko (Brennan ef al. 2002). Uplny piehled rozsifeni v roce 2005 podle EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection Organization) je uveden na map¢ 1.

Pro zminéné zemé, kde se spéla vyskytuje, je tato choroba velkou piekazkou

pro uplatnéni rozmnoZovaciho materidlu jadrovin i1 okrasnych hostitelskych rostlin
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na mezinarodnich trzich. V Evropé predstavuje spala nejvétsi riziko pro zemé z oblasti
Stiedozemniho mote (Ktidela 1990).

E. carotovora subsp. carotovora a subsp. atroseptica je b&znd v mirném
a tropickém podnebi. Celkovy prehled soucasného rozsiteni mokré hniloby na uzemi nasi
republiky v roce 2005 je uveden na mapé 2 (podle SRS). Se stfednim vyskytem
E. carotovora se setkavame v jihoCeském regionu (Anonym 2005).

E. chrysanthemi §kodi hlavné subtropickych a tropickych oblastech, v Evropé
na sklenikovych okrasnych rostlinach. Celkovy ptehled rozsiteni v roce 2005 je uveden

na map¢ 3 (podle EPPO).

2.1.3. Morfologické a kultiva¢éni znaky

Rod Erwinia jsou rovné kratké tyCinky, 0,5-1,0 x 1-3 pm. Pohyblivé nékolika
peritrichdlnimi biciky, fakultativné aerobni s aerobné—respiraénim a fermenta¢nim typem
metabolismu (Kudela et al. 2002). Kolonie na zivném agaru vyrostou béhem dvou
az tfech dnti pfi teplotnim optimu 21-27 °C. Jsou typicky krémové bilé, vypouklé, lesklé,
mukoidni. Optimalni koncentrace vodikovych ionti je 6,0 — 7,5 pH. Pro rist vyzaduje
Erwinia amylovora kyselinu nikotinovou, produkuje acetoin, kolonie nemaji zluty
pigment (Ktdela 1990). Dusi¢nany bakterie redukuje na dusitany (Rosypal et al. 1981)
(Obr. 1,4 a5).

2.1.4. Patogenni vlastnosti

Podstata patogenity u bakterii E. amylovora byla vysledovana pfi izolaci
exopolysacharidi, amylovorinu a levanu (Oh and Beer 2005). Tyto exopolysacharidy
byly ziskdny ze slizu produkovaného patogenem, ale zbaveného bakteridlnich bunck.
Po ur¢ité dobé uvadaly dokonce rezistentni odridy jabloni a hrusni ponotfeny do roztoku
amylovorinu. Proto byl amylovorin charakterizovan jako specificky termostabilni
fytotoxin zplsobujici plazmolyzu bun¢k (Ktdela 1990).

Erwinia chrysanthemi je druh Uzce ptibuzny s E. carotovora subsp. carotovora.
Patogenita obou bakterii je podminéna zejména produkci velkého mnozstvi

pektolytického enzymu endopolygalakturotranseliminazy (PGTE), ktery rozklada stfedni



lamelu mezi bunkami (Ktdela 1991). Oxiduji pektiny v podminkéch aerobni oxidace

(Rosypal et al. 1981).

2.1.5. Molekularni charakteristika patogent

Byla zjisténa celkova sekvence genomu Erwinia amylovora kmenu Ea273, s jeho
celkovou velikosti 3 805 kbp s obsahem ptiblizné G+C 53,5 % (Anonym 2006). Velikost
nepfenosného plazmidu pEa29 je 28 kbp (Anonym 2006, McGhee and Jones 2000,
McManus and Jones 1994). VSechny piirozené ptisobici kmeny Ea obsahuji plasmid
pEa29 (Steinberger et al. 1990, Maxon-Stein ef al. 2003, Ruppitsch et al. 2004).

U bakterie Erwinia amylovora byly urCeny napt. geny kodujici tvorbu enzymil
pro syntézu extracelularnich polysacharidl, geny usnadnujici rist patogena
v hostitelskych rostlinach, geny usnadnujici metabolismus a biosyntézu urcitych latek
(Oh and Beer 2005, McGhee and Jones 2000).

Rovnéz byl osekvenovan cely genom bakterie E. carotovora subsp. atroseptica,
jehoz velikost ¢ini 5064 kbp. Pro osekvenovani byl pouzit kmen SCRI1043
(Bell et al. 2004, Anonym 2006).

2.1.6.  Hostitelské rostliny

K hostitelskym rostlinam druhu E. amylovora patii 146 druhti z 20 roda celedi

ruzovitych, podceledi jablonovitych. Za tzv. hlavni hostitele se povazuji druhy:

(a) Uzitkové: hruSen (Pyrus), jablon (Malus), kdoulon (Cydonia), bibas (Eribotrya).
(b) Okrasné nebo divoce rostouci dieviny: hloh (Crataegus), skalnik (Cotoneaster),
jetab (Sorbus), hlohyné (Pyracantha), kdoulovec (Chaenomeles), mispule (Mespilus),
muchovnik (Amelanchier), Stranvaesia (Photinia).

Za hostitelské rostliny se nepovazuji druhy: Crataegus arnoldiana,
C. phaenopyrum, C. viridia, a Sorbus intermedia.

Ve stfedni a zapadni Evropé je vyskyt spaly nejcastéjsi na hlozich rostoucich

ve volné piirod¢€ nebo v zivych plotech. Nékteré druhy rodu Prunus jsou potencidlnim

zdrojem inokula piivodce spaly (Kidela 2001).



Pektinolytické bakterie E. carotovora subsp. carotovora mohou napadnout
za ptiznivych podminek duznaté organy v podstaté kteréhokoliv druhu rostlin.
Pro E. carotovora subsp. atroseptica je hlavnim hostitelem sice brambor, ale mohou
napadnout 1 brukvovité rostliny (kvétak, zeli), rajce a okrasné rostliny (Iris sp.,
Delphinium spp.) (Kudela 1991).

E. chrysanthemi napada Siroky okruh tropickych a subtropickych rostlin. Mezi
hostitelské rostliny patii sklenikové okrasné rostliny, napt. karafiadt, chryzantéma,

filodendron a diefenbachie (Kudela 1991).

2.1.7. Vyznam jednotlivych patogenii

Bakteriozy obecné zpusobuji v podminkach stfedni Evropy ztraty ve vysi
asi 13 % potencialni sklizné (Rod 2002).

Erwinia amylovora, zpisobujici bakteridlni spalu razovitych rostlin je jednou
z nejdestruktivnéjsich chorob rostlin. Jsou-li u jadrovin infikovany kvéty a plody, vynos
bézného roku byva zniCen. Napadeni plodonost, letorostli a starSich vyhond snizuje
vynos v dalSich letech po infekci. Rozsifi-li se nakaza do kosternich vétvi, kmene
a kofent, je ohrozena Zivotnost celé¢ho stromu (Ktdela 2001).

Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia carotovora subsp. carotovora
a Erwinia chrysanthemi zptsobuji ¢ernani stonku bramboru a mokrou hnilobu. Hlavni
Skodlivost se projevuje ve form¢ hniloby hliz béhem skladovani, rozsah celkovych

ztrat byva 5 % a vice (Kudela 1991).

2.1.8. Symptomatologie

Pfiznaky spaly rtzovitych rostlin se vyskytuji na vSech nadzemnich orgéanech.
Infikované kvéty vodnati, pak vadnou, sesychaji a hnédnou az Cernaji. Na infikovanych
listech se nachézeji velké nekrotické 1éze, které vznikaji bud’ od okraje listové Cepele,
nebo od fapiku a stfedni zilky. Nezfidka listy v nékolika hodinidch nédhle hnédnou
az Cernaji a svinuji se. Napadené kvéty a listy zlstavaji viset na stromé. Letorosty
vodnati, pozdé¢ji se zbarvuji hnédocerné, usychaji a svrastuji se. Jejich vrcholy vadnou

a hakovite se ohybaji (Ktadela 2001) (Obr. 2).



Z kvétl, letorostli a listll prechazeji spalové bakterie do starSich vyhont. Korova
pletiva vyhont vodnati, nekrotizuji a zbavuji se Cervenohnéd¢, coz je nejlépe patrné
na podélném fezu. Nekrotizované pletivo na podzim mirné vklesne. Okraje téchto
nekrotickych lozisek jsou patrné podle jemnych prasklin. Na podélném fezu jsou
infikovana pletiva zbarvena rezavé Cervené nebo hnéd¢ a Casto maji vodnaty vzhled.
Ptechod mezi infikovanym a zdravym pletivem je neostry (difuzni) (Ktadela 2001).

Patogen pronika do plodl bud’ z napadenych plodonost pies stopky, nebo piimo
ptes lenticely a poranéni. K infekei jsou nejnachylnéjsi nezralé plody. V misté infekce
se vytvoii vodnata skvrna, kterd pozdéji hnédne az Cernd. Plody se scvrkavaji, zlstavaji
viset na strom¢ a neziidka mumifikuji (hrusky vypadaji jako suSené Svestky). Jsou-li
plody infikovany az pozdé&ji za vegetace, tvoii se v misté infekce jen hnédé skvrny.
Ptiznaky na hrusnich jsou intenzivnéjs$i nez na jablonich (Kudela 1990).

Typickym piiznakem spaly je tvorba bakteridlniho slizu, ktery se za vlhkého
a teplého pocasi objevuje na povrchu napadenych organti v podobé lepkavych, bélavych
a pozd¢ji hnédnoucich a tuhnoucich kapek, povlaki nebo jemnych vlaknitych ttvart.
Bakterialni sliz je smés bakterii a jimi vylu€ovanych mukopolysacharidt (Ktdela 1999).

Mokra bakteridlni hniloba mlze byt zplsobena nékolika druhy bakterii.
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poskozeni, priméarni infekce jinymi patogeny nebo nevhodnych podminek skladovani
(Anonym 1996).

E. carotovora je také ptivodce Cernani stonku a s mokrou bakterialni hnilobou tato
choroba piimo souvisi, ale vysoky vyskyt cerndni stonku nemusi vzdy znamenat
napadeni mokrou bakteridlni hnilobou béhem skladovéani. Rozhodujici je pribéh pocasi
ve vegetaci (Hausvater 2002).

Duznina napadené hlizy se ¢astecné nebo zcela méni v mékkou kasovitou hmotu,
slupka Casto zlistava celistva az do konce hnilobného procesu. Na priifezu hlizou byva
mezi napadenym a zdravym pletivem patrnd tmava zéna. Napadené pletivo na vzduchu

zloutne az rizovi a postupné hnédne (Anonym 1996).



2.1.9. Infekcni cyklus

Erwinia amylovora ptezimuje v korovych pletivech na okrajich nekrotickych 1ézi
na vétvich nebo kmenu. Spalové bakterie mohou také pravdépodobné piezimovat
v pupenech a také ve zjevné zdravych pletivech dfeva. Na jafe se aktivita patogena
v nekrotickych 1ézich znovu obnovuje, pficemz podil aktivnich lozisek v sadu
se pohybuje v rozmezi 2-46 %. Bakterie se pomnozuji a §ifi se do sousedniho zdravého
korového pletiva. Za vlhkého a teplého pocasi vystupuje masa bakterii na povrch rostlin
nejcastéji ve formé kapicek slizu, méné Casto ve formé tzv. vzdusnych provazct
¢1 vlaken. Sliz se objevuje pfiblizné v dobé kvétu hrusni (Ktdela 2001) (Obr. 3).

Na kratsi vzdalenost (do 100 m) se spalové bakterie premistuji hlavné
atmosférickou vodou (zejména vétrnymi desti), hmyzem, roztoci a pavouky, na stiedni
vzdalenosti (1000-5000 m) opylujicim hmyzem a na dlouhé vzdalenosti (nad 5000 m)
ptactvem (Hayward and Waterston 1998), vzduSnymi proudy (nesoucimi bakterialni
vzdusné provazce), ¢innosti ¢loveka, ktery je zprostfedkovatelem pienosu infikovaného
nebo kontaminovaného reprodukéniho materidlu — roubd, fizkt, plodi a celych rostlin
(Kadela 1990).

Bakterie pronikaji do rostliny pfirozenymi otvory (praduchy, lenticelami,
zlaznatymi trichomy, hydatodami, nektartodami); nekutinizovanymi pletivy blizen
a prasnik®; puklymi praSnymi vacky; trhlinkami vzniklymi poranénim (hmyzem, fezem,
vétrem, kroupami apod.). NejcastéjSim mistem pronikani patogena jsou kvéty, listy
a nezdfevnatélé letorosty. Z kvéth a listli pronikaji bakterie pies stopky do brachyblasti,
vyhontl, vétvi a kmene (Ktdela 1990).

Obecné plati, ze teplé a vlhké pocasi s Cetnymi deStovymi srdzkami rozvoj
choroby podporuje, chladné a slune¢né zpomaluje a velmi suché zastavuje. Riziko
vyskytu spaly je nejvétsi, kdyz teploty prevySuji 18 °C (pohybuji se mezi 18 az 28-33 °C)
a prsi. Infekce kvéth je velmi pravdépodobnd za teplych slunnych dnt (21-30 °C),
kdy je vysoka aktivita hmyzu — potencialniho vektora spalovych bakterii (Ktudela 1990).

E. carotovora subsp. carotovora v naSich podminkach nepiezimuje, a proto
rozhodujicim zdrojem infekce jsou napadené sadbové a kontaminované hlizy nebo hlizy
s latentni infekci. Vyznamnym zdrojem miiZze byt i kontaminovand zemina ve skladech.
Hlizy jsou infikovany v piidé prostfednictvim stolonu nebo bakterie pronikaji do hliz

lenticelami. K $ifeni bakterii v pid¢ dochazi volnou vodou, hlavné v letech, kdy ptda



del$i dobu nevysycha. Casté&jsi je napadeni hliz pfi sklizni nebo tiidéni mechanickym
poskozenim. E. carotovora subsp. carotovora se uplatiuje jako vyznamny sekundéarni
patogen hlavné u hliz primarné infikovanych plisni bramborovou (Phytophthora
infestans). E. carotovora subsp. carotovora sice neni anaerobni organismus,
ale pfitomnost vody na hlizach (sklizenn pii desti, potni vrstva) a nedostatek vzduchu
infekci usnadiiuji. Tim mohou nastat potize pii myti hliz pfed balenim a jejich

nedostate¢ném osuseni (Hausvater 2002, Anonym 1996).

2.1.10. Ochrana

Proti zavleCeni Erwinia amylovora na nova uzemi se uplatiiuji mimotadna
opatieni. Karanténni inspekci podléhaji vSechny rostlinné ¢asti véetné plodi. VéEtsSinou
vSak prevlada nazor, Ze plody, jako potencidlni zdroj ndkazy, pfedstavuji nevyznamné
potencialni riziko. Vyjma zni€eni rostlinnych pletiv neexistuje spolehlivda metoda
chemického nebo jiného oSetfeni, jimiz by bylo mozno eliminovat patogen z rostlinného
materidlu. Dosavadni zkuSenosti ukazuji, ze jakmile se patogen usidli v urcitém regionu
v sadech nebo na divoce rostoucich hostitelskych rostlinach, nelze eradika¢nimi
opatfenimi dalSimu Sifeni ndkazy zcela zabrénit, ale pouze jej zpomalit. Vzhledem
k velké Skodlivosti spaly rizovitych rostlin se vSak i pfes tuto negativni zkuSenost obecné
eradikacni opatfeni v nové ohrozenych oblastech uplatiuji. Je nutné dodrzovat pfisna
mimotadna rostlinolékatrskd opatieni a provadét disledné kontroly u importovaného
rostlinného materidlu, v sadech a Skolkach, aby se zabrdnilo nebo alesponn zpomalilo
Sifeni nakazy do dosud nezamotenych oblasti. Ve vétSin€ evropskych stath neni
pouzivani antibiotik povoleno. Hrusné, jablon¢, ale i skalniky a hlohy se Slechti
narezistenci (Kudela  2001). Peclivy aodpovédny monitoring vyskytu patogena
azaroveil piesna identifikace miize velmi snizit rozSifeni onemocnéni (Brennan
et al. 2002).

Jiz v padesatych letech se zacalo pouzivat antibiotikum streptomycin a o n¢kolik
rokil pozdé¢ji se oSetiovalo méd’natymi a jinymi chemikaliemi. Avsak ani ne po dvaceti
letech pouzivani jiz bakterie Erwinia amylovora zacala vykazovat vici streptomycinu
odolnost. Ukazala se moznost ochrany pomoci bakterie Pseudomonas fluorescens, kmen
Pf-A506. Tento kmen pilisobi konkuren¢né (zejména v oblasti vyzivy) pro bakterie, které

zpisobuji spalu a tim chrani kvéty pied silngj$imi infekcemi. Muaze byt aplikovan spolu



s antibiotiky, ale ne s méd’natymi ptipravky (Anonym 2001). Na ochranu rostlin proti
mrazovému poskozeni béhem vegetace (mimo jiné pii ochrané proti E. amylovora) byla
v USA v roce 1992 registrovana smés tii bakteridlnich kmenti (Pseudomonas fluorescens
kmen Pf-A506, jeden pfirozené se vyskytujici kmen P. syringae a dalsi jiny kmen
Pseudomonas fluorescens), které potlacuji nukleaéné aktivni bakterie a to spise
na principu kompetice omezeného zdroje Zivin ve fyloplanu nez na principu antibidzy
(Ktdela 2001).

Boj proti patogeniim ¢erndni stonkli bramboru spociva v prevenci. Je tieba sklizet
za suchého pocasi, respektive hlizy pred skladovanim peclivé osusit, zabranit vysoké
vzdus$né vlhkosti a tvorbé vodniho filmu na hlizach, a udrzovat teplotu skladu pod 6 °C

(Ktdela 1991, Kadela 2001).

2.1.11. Odbér vzorku a kultivace

Odbér vzorkl z rostlin podezielych z napadeni rozhoduje o spravnosti vysledku
bakterie vétSinou neobsahuji. Nema proto smysl odebirat napt. celé vrcholy zaschlych
vyhonil. Odebrat je tfeba predevsim spalové kvéty, listy, plody, nezdievnatélé letorosty
austarSich vyhonti jen ty casti, kde je rozhrani mezi napadenymi (vodnatymi,
nekrotizovanymi) a dosud zjevné zdravymi pletivy. Mezi odbérem a zpracovanim vzorki
by mél byt co nejkratsi Casovy interval, aby se predeslo vyschnuti pletiv (Kiidela 1990).

Segment odebraného pletiva se rozdrti pfiblizné v 1 ml sterilni destilované vody
na hodinovém sklicku. Cast vzniklé suspenze se nanasi sterilnim platinovym oc¢kem
kfizovym roztérem na vhodné zivné agarové plotny v Petriho miskach. Inkubace probiha
v termostatech pii 27°C po dobu 2-3 dnii. Jednotlivé kolonie narostlé na zivném médiu
(zteteln¢ separované od ostatnich kolonii) se pfeockovavaji na dal$i agarové plotny,
aby se ovéfila Cistota izolatu. Jsou-li kultury ¢isté, pfistupuje se k vlastnim identifikacnim

testim (Ktdela 1990).
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2.2. Soucasné metody determinace

2.2.1.  Sérologické metody

Identifikace zalozena na biochemickych testech a testech patogenity je vétSinou
Casoveé naroc¢nd. Prednosti sérologickych testd je rychlost, pomérné¢ dobra citlivost
a specifi¢nost, s moznosti snadné¢ho zpracovani velkého poctu vzorkd (predevsSim
u ELISA testu). V rostlinolékai'ské bakteriologii se uplatiuji hlavné tyto identifika¢ni
metody: aglutinace; imunodifize; imunofluorescence; enzymova imunoanalyza (EIA),
zejména tzv. heterogenni typ EIA nazvany ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay).

Sérologické metody jsou v soucasnosti Casto pouZivané techniky pro detekci.
Oproti molekuldrnim metodam vSak mohou zamlzit detekci vzhledem k ptitomnosti
antigenil gramnegativnich bakterii, které vyvolavaji tvorbu nespecifickych protilatek
(Bereswill et al. 1995).

Detekce sérologickymi metodami miize byt také obtizna, pokud jsou bakterie
v rostliné v mnozstvich menSich nez 10 000 CFU (Colony Forming Units) na 1 gram
rostlinného pletiva nebo 1 mililitr rostlinné stavy. Pii této koncentraci je v 10ul vzorku,
ktery nanaSime na podlozni sklicko, méné nez 100 bakteridlnich bunék, ze kterych
jen n€kolik mlze byt vizualizovano metodou IF (imunofluorescencni mikroskopie) nebo

detekovéano pomoci ELISA testt (Sanger et al., 1977).
2.2.1.1. Aglutinacni test

Jedna kolonie se ockem ptenese na podlozni sklicko s kapkou destilované vody.
Prida se stejné mnozstvi antiséra a promicha se. Pozitivni reakce se projevi za 1 — 3 minuty

typickym vyvlockovanim (aglutinaci) (Kadela 1990).
2.2.1.2. Imunofluorescence

Je to jeden znejcitlivéjSich imunobiologickych testl. Umoziluje stanoveni
patogena pfimo znemocnych pletiv. Pfredpokladem je specifické antisérum (nejlépe
monoklonélni). Ze séra se oddéli frakce imunoglobulini a na ni se pfipoji fluorescin,

ktery méni neviditelné ultrafialové zafeni na viditelné Zlutozelené svétlo. Vazba
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protilatek s barvivem na antigen se pozoruje specidlnimi mikroskopy. Zluty filtr
v mikroskopu za preparatem pohlcuje ultrafialové zateni a propousti dale jen paprsky
viditelného svétla vzniklé fluorescenci. Nevyhodou této metody je potieba specialniho
ptistrojového vybaveni a nemoznost uchovavani preparatu a pfedev§im autofluorescence

rostlinnych pletiv (Ktdela 1990).

2.2.1.3. Enzymovd imunoanalyza — ELISA

Pouziva se piislusnd imunoglobulinova frakce a vysoce specifické protilatky,
které se vazou na vhodny enzym (peroxidaza z kotene kienu, alkalickd fosfataza). Tento
enzym slouzi jako detektor imunochemické reakce, je barevny nebo jinak snadno
detekovatelny (Kidela 1990). Modifikaci PTA-ELISA (plate-trapped antigen-enzyme
linked immunosorbent tests) pouzivali Kokoskova a Mraz (2005) pti detekci
E. amylovora. Donat et al. (2005) pouzili modifikaci (DASI) ELISA, vyuzivajici dvojici

monoklondlnich protilatek proti E. amylovora.

2.2.2.  Testy patogenity

a) Test hypersenzitivity na tabaku.

b) Hruskovy test — je velice jednoduchy. Jehlou namocenou v bakterialni
suspenzi se udéld nékolik vpichi do plodu hrusky. Po 3-5 dnech pii 20-27 °C
pfi pfitomnosti E. amylovora se objevuji jasné charakteristické symptomy, a to tvorba

krémovitého bakteridlniho slizu (Kudela 1990, Brennan et al. 2002).

2.2.3. Orienta¢ni zkouska

Pfitomnost bakterie v nekrozach lze orientacné ovéfit roztokem jodidu
draselné¢ho, ktery se nanasi na feznou plochu vyhonti rostlin. V piipadé piitomnosti
E. amylovora zistdva vzorek nezbarven. Naproti tomu nepfitomnost patogena umozni

reakci roztoku se Skrobem za vzniku modré barvy (Vahala 2005).
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2.2.4. Biochemické metody

2.24.1. Mikrobidlni identifikacni systém BIOLOG

Tato metoda je zalozena na specifickém vyuzivani 95 rtznych uhlikatych
substratii (alkoholy, polymerické latky, organické kyseliny a jejich soli, aminokyseliny)
jednotlivymi taxonomickymi skupinami bakterii. Vyuzivani ur¢itého uhlikatého zdroje
testovanou bakterii se projevi zvySenim jeji respirace. Toto zvySeni respirace se projevi
jako barevnd zména vznikld redukci tetrazoliové violeti na fialovy formazan (Bochner
1989). Vysledny utilizacni profil se nazyva ,,metabolicky otisk“. Ten se porovnava
se vzorovym kmenem v databazi pro pfislusny druh bakterie. Tento systém je schopen
taxonomicky rozlisit bakterie az na uroven jejich poddruhti (Jones et al. 1993).

Kokoskova a Mraz (2005) prozkousSeli dvacet odebranych vzorka s ptiznaky
bakteridlni spaly rizovitych, které byly ur¢ovany imunochemickymi testy (hruskovy test,
test hypersenzitivity) a z toho reagovalo ¢trnact kment negativng, Sest pozitivné pomoci
PTA-ELISA, tfi pozitivné¢ pomoci polymerazové fetézcové reakce (PCR) s primery pro
detekci E. amylovora (Bereswill et at. 1995). Pomoci syst¢ému BIOLOG byly ostatni
vzorky urceny jako Pantoea dispersa a P. agglomerans. Z tohoto rozliSeni je vidét, jakeé

vyhody ma tato metoda oproti ostatnim.

2.2.5. Molekuliarné biologické metody

Soucasné pokroky v molekuldrni biologii nabizi mnoho moznosti pro

------

polymerazova fetézova reakce (PCR) a jeji analogie, spolecné srlznymi typy
hybridiza¢nich technik. VSechny metody jsou zalozené na identifikaci specifickych useki
DNA pro dany organismus. Za timto ucelem bylo nalezeno né¢kolik riizné vhodnych

oblasti.

2.2.5.1. Specifické useky v genomu

Jsou to vysoce konzervativni repetitivni sekvence vyskytujici se v mnoha kopiich

v genomech vétSiny gram-negativnich a nékolika gram-pozitivnich bakterii (Lupski
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and Weinstock 1992). Tyto sekvence byly rozdéleny do tfech skupin. Jsou to 35-40 bp
dlouhé repetitivni extragenické palindromické (REP) sekvence, 124-127 bp entero-
bakteridlni repetitivni intergenovy consensus (ERIC) a 154 bp BOX elementy
(Versalovic et al. 1994). Od téchto usekti odvozené primery jsou pouzivany pii metodach
tzv. genomického fingerprintingu zalozenych na PCR (rep-PCR). Pomoci nich lze odlisit

prokaryotni organismy az na uroven bakteridlnich kmend.

2.2.5.2. Molekuldrni techniky pouZivané v soucasnosti

Kromé¢ metody PCR a modifikaci PCR se pouziva repetitivni finger printing PCR
(Louws et al. 1999) a RAPD (Random amplified polymorphic DNA analysis) (Momol
et al. 1997), kterd umoziluje hodnotit vztahy mezi riznymi izolaty E. amylovora. (Momol
et al. 1997, Manulis et al. 1998, Taylor and Hale 1998, Jeng et al. 1999, Momol
et al. 1999, Merighi et al. 1999).

Brennan et al. (2002) zjistili, ze fylogenetickym rozborem RAPD profila
z irskych izolatd E. amylovora bylo homogennich 44 z 65 vzorkd, ale 21 bylo geneticky
rozdilnych od cizich E. amylovora izolath. Rozdily nebyly ve vztazich mezi genetickou
variabilitou (analyzovano RAPD), hostitelskou rostlinou, rokem izolace nebo

geografickym ptivodem.

2.2.5.2.1. Polymerdzova retézova reakce (PCR) a jeji modifikace

PCR je velmi pouzivand metoda s mnoha modifikacemi. Umoziuje velmi rychlou
identifikaci. Vyhoda metody PCR spoc¢iva v tom, Ze napiiklad detekce a identifikace
spaly razovitych miize byt piesné analyzovana pomoci PCR za mén€ nez 6 hodin.
Pomoci oddéleni PCR produktd na gelu v elektroforéze jsou fragmenty urceny, pokud
je E. amylovora ptitomna pi1 PCR amplifikaci a pfitom neni nalezena DNA z ostatnich
patogennich bakterii. Dal$i vyhoda spocivd vtom, Ze viditelny specificky band,
je produkovan i pii mnozstvi méné nez 100 bunék E. amylovora (Bereswill et al. 1992,
Bereswill et al. 1995).

PCR svou specificnosti a citlivosti pirekovava mnohem vice rozsifené sérologické
metody. Diferenciace izolatdi E. amylovora pomoci molekuldrni techniky umoziuje

hodnotit genetickou diverzitu populace patogena. (Stiles et al. 1993) Detekéni limit
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se pro klasické PCR pohybuje v rozmezi 1- 4.10> CFU/ml, ale miize byt i 100 CFU/ml.
Neékteré modifikace PCR (BIO-PCR) dosahuji limitu az 10 CFU/ml (Shaad et al. 1988).
Tyto vysledky predstavuji 10-100 nasobné =zlepSeni detekéni citlivosti oproti

sérologickym metodam (Bereswill et al. 1992).

a) Klasické PCR

V reakéni smési je jedna dvojice primert specifickych pro patogen, kterad
amplifikuje jeden specificky produkt. U tohoto typu PCR je velmi problematicka
interpretace vysledki. Mohou se zde totiz projevovat falesné negativni vysledky
zpusobené riznymi latkami inhibujicim PCR (Tsai and Olsen 1992, Powell et al. 1994),
inhibujicimi latkami pouZzivanymi pii izolaci DNA (Rossen ef al. 1992) nebo Spatné
vyizolovanou DNA. Tyto problémy jsou rtizné feSeny v dalsich modifikacich PCR.

Brennan (2002) hodnotil 83 bakterialnich DNA vzorka rodu Erwinia pomoci PCR
a zjistil, ze 75 vzorkd produkovalo ocekavanou velikost PCR produkti 1,6 kbp.
Jak o¢ekaval, DNA izolaty z E. carotovora subsp. carotovora, E.carotovora subsp.
atroseptica ani E. chrysanthemi neprodukovaly amplifika¢ni produkt o velikosti 1,6 kpb
ani 1,9 kbp.

b) Multiplex PCR
V tomto ptipadé jsou v reakéni smési pouzity dv€ dvojice primeri. Prvni z nich
je specificka pro patogen a amplifikuje z jeho DNA specificky produkt. Druha dvojice
soucasné amplifikuje cast DNA rostlinného hostitele. Timto zpisobem lze spravné
interpretovat negativni vysledek zapti¢inény Spatnou izolaci DNA. Po optimalizaci
tohoto postupu bylo moZno vrostlinném materidlu detekovat 2-20 CFU/ml

(Chamberlain et al. 1998).

¢) Metoda rep-PCR (Repetitive sequence based PCR)

Metoda je zalozena na amplifikaci Gsekli mezi konzervativnimi repetitivnimi
oblastmi pomoci jednoho primeru BOX a dvou primert ERIC (Enterobacterial Repetitive
Itergenic Consensus) (Seo et al. 2002) a REP, které¢ byly na jejich zaklad¢ odvozeny.
Vysledek reakce je pro danou bakterii specifické spektrum PCR produkti tvotené
soucasn¢ rozdilnou velikosti jednotlivych amplifika¢nich produktd i jejich celkovym

poctem. Po elektroforetickém rozdéleni téchto fragmentl ziskame vysoce specifické
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tzv. DNA otisky (de Brujin 1992, Versalovic et al. 1994, Louws et al. 1995, Rademarker
and de Brujin 1997, Rademarker et al. 1997). Tyto otisky se dale za ucelem piesné
identifikace organismu porovnavaji s databazi a na zéklad¢ vzajemnych podobnosti jsou
vyhodnoceny. Otisky se ale také mohou porovnévat piimo mezi sebou. Toto se provadi
zejména v piipadech, kdy je potfeba zjistit genetickou piibuznost v urcité skupiné izolatt
nebo u vysSich taxonomickych stupni. Seo et al. (2002) pouzili ERIC PCR

pro identifikaci a uréeni genetické variability E. c. subsp. carotovora a E. chrysanthemi.

2.2.5.2.2. Hybridizacni techniky

Jsou to metody =zalozené na vyhleddvani specifického useku DNA
komplementarniho k sekvenci zna¢né sondy (radioaktivni, neradioaktivni). Jsou snadno
proveditelné a Ize jimi testovat relativné velké mnozstvi vzorkd (zejména pii dot-blot

hybridizaci). Jejich detekéni limit je 10°-10° CFU/ml (Rademarker et al. 1992)

a) Dot-blot hybridizace

Jedna se o jednoduse proveditelnou techniku, kde se testovand DNA z hrubého
lyzéatu baktérii nebo rostlinnych pletiv nanese piimo na nylonovou nebo nitrocelulézovou
membranu. Dot-blot hybridizace proto, protoze se jednotlivé vzorky nanaseji v podobé
teCek (puntikii = dots). Fessehaie ef al. (2003) pouzivali tuto metodu pro identifikaci

E. c. subsp. atroseptica, E. c.subsp. carotovora a E. chrysanthemi.

b) Southern hybridizace

Pfi tomto postupu se nejdiive provadi elektroforetické rozdéleni testované DNA
(restrikéni fragmenty, PCR produkty). Tato DNA se néasledné rliznymi zptisoby (napf.
elektroblotting) pfenese na membranu. Tato metoda se vyuziva pii ovéfovani spravnosti

PCR produktu (Makivalkama and Karjalainen 1994).

¢) FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
Tato hybridiza¢ni technika vyuziva kratkych oligonukleotidovych sond
(16StDNA), které maji po CasteCcném naruseni bunééné membrany lysozymem

schopnost pronikat do wvnittku bunék a zde hybridizovat. Vysledek se nasledné
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vynodanocuje miKrosKopicky. € et al. takto ridizovali . C. SubSsp.
yhodnocuje mikroskopicky. Tek I. (2004) takto hybridizovali E. c. subsp

atroseptica.

2.2.5.2.3. Sekvenovani

Pro sekvenovani byly vyvinuty dvé metody: (1) Sangerova (1977), ktera vyuziva
syntézy komplementdrniho fetézce DNA polymerdzami in vitro, pteruSované nahodné
v misté jednotlivych bazi a (2) Maxam-Gilbertova (1977), pfi které se chemicky $tépi
DNA vmist¢ urCitych bazi. V obou pfipadech vznikd smés rizné¢ dlouhych
jednotetézcovych fragmentd, koncCicich v misté urcité baze (napi. G). Elektroforézou
na velmi hustém polyakrylamidovém gelu (PAGE) (ktery rozlisi i jednobazové rozdily
v délce téchto fragmentl) 1ze zjistit, jak daleko od zacatku tato baze byla.

Je tfeba rozliSit sekvenovani kratkych useki, kdy vétSinou jen potvrzujeme
korektni potadi nukleotidii po wurCitych upravach ve viceméné znamé sekvenci,

a sekvenovani neznamych vétSich genomii (Richard and Reece 2004, Andrews 1988).

2.2.6.  Elektroforetické metody

Jedna se o techniku pouzivanou k separaci nukleovych kyselin. K provedeni
je potiebna elektroforetickd vana s elektrodami, gel (v némz prob&hne separace) a zdroj
stejnosmeérného proudu. DNA migruje od zaporného ke kladnému pélu, rychlost migrace
je dana jejimi vlastnostmi, zejména velikosti, vlastnostmi gelu, pufru a napétim.
Fragmenty DNA, liSici se velikosti, migruji riznou rychlosti, vétsi molekuly a molekuly

Pii agar6zové elektroforéze se gel piipravi rozvafenim agardzy, coz
je polysacharid z motskych fas ve vhodném pufru. Smés se nalije do vanicky a necha
se vychladnout. Jamky pro naneseni vzorkl se vytvoii tak, ze do nalitého, jesté horkého
gelu se umisti hiebeny, Sitka jejich zubl potom urcuje velikost jamky. Vyhodou
je snadna manipulace a relativn€ nizsi cena.

V polyakrylamidové elektroforéze se jako separacni médium pouziva akrylamid,
jenz polymerizuje ve smési s bis-akrylamidem za pfitomnosti polymerizacnich cinidel.
Gel se nalije mezi skla, nasadi se hfebeny pro vytvofeni jamek pro naneseni vzorku

a necha se zpolymerizovat. Vyhodou této metody je, Ze ma velkou rozliSovaci schopnost;
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na gel se mize nanést velké mnozstvi vzorku a DNA, kterou z gelu zpétné vyizolujeme,
je velmi Cistd. Dvé zakladni varianty polyakrylamidové elektroforézy jsou denaturacni
a nedenaturacni. Pfi denaturacni gel obsahuje denaturaéni Cinidlo, vétSinou mocovinu. Pii
pouziti denaturacniho ¢inidla se molekuly dsDNA denaturuji na ssDNA. Toto se vyuziva
pii genotypizaci mikrosatelitl a sekvenovani, a fragmenty DNA se vizualizuji barvenim
sttibrem. Pi1 nedenaturacni elektroforéze je rychlost migrace dsSDNA ovlivnéna rovnéz
jeji konformaci, proto neni vhodna pro urovani velikosti molekul, vyhodou je vSak

moznost barveni ethidium bromidem (Rehout et al. 2005).
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3.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

CiL PRACE

Vytvofit rozsahlou sbirku bakteridlnich kultur rodu Erwinia, predev§im pak druhu
Erwinia amylovora, pochdzejicich zriaznych hostitelskych rostlin tuzemské

a zahrani¢ni provenience.

Vyzkouset riizny zpisob ziskavani genomové DNA pro naslednou amplifikaci
(izolace bakterialni DNA pomoci lysozymu, bakterialni lyzat, Cista bakterialni

kultura) a vzdjemné porovnani vyhod a nevyhod.

Po vyizolovani genomové DNA ztéchto ziskanych bakteridlnich kultur tyto
kmeny otestovat v PCR s pfisluSnymi specifickymi primery a tim potvrdit, zda-li

se jedna ve vSech piipadech o bakteridlni kulturu Erwinia amylovora.

Nasledné tuto vyizolovanou DNA pouzit v rep-PCR sprimery BOX AIR
a ERICI, ERIC2R (modifikace standardniho postupu PCR vyuzivajici
repetitivnich sekvenci v prokaryotickém genomu), za G¢elem stanoveni genetické

varibiality druhu Erwinia amylovora na irovni genomové DNA.
Osekvenovat vybrané izolaty Erwinia amylovora tuzemské 1 zahrani¢ni
provenience zruznych hostitelskych rostlin s naslednym porovnanim jejich

sekvenci.

Zoptimalizovat amplifikacni reakci detekénich metod (rep-PCR) s primery

BOX AIR a ERICI, ERIC2R.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Bakterialni kmeny

Pouzit¢ bakterialni kmeny v diplomové praci (Tab. 1 a 2) byly ziskény
z Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby (VURV) v Praze-Ruzyni. Viechny bakterie byly
za ucelem dlouhodobého uchovavani zamrazeny pii -60 °C v tekutém C-médiu
obsahujicim 15 % sterilniho glycerolu nebo byly lyofilizovany a skladovany pti pokojové
teploté. Bakterie jsme kultivovali na MPA(g) ptdach pfti stalé teploté 22-24 °C po dobu
1-2 dnl. Po ukonceni kultivace byly bakterie pro dal§i pouziti uchovavany v lednici

pii 4 °C.

4.2. Zivna média

SloZeni MPA (g)/1 pudy: zivny agar ¢islo 2.......cccvveeennennee. 40 ¢g
glukéza (sacharoza) .................... 10g
bacto yeast extract ...........cccceeeuenn. S5¢g
AZAT 1eeiieeeieeeeieeeeieeenree e e 20g

pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci 1M NaOH. Tuto Zivnou pidu jsme

pouzili ke kultivaci vSech kment pouzitych v diplomové praci (Tabulka 1 a 2).

SloZeni King B/ pidy bacto trypton (pepton)................ 20g

pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci 1M NaOH. Pidu King B je mozné
pouzit jako selektivni médium, které je ur¢eno na podporu tvorby zelenavého pigmentu
fluorescentnich pseudomonad. Spalové bakterie na tomto médiu vytvari bilé vypouklé

leskl¢ kolonie a daji se proto velmi dobie odliSit od plochych fluorescentnich

20



pseudomonad (P. syringae pv. syringae), které napt.u hrusné nebo jinych rostlin

vyvolavaji obdobné ptiznaky jako E. amylovora (Kudela 1990).

4.3. Ruzné zpisoby ziskavani genomové DNA pro naslednou

amplifikaci

Vzhledem ktomu, ze izolace bakteridlni DNA pro naslednou amplifikaci,

klonovani, sekvenovani a jiné Cinnosti je Casové 1 pracovné dosti naro¢nd a pii

zpracovani vétsiho poctu bakteridlnich vzorka tedy celkem dosti zdlouhava, ovéfovali

jsme proto i nékteré dal$i moznosti, méné casové i pracovné narocné, pro ziskani

materialu pro naslednou amplifikaci. Jednalo se o pouziti bakteridlniho lyzatu a o pouziti

Cisté bakteridlni kultury pienesené paratkem z Petriho misky pfimo do PCR reakéni

smesi. VSechny tii zpusoby byly pouzity jak v normalnim PCR, tak i vrep-PCR
s primerem BOXAIR.

4.3.1.

Izolace bakterialni DNA

Pti izolaci jsme vyuzivali princip naruSeni membrany proteolytickymi vlastnostmi

enzymu lysozymu. (Fotografie 1).

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)

Genomovou DNA jsme izolovali nasledujicim postupem:

malé mnozstvi bakteridlni kultury péstované na Petriho miskach, na MPA(g)
pudé, jsme pienesli do eppendorfky se 100 ul 1x TE pufru

zhomogenizovali a pfidali jsme 100ul roztoku lysozymu (Cerstvé pfipraveny
0,010 g+ 100 ul 1x TE)

pridali jsme 800 pul 1x TE, promichali, umistili na 10 minut pti 37 °C
eppendorfky jsme centrifugovali 2 minuty pii 15 000 g pti 4 °C, supernatant jsme
odstranili

pridali jsme 300 ul 1x TE a dikladné zhomogenizovali,

ptidali jsme 100 pl SDS, promichali a nechali n€kolik minut lyzovat

pfidali jsme 200 ul K™ nebo Na* acetatu, promichali a centrifugaovali 5 minut pfi

18 000 g pti 4 °C
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8) supernatant bez srazenin jsme prenesli do Cisté eppendorfky (pro precisténi)

9) centrifugovali jsme 3 minuty pii 18 000 g a 4 °C a Cisty supernatant premistili
do nové Cisté eppendortky

10)  pfidali jsme stejny objem 100 % izopropanolu a promichali ota¢enim eppendorfky

11)  pokud se nevytvorila srazenina ¢isté DNA, nechali jsme srazet smés 10 minut pii
teploté -20 °C (je mozné nechat v mrazicim boxu nékolik hodin)

12)  centrifugovali jsme 5 minut pii 18 000 g a 4 °C

13)  supernatant jsme odstranili, pelet promyli 70 % ethanolem, vysusili pii 65 °C

14)  vysuSenou ¢istou DNA jsme rozpustili ve 100 ul 1x TE

Vyizolovanou genomovou DNA jsme analyzovali pomoci elektroforezy
na agarozovém gelu za pouziti barviva Sybr Green a markeru 100 bp DNA Step Ladder

(Promega).

4.3.2.  Pouziti ¢isté bakterialni kultury

Kolonie na zivném médiu jsme nechali rast po dobu dvou az tfech dnt pfii
teplotnim optimu 27 °C. Poté z téchto typicky krémové€ bilych, vypouklych, lesklych,
mukoidnich kolonii jsme odebrali Spickou paratka velice malé mnozstvi bakterialni
kultury a ptenesli do reakéni smési PCR a jejich modifikaci.

Vse je nutné délat v naprosto aseptickych podminkach po ptredchozi dokonalé

desinfekci flow-boxu. Je téz nutné mit tato paratka vyklavovana.

4.3.3.  Priprava bakterialniho lyzatu

1) bakteridlni kulturu jsme odebrali paratkem z Petriho misky a ptenesli do 70 ul
pufru 1x TE.

2) nechali jsme tuto smés zamrazit pti -60 az -70 °C po dobu alespoii 30 minut (nebo
ptes noc)

3) po vyjmuti z mraziciho boxu jsme vzorky povafili po dobu 10 minut

4) poté jsme vzorky rychle pfemistili do namrazenych kovovych heat blokt

v mrazicim boxu

5) tyto vzorky jsme centrifugovali pii 13 000 g po dobu 30 sekund a pii 4 °C
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6) poté jsme takto lyzovanou bakterialni kulturu pienesli do reakéni PCR smési

4.4. FElektroforéza

Pouzivali jsme jak agarézovou, tak polyakrylamidovou elektroforézu.
Polyakrylamidové elektroforéza je mnohem naro¢néjsi na ¢as (n¢kolikahodinova metoda)
a rovnéZ na pracovni zatizeni. Agardzova elektroforéza je velice snadnd a rychla
(30 minut). Neshledali jsme vyrazné rozdily v rozliSeni profild na gelu, proto jsme
polyakrylamidovou elektroforézu ptestali pouzivat. Agar6zova elektroforéza se jevila
jako velice nendro¢nd, cenové dostupnéjsi ase srovnatelnymi vysledky. Veskery

prilozeny fotograficky material je ziskan za pouziti agar6zové elektroforézy.

4.5. Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Vsechny PCR reakce byly provadény na termocyklerech Minicycler
(MJ Research) a GenAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer). DNA vyizolovana diive
uvedenym zplsobem byla podle potfeby okamzité pouzita pro ndslednou amplifikaci,
nebo zamraZena pii -20 °C.

V PCR reakei jsme pouzili vlastni primery Ea {72 a Ea r560 urcené pro detekci
plasmidu pEa29 nachazejicim se v E. amylovora s o¢ekavanou velikosti amplifika¢niho

produktu 0,5 kbp (Fotografie 2).

Pouzity PPP Master Mix od firmy Top-Bio, Czech Republic, obsahuje:
* 150 mM Tris HCl s pH 8,8

= 40 mM (NM4)2S04

= 0,02 % Tween 20

= 5 mM MgCI2

= 400 uM dTTP

= 100 U/ml Taq Purple DNA polymerazy

= stabilizatory, aditiva
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4.6.

Reak¢éni smés PCR (v celkovém objemu 20 pl)

PPP MaSter MIX.....ccccuiiiis ceiieeeiieecieeesieeeriveeevaeeeveeeeveeesevee e 10,0 pl
primery Ea £72 a Ea r560 (20 pmol/pl) po ..cceeeveeeviiiiiieiieienee, 0,5 wl
bakteridlni kultura (na Spicku paratka) nebo vyizolovana DNA ..1,0 pl
destilovana voda .........c.cccveeiiiiiiieiiieee e 8,0 ul

Sled reakci amplifika¢niho programu pro primery Ea 72 a Ea r560

1) uvodni denaturace .................. 95 °C/5 minut
2) denaturace........c.ccccveeveennennne. 94 °C/1 minuta
3) annealing.........cccceeeevveennenn. 69 °C/40 sekund
4) exXtenze.....ccccevveeveriuereeniennnens 72 °C/2 minuty
5) krok 2) az 4) opakovat.........c.ccceeeuuenneen. 40x
6) celkova syntéza fetézce ......... 72 °C/15 minut
7) chlazeni........cccccoevveviiienieeiieiiecieees 4°C
BOX PCR

Reakéni smés BOX PCR (v celkovém objemu 25 pl)

B PPP MaSter IMIX ..oeeeeiiieeiiieeiie ettt e 12,5 ul
= primer BOX AIR (20 pmol/p) cooevveeiiieeieeeieeees e, 3,0 ul
* bakteridlni kultura (na Spicku paratka) nebo vyizolovand DNA ..1,0 pl
" destilovana voda .........ceeeiiiiiiiie e 8,5 ul
Pribéh reakce BOX PCR

1) tvodni denaturace ................... 96 °C/5 minut

2) denaturace ..........cccceeeureennennne. 94 °C/1 minuta

3) annealing .........cccccceevvveeennnennne 50 °C/1 minuta

4) eXteNZE ..ovvveeueieiieeieeiie e 65 °C/8 minut

5) krok 2) az 4) opakovat .........ccceceeiiiennnnne 35x

6) celkova syntéza fetézce .......... 65 °C/16 minut

7) chlazeni .....cccccoveeeiieeciieeiieeeeeeee e, 4°C
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4.7. ERIC PCR

Reak¢ni smés ERIC PCR (v celkovém objemu 25 pl)

B PPP MaSter MIX ...coeeiiiiiieiieeieeiee et 12,5 ul
= primer ERIC 1 (20 pmol/pl) ..oovevieiiiiieiieieeeeeeeeeeee, 1,5 ul
= primer ERIC 2R (20 pmol/pl) .ocooevviiiiiiiiieieeeeeeceeee 1,5 ul

Prubéh reakce ERIC PCR

1) Gvodni denaturace ................... 95 °C/5 minut
2) denaturace ..........ccocceeveeenennne 94 °C/1 minuta
3) annealing ........cccccceevveeviiennnnnne 45 °C/1 minuta
4) eXLeNZE ..ovvveereeerieiieereeire e 65 °C/5 minut
5) krok 2) az 4) opakovat .........ccceeeevieerireenns 35x

6) celkova syntéza fetézce .......... 65 °C/10 minut
7) chlazeni .......ccooeevveeeeiiieieeeeeeeeee, 4°C

4.8. Priprava amplifika¢nich produktii pro sekvena¢ni PCR

V bakteriich Erwinia amylovora je vSeobecné ptitomen plazmid oznacovany jako
pEa29. Uvazovali jsme ¢ast tohoto plazmidu osekvenovat za ucelem zjisténi moznych
rozdila v jeho sekvenci u bakteridlnich kmenti E. amylovora pochézejicich z riznych
hostitelt a lokalit osekvenovat pomoci dvou dvojic raznych primerG — pEal a pEa2
(Bereswill ef al. 1992) a Ea f72 a Ear560 (vlastni primery navrzené pro detekci tohoto
plazmidu v nasi laboratofi). Vyizolovanou bakteridlni DNA téchto niZe uvedenych osmi
kmenti E. amylovora, jsme proto pied samotnym sekvenacnim PCR amplifikovali t€émito
dvéma vyse uvedenymi dvojicemi primertu stim, ze amplifikacni produkty nasledné
osekvenujeme.

Slozeni reakéni smési PCR pro amplifikaci s pouzitim primerti Ea {72 a Ea r560
a amlifikacni program jsou uvedeny v kapitole 4.5. PCR. Pro PCR s primery pEal a pEa2

pak byla zménéna pouze teplota annealingu na 58 °C.
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Pro amplifikaci byla pouzita vyizolovand DNA znéasledujicich kment

E. amylovora:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Ea 5017 z hlohu, z vychodnich Cech

Ea 5024 ze skalniku, z jizni Moravy

Ea 5025 z hru$ng, ze sttednich Cech

Ea 5031 z jablong, ze severozapadnich Cech
Ea CCM 1196 z hlohu, z Velké Britanie

Ea IVIA 1525-6 ze skalniku, ze Spanélska

Ea NCAIM 1617 lidského pivodu, z Mad’arska
Ea 8903 (Ea 27NSR) z hlohu, z Némecka

4.9. Precisténi PCR produktu pro sekvena¢ni PCR

Precisténi naamplifikované DNA od nespottebovanych primerd a jinych piimési

je nutné pro nasledné sekvenovani.

K ptecisténi DNA jsme pouzili Gen Elute PCR Clean — Up Kit (Sigma) podle

nasledujiciho postupu:

1) pfipravili jsme si kolonku Binding Column a ptidali 500 pl Column preparation
solution a centrifugovali jsme tyto kolonky pti 18 000 g 1 minutu pii 4 °C

2) k jednomu objemu PCR amplifikatu jsme ptidali 5 objemti Binding Solution,
zamichali a centrifugovali pfi 16 000 g 1 minutu pii 4 °C a odstranili tekutinu,
ktera protekla membranou

3) do Binding Column jsme ptidali 500 ul Wash Solution (fedény ethanolem),
centrifugovali pfi 16 000 g 1 minutu pfi 4 °C a odstranili tekutinu, kterd protekla
membranou

4) centrifugovali jsme opét pfi 16 000 g 2 minuty pii 4 °C bez ptidani dalSich slozek
a premistili do nové kolonky Collection tube

5) pridali jsme 50 pl Elution solution a tim jsme vymyli DNA z membrany

6) centrifugovali jsme pfi 16 000 g 1 minutu pii 4 °C
PCR produkt je nyni pfipraven v eluatu k okamzitému pouziti nebo k uchovani

pti -20 °C.

26



Tato metoda se nam piili§ neosvédcCila (nedokonalé piecisténi) a z toho diivodu
jsme zvolili jiny postup. Z agarozového gelu jsme vyftizli zietelny prouzek (band)
naamplifikované DNA. K purifikaci jsme vyuZili Gen Elute Minus EtBr Spin Columns
(Sigma) podle nasledujiciho postupu:

1) vyfizli jsme band z agarozy
2) band jsme dali do kolonky a ptidali 600 pul pufru 1x TE
3) centrifugovali jsme pfi 3000 g 30 sekund pii 4 °C a odstranili protekly pufr

Ix TE
4) agarozovy gel jsme rozbili
5) centrifugovali jsme pii 16 000 g po dobu 20 minut pii 4 °C

6) ziskany eluat jsme analyzovali na agarozovém gelu

Takto ptecisténou DNA jsme pouzili v nasledujicim sekvena¢nim PCR.

4.10. Sekvenacni PCR a vlastni sekvenovani

Pfipravili jsme si sekvenaéni reakci (sloZzeni uvedeno nize) s primery Ea 72,
Ea 1560 a pEal, pEa2 (pouzity jako forward nebo reverse primery) uré¢enymi pro detekci
plasmidu E. amylovora. Témito primery jsme osekvenovali celkem 7 vyse uvedenych
kmenii (I kmen nezafazen) tuzemské a zahranicni provenience z rtiznych hostitelskych
rostlin. K sekvena¢nimu PCR jsme pouzili Minicycler MJ Research.

Vzhledem k men$i Casové naroCnosti a nizSi pracnosti jsme se rozhodli,
ze provedeme osekvenovani amplifikacniho produktu a nebudeme provadét jeho
zaklonovani do plasmidu.

Po ukonceni sekvenacnitho PCR jsme vznikly produkt piesrazeli dle nize
uvedeného postupu a poté piedali k osekvenovani.

Vlastni sekvenovani probéhlo metodou dle Sangera (1977) na sekvenatoru
znatky ABI 3130 (s kapilarou 50 cm), ktery je soudasti vybaveni Ustavu molekularni
biologie rostlin, laboratofe genomiky. Byl pouzit ABI PRISM Big Dye Terminator 1.1
Cycle Sequencing Kit a sekvenacni polymer POP 7.

Ziskané sekvence byly vyhodnoceny pocitacovou analyzou pomoci programu

Sequencing analysis 5.2. Srovnani sekvenacnich dat z nékterych izolatl, bylo provedeno
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pomoci programu AlignX od firmy Informax. Vysledné grafické znazornéni

sekvenacnich dat z nékolika izolatli bylo programem vyexportovano do souboru pdf.

SloZeni sekvenacéni PCR reakce (v celkovém objemu 20 pl)

® Ready reaction MiX.......ccceecvieriieeiieniieeieeieeere e 4,0 ul
» Big Dye Terminator v 1.1/3.1 Sequencing Buffer

(Tris- C1 200 mM, MgCI25mM).......cocemiineniiniininicnicneeens 6,0 ul
= primer (20 pmOI/UL) wooeiieiieiiee e, 1,0 ul
» PCR produkt (zfetelny amplikon na agaroze) ............cceeueenee. 3,0 ul
® destilovand voda ........cooeieeiiieceee e 6,0 ul

Priubéh sekvenacéni PCR reakce

1) Gvodni denaturace .................... 96 °C/10 sekund

2) annealing .........cccoceevvveeveennenne. 55 °C/ 5 sekund
(v z&vislosti na pouzitém primeru)

3) eXeNZE ceeeveeiieiieieeieeeeeeene 60 °C/4 minuty

4) krok 1) az 3) opakovat .......ccccecveevivenieeneennen. 30x

5) celkova syntéza fetézce ................. 60 °C/5 minut

6) chlazeni ......ccccoveeviiieeiiieieee e, 4°C

Srazeni produktu po amplifikaci

1) k amplifikatu jsme pridali 20 pl destilované vody a 60 pl 10 % izopropanu
a opatrn¢ jsme sm¢s vortexovali

2) nechali jsme sraZet pii pokojové teploté po dobu 15-30 minut

3) eppendorfky s oznacenou orientaci jsme centrifugovali po dobu 20 minut pfi
otaCkach 18 000 g a 4 °C

4) opatrn¢ jsme odstranili supernatant, sediment mize a nemusi byt viditelny

5) pfidali jsme 250 pul 75 % izopropanolu do eppendorfky a kratce vortexovali

6) centrifugali jsme ve stejné orientaci jako v kroku 3) pfi 18 000 g 5 minut a 4 °C

7) odebrali jsme opatrné supernatant jako v kroku 4)

8) sediment jsme susili vakuové po dobu 10-15 minut

Takto presraZzeny produkt po sekvena¢nim PCR jsme piedali k osekvenovani

DNA.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Izolace bakterialni DNA pomoci lysozymu, pouZziti
bakterialniho lyzatu a Cisté bakterialni kultury pro

nasledné PCR

Pomoci metody izolace DNA s pouzitim enzymu lysozymu jsme vyizolovali
genomovou DNA z celé sbirky bakteridlnich kmenti (Tab. 1). Izolace timto zpiisobem
se jevila jako dobie pouzitelnd, relativné nendrocné na vybaveni a jako velice spolehliva.
Za povsimnuti stoji fakt, Ze nebyl ve vSech ptipadech po elektroforetické analyze
na agarozovém gelu patrny prouzek (band) vyizolované genomové DNA, coz svédci
o nizkém vytézku DNA pii izolaci (Fotografie 1). AvSak itento nizky vytézek
vyizolované genomové DNA postacoval k tomu, aby amplifikace prob¢hla a amplifika¢ni
produkt byl na agarozovém gelu zcela zietelné viditelny (Fotografie 2). Vysledky této
amplifikace potvrdily, ze se ve vSech pfipadech jedna o bakterialni kulturu E. amylovora,
nebot’ vysledny amplifikacni produkt mél wvelikost cca 0,5 kbp, coz odpovida
oc¢ekavanému vysledku.

Nevyhoda izolace DNA s pouzitim enzymu lysozymu spocivala ve vétsi casové
narocnosti a ve vét§im objemu prace. Proto jsme vyzkouseli jesté dalsi dvé metody, méné
casove 1 pracovné narocné, za ucelem ziskani genomové DNA pro néslednou amplifikaci.
Pfipravili jsme si (1) bakteridlni lyzat a pouzili jsme (2) cCistou bakteridlni kulturu
odebranou paratkem piimo z Petriho misky. Pii pouziti v§ech zptsobil v nasledném PCR
a vrep-PCR s primerem BOX AIR bylo patrné, ze neni vétSich rozdilt ve vysledné

reakci pfi pouziti jednotlivych variant (Fotografie 6 a 7).
5.2. Metoda rep - PCR s pouzitim primeru BOX A1R

Metoda rep - PCR s pouzitim primeru BOX AIR se ukazal jako postup velice

dobie pouzitelny, jednoduchy a umoznujici dobte zhodnotit vznikly profil.
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Nicméné se timto postupem neprokazala genetickd variabilita u sledovanych
bakterialnich kment E. amylovora (Fotografie 3). Z tohoto diivodu jsme pouzili variantu

s primery ERIC1 a ERIC2R.

5.3. Metoda rep - PCR s pouzitim primerti ERIC1 a ERIC2R

Ani v tomto pfipad¢ se neprokazala geneticka variabilita u sledovanych kment
E. amylovora (Fotografie 4). Vzhledem k tomu, Ze rep-PCR s primerem BOX A1R a ani
nasledné provadéné rep-PCR s primery ERIC1 a ERIC2R nepotvrdilo u 70 testovanych
vzorkll E. amylovora genetickou variabilitu na Grovni DNA, nemélo vyznam tyto
sledované kmeny analyzovat clusterovou analyzou snéslednym vytvofenim
dendrogramu. Tuto problematiku bude pravdépodobné nezbytné studovat na Urovni
RNA, ¢i bude nutné pouzit jinou metodu, napt. pulsni elektroforezu (PFGE).

Z tohoto divodu jsme pfistoupili k dalsi moznosti zjisténi genetické odliSnosti

mezi jednotlivymi izolaty E. amylovora, a to pomoci sekvenovani.

5.4. Priprava amplifika¢nich produkti pro sekvenaéni PCR

a sekvenac¢ni PCR

Vzhledem k tomu, Ze pomoci technik rep-PCR s pouzitim primeri BOX AIR
a ERIC1, ERIC2R jsme na urovni genomové DNA zadnou genetickou variabilitu uvniti
druhu E. amylovora nezjistili, osekvenovali jsme ¢ast tohoto plazmidu za ucelem zjisténi
moznych rozdili v jeho sekvenci u bakteridlnich kmenll E. amylovora pochazejicich
z riznych hostiteltl a lokalit. Pii sekvenovani jsme pouzili dvé dvojice riznych primeri
(jako forward ¢i reverse primer) pEal a pEa2 (Bereswill et al. 1992), a Ea f72 a Ea r560
(vlastni primery navrzené v laboratofi) navrzenych pro detekci plazmidu.

Vyizolovanou bakteridlni DNA (viz kmeny E. amylovora 1-8 v kap. 4.8. Ptiprava
amplifikacnich produktii pro sekvenaéni PCR) jsme proto pfed samotnym sekvenacnim
PCR amplifikovali témito dvéma vySe uvedenymi dvojicemi primerd s tim,
ze amplifika¢ni produkty nasledn¢ osekvenujeme. VSech osm kmeni Ea zafazenych
do standardniho PCR reagovalo pozitivné s primery Ea {72 a Ea 1560, s dal$i dvojici
primeri pEal a pEa2 pak nereagoval jeden bakterialni kmen, a to Ea NCAIM 1617. PCR
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jsme zopakovali se stejnym vysledkem. Pii zafazeni dal$i dvojice primerti — Eal a Ea2
(Bereswill et al. 1995), které jsou vSak navrzeny pro detekci genomové DNA vysSe
zminované bakterie, jsme obdrzeli opét pozitivni vysledek u vSech testovanych
bakteridlnich kmenti. Tato skute¢nost mlze byt zpiisobena tim, Zze vySe uvedeny
bakterialni kmen Ea NCAIM 1617 je lidského ptivodu a ostatni testované kmeny Ea byly
ptvodu rostlinného. Timto mulze byt zpiisobena 1 rozdilnd sekvence jiz vyse
zminované¢ho plazmidu pEa29 u bakteridlnich kmenli Ea rostlinného a Zzivocisného
puvodu. Nabizi se moznost, Ze dvojice primeri pEal a pEa2 na plazmidu nenachézi
misto vhodné k navazani a z tohoto diivodu v tomto ptipad¢ nedochazi k pozitivni PCR
reakci. Tato problematika vyzaduje dal$i hlubsi zkoumani. Existuje n€kolik moZnosti
dal§iho feSeni. Jednou ztéchto alternativ je napiiklad izolace plazmidu zkmene
Ea rostlinného pivodu a jeho vneseni do kmene Ea ptivodu Zivoc¢isného s naslednou PCR
reakci s primery pEal a pEa2.

Z casovych a technickych divodu (nefunkénost primert pEal a pEa2) jsme proto
izolat NCAIM 1617 z dalSiho sekvenovani vytadili a bude mu vénovéana pozornost

v dal$im pribéhu vyzkumu.

5.5. Sekvenovani

Chromatogram  (zaznam  sekvence) amplifikaéniho  produktu  kmene
Ea CCM 1196 osekvenovaného pomoci primerti Ea {72 (forvard) a Ea r560 (reverse)
je uveden jako obr. 6 a 7. Sekvence byly zobrazeny pomoci pocitacového programu
Chromas.

Ze srovnani sekvenacnich fragmenti z nékterych izolatd E. amylovora (Obr. 8)
je patrné, ze vSechny kmeny maji témét totoZznou nukleotidovou sekvenci ve sledované
oblasti. Drobné odchylky mohou byt zplisobeny nedokonalym precisténim templatu pred
samotnym sekvenaénim ¢tenim (zbytky znacenych terminatorovych nukleotidd) nebo
chybami zptisobenymi dal§imi vlivy (kvalita a Cistota templatové DNA). Tuto nasi
hypotézu potvrzuje i to, Ze sledovany usek DNA koduje gen pro bakteridlni replikdzu A
(repA), o némz mizeme piedpokladat, ze bude mezi izolaty jednoho bakterialniho druhu

(Erwinia amylovora) vysoce konzervovan.
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6. ZAVER, VYZNAM PRO PRAXI

Podafilo se ndm vytvofit rozsahlou sbirku (70 kmenti) bakteridlnich kultur
Erwinia amylovora z riznych hostitelskych rostlin a riizného geografického zastoupeni.
Vysledky amplifikace potvrdily, ze se ve vSech pfipadech jedna o bakterii Erwinia
amylovora (Fotografie 2).

Pomoci technik rep-PCR (primery BOX A1R, ERIC1 a ERIC2R) jsme na trovni
genomové DNA nezjistili genetickou variabilitu u druhu E. amylovora mezi izolaty
pochazejicimi z riznych hostitelskych rostlin ani mezi izolaty E. amylovora tuzemské
provenience pochézejicich zriznych oblasti CR a rovndZ nikoliv mezi izolaty
E. amylovora tuzemskymi a zahrani¢nimi.

Pro analyzu genetické variability kmenti E. amylovora na tirovni DNA nebude
tato technika rep-PCR vhodna, proto pravdépodobné¢ bude vyzadovat jinou metodu, napf.
analyzu pomoci pulsni elektroforézy (PFGE).

Zjistili jsme, Ze se plazmid pEa29 svou sekvenci ziejmé odliSuje u kment
E. amylovora rostlinného piivodu a kmenii E. amylovora ptivodu zivoc¢isného.

Do reakéni smési PCR a PCR modifikaci (s pouzitim primertt BOX A1R a ERIC1
a ERIC2R — Fotografie 3 a 4) jsme pouZili nejen ¢istou genomovou DNA vyizolovanou
pomoci lysozymu (Fotografie 1), ale i bakteridlni lyzat a Cistou, Cerstvé narostlou
bakteridlni kulturu odebranou paratkem pifimo z Petriho misky, nasledné
resuspendovanou piimo v eppendorfce sreakéni smési PCR. Izolace DNA pomoci
lysozymu, ve srovnéani s ostatnimi ndmi uvazovanymi metodami pro ziskani genomové
DNA, je velmi ¢asov¢ narocnd a nejpracnéjsi. Pouziti bakteridlniho lyzatu se ukazalo
jako mén¢ Casove narocné.

Pti pouziti Cisté bakteriadlni kultury, ptfidané SpiCkou paratka piimo z Petriho
misky, jsme zcela vynechali nékolikahodinovou metodu izolace genomové DNA.
Fotografické doklady ukazuji, Ze ocekdvany vysledek je srovnatelny a jasné zfetelny
(Fotografie 6 a 7). V této skutecnosti spatfujeme velky vyznam v podob¢ usetfené¢ho casu
a vynaloZené prace. Je nutné podotknout, Ze pro pouziti této metody, kdy ptfiddvame
pfimo bakteridlni kulturu do PCR reakéni smési, je tfeba pouzit kvalitni specifické
primery a celou PCR reakci mit fadné odzkouSenou.

Po osekvenovani nékolika izolatl E. amylovora a nasledném porovnani sekvenci

je zieymé, ze tyto kmeny maji viceméné shodnou nukleotidovou sekvenci ve sledované
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oblasti. Drobné odchylky mohou byt zplsobeny technickymi chybami (nedokonalé
precisténi templatu, kvalita a mnozstvi templatové DNA).

Podatilo se ndm nalézt optimalni sloZzeni jednotlivych komponent (templatova
DNA, koncentrace a mnozstvi primerdi BOX AI1R aERIC1, ERIC2R, mnozstvi
bakterialniho lyzatu ¢i bakteridlni kultury, aj.) v rep-PCR reakci tak, aby vysledky tohoto

PCR byly naprosto jednoznacné a dobie rozliSitelné na agarosovém gelu.
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8.

PRILOHY

8.1. Tabulky

Tabulka 1: Puvod kmeni Erwinia_amylovora pouzitych v diplomové praci
Por. ¢. Sblrlfovt'a Hostitel Lokalita
oznacenl

1 3901 Hloh Stredni Cechy

2 5903 Hruse Stiedni Cechy

3 2001 Hruseit Stiedni Cechy

4 5904 Hloh Stiedni Cechy

5 7903 Hloh Stiedni Cechy

6 6903 Hloh Stredni Cechy

7 7904 Hloh Stiedni Cechy

8 2002 Hrugen Sttedni Cechy

9 8903 Hloh Némecko (Richter)

10 8904 Hloh Némecko (Richter)

11 CCM 11147 Pyrus communis Velka Britanie (Lelliot)
12 3016 Jablon Vychodni Cechy

13 3017 Hrugen Vychodni Cechy

14 CCM 1133 Cotoneaster salicifolia Velka Britanie (Lelliot)
15 CCM 1141 Sorbus aucuparia Velké Britanie (Billing)
16 CCM 1196 Crataegus sp. Velké Britanie (Billing)
17 CCM 3980 Crataegus monogyna CR (Kidela)

18 8633 Hrusen Velka Britanie

19 6905 Jablon Stiedni Cechy

20 9901 Hloh Stredni Cechy

21 3001 Hloh Stredni Cechy

22 3002 Hloh Stiedni Cechy

23 3003 Hloh Sttedni Cechy

24 3004 Hloh Stiedni Cechy

25 3005 Hloh Stredni Cechy

26 3006 Hloh Stiedni Cechy

27 3007 Hloh Stredni Cechy

28 3008 Hloh Sttedni Cechy

29 3009 Hloh Stiedni Cechy

30 3010 Hloh Sttedni Cechy

31 3011 Hloh Stiedni Cechy

32 3012 Hloh Stredni Cechy

33 3013 Hloh Stiedni Cechy

34 3014 Hloh Stiedni Cechy

35 3015 Hloh Sttedni Cechy

36 8905 Reizolat z 8903 Némecko (Richter)

37 5017 Hloh Vychodni Cechy
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38 5018 Hloh Severovychodni Cechy
39 5020 Hloh Jizni Morava

40 5022 Hloh Jizni Morava

41 5024 Skalnik Jizni Morava

42 5025 Hrugen Sttedni Cechy

43 5027 Hruse Stiedni Cechy

44 5029 Hloh Stiedni Cechy

45 5031 Jablon Severozapadni Cechy
46 5032 HrusSen Severozapadni Cechy
47 5034 Hloh Stredni Cechy

48 5035 HrusSen Severozapadni Cechy
49 5038 Hruseit Zapadni Cechy

50 5040 Hloh Severozapadni Cechy
51 5041 Hloh Severozapadni Cechy
52 5043 Hloh Severni Morava

53 5044 Hloh Severni Morava

54 5045 Hloh Stredni Cechy

55 5046 Hrusen Severozapadni Cechy
56 5047 Hloh Severni Cechy

57 5049 HrusSen Severozapadni Cechy
58 5051 Jablon Severozapadni Cechy
59 5053 Hloh Stredni Cechy

60 5054 Hloh Severni Morava

61 1001 Hloh Stredni Cechy

62 1002 Hloh Zapadni Cechy

63 5901 Hloh Stiedni Cechy

64 5902 Hloh Vychodni Cechy

65 6902 Jablon Severozapadni Cechy
66 7902 Jablon Jihozapadni Cechy
67 8902 Hloh Zapadni Cechy

68 IVIA 1525-6 Cotoneaster sp. Spanélsko (Guipuzcoa)
69 NCAIM 1617 | Human Mad’arsko (Klement)
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Tabulka 2: Piavod kmenu pektinolytickvch bakterii rodu Erwinia pouzitych

v diplomové praci

Poi. | Kmen Sbirkové | Hostitel Lokalita

¢. oznadeni

la Erwinia carotovora CCM 322 | Delfinium ajacis -
subsp. atroseptica

2a Erwinia carotovora, CCM 1008 | Solanum Dénsko
subsp. carotovora tuberosum

3a Erwinia chrysanthemi | CCM 989 | Chrysanthemum -

morifolium
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8.2. Mapy

Mapa 1: Geografické rozsireni E. amylovora v roce 2005
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http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Erwinia_amylovora/ ERWIAM map.htm
(14.2.2006)
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Mapa 2: Vyskyt E. c. subsp. carotovora na uzemi Ceské republiky v roce 2005

STATNI ROSTLINOLEKARSKA SPRAVA

za obdobi od 05.08.05 do 02.10.05
BEAMBORY

MDERA ENIIOBA - HIZY
Erwinin cartomm

Legenda:
bez wiskytu
wvelmi =labyg
=labg
stFfedni
=zilng

EBHBEHNO

http://www.srs.cz/portaldoc/skodlive_organismy/monitoring so_na

_uzemi_cr/monitorovaci_zpravy o vyskytu so/2005/mokrhnilhliz20.gif (20.3.2006)
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Mapa 3: Geografické rozsireni E. chrysanthemi v roce 2005
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http://www.eppo.org/QUARANTINE/bacteria/Erwinia_chrysanthemi/ERWICH map.ht
m (14.2.2006).
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8.3. Fotografie

Fotografie 1: Vyizolovana bakterialni DNA pomoci lysozymu

M1 234567 8910111213141516171819M 202122232425262728293031323334353637M

Mo eaempWeres mew e

M 3839 4041424344454647 48 49 50 51 52 53 54 5556 57 58 59 60 61 M 62 63 64 65 66 67 68 69 70 M 1a 2a3a M
. r . B hlli-rl' - x .- Tema g -] - —r- = -‘ B

M., 100bp DNA Step Ladder (Promega)

1-70............... izolaty bakterii E. amylovora Ciselné shodné s Tabulkou 1
la, 2a, 3a......izolaty bakterii E. c. subsp. atroseptica, E. c. subsp. carotovora

a E. chrysanthemi
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Fotografie 2: Amplikon (amplifika¢ni produkt) o velikosti 0.5kbp potvrzuje identitu

Erwinia amylovora (pouzity primery Ea 72 a Ea r560)

123 4 5678910111213 14 1516171819M

202122 23 2425 26272829 3031 32 33 3435 36 37M

M 3839404142 4344 4546474849505152 53545556 5758 59 60 61 M

M., 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
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Fotografie 2: Amplikon (amplifika¢ni produkt) o velikosti 0.5kbp potvrzuje identitu

Erwinia amylovora (pouzity primery Ea 72 a Ea r560) (pokracovani)

62 63 64 65 66 67 68 69 70 M

M. 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
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Fotografie 3: Variabilita izolatd rodu Erwinia testovana v rep-PCR s primerem

BOX AIR

M1 2 34 567 8 9101112131415M16 1718 19202122 232425 262728293031 32 33 34353637

. BK . . BK .
383940414243 44 4546 47TM48 49 50 5152 53 54 55 56 57 58 59 60 61M62 63 6465 66 67 68 69 70 62 63 6465 66 67 68 69 70 1a 2a 3a 1a 2a 3a

BK..oooeee bakterialni kultura z misky pouzita v reakéni smési PCR
M e 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
L-T0 i izolaty Erwinia amylovora (Tab.1)
laeen. izolat Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Tab. 2)
28, izolat Erwinia carotovora, subsp. carotovora (Tab. 2)
K TS 1zolat Erwinia chrysanthemi (Tab. 2)
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Fotografie 4: Variabilita izolata rodu Erwinia rep-PCR testovana s primery

ERIC1 a ERIC2R

M1 2 34 567 8 910111213141516 1718 1920M 2122 232425 2627282930 31 32333435 36 37

. BK . . BK.
383940414243 4445464748 49 50 5152 53 54 55 56 57 58 59 60 61M 62 63 6465 66 67 68 69 70 62 63 6465 66 67 68 69 70 M 1a 2a 3a 1a 2a 3a

BK...cooee bakterialni kultura z misky pouzitd v reakéni smési PCR
M s 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
L=T0 oo izolaty Erwinia amylovora (Tab.1)
la e, izolat Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Tab. 2)
28uiiiiieiiennn izolat Erwinia carotovora, subsp. carotovora (Tab. 2)
B izolat Erwinia chrysanthemi (Tab. 2)
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Fotografie 5: Amplifika¢ni produkty po PCR s primery pEal a pEa2 (specifickymi

pro detekci plasmidu pEa 29)

1 2 3 4 M

M. 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
Primery pEal a pEa2 poskytuji amplifika¢ni produkt o velikosti 1,0 kbp
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Fotografie 6: Srovnani amplifika¢nich produktid kmena E. amylovora po PCR

s vvizolovanou DNA. bakterialnim lyzatem a d{istou bakterialni

Kulturou s primery Eaf72 a Ea r560 (specifickvmi pro detekci

plasmidu pEa29)

M.......... 100 bp DNA Step Ladder (Promega)

T4 bakterialni lyzat
5,60 izolace DNA pomoci lysozymu
7 8 9 10 11 12 M

M........... 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
R TR 1zolace DNA pomoci lysozymu
O-12. e, bakteridlni kultura

Velikost produktu 0,5 kbp
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Fotografie 7: Srovnani izolatu v rep-PCR s primerem BOX Al1R s pouZitim

bakterialniho lyzatu a Cisté bakterialni kultury

M.......... 100 bp DNA Step Ladder (Promega)
I-3 bakteridlni kultura

BB bakteridlni lyzat
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8.4. Obrazky

Obrazek 1: Bakterialni kultura Erwinia amylovora v Petriho misce

http://www.feuerbrand.ch/medien/images/merkblat/eapetri.jpg (11.4.2006)

Obrazek 2: Priznaky napadeni bakterialni spalou razovitvch rostlin

http://www.apsnet.org/education/IntroPlantPath/Topics/plantdisease/images/fig22.jpg
(11.4.2006)
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Obrazek 3: Infekéni cyklus Erwinia amylovora
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Obrazek 4: Bakterie Erwinia amylovora

http://www.gartenbauvereine-don.de/aktuelles/feuerbrand/akt 3 1.jpg (11.4.2006)

Obrazek 5: Bakterie Erwinia carotovora

http://www.sanger.ac.uk/Info/News-releases/gfx/040720-erwinia-300.jpg (11.4.2006)
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Obrazek 6: Chromatogram (zaznam sekvence) amplifikacniho produktu kmene
Ea CCM 1196 osekvenovaného pomoci primeru Ea 72 (forward)
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Obrazek 7: Chromatogram (zaznam sekvence) amplifikacniho produktu kmene
Ea CCM 1196 osekvenovaného pomoci primeru Ea r560 (reverse)
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Obrazek 8: Srovnani sekvenacénich dat z ruznvch izolatu Erwinia amylovora

Erwinia amylovora - sequence alignement.apr

Section 1

(1)1 10 20 30 40 52
01_CCM_1196 (1) -TGGCTACGALTEBCGGAA-GCAGCAGGAACGCAGCCGGACGCGCTITICCGLC
02 IVIA 1525-6 (1) EEGGRACCGCGTEGAGGALTGCAGCAGGAACGCAGCCGBACGCGCTITCCGCD
)
)

03 27 NSR (1) -@GGGARACGGET-AGGAA-GCAGCAGGAACGCAGCCGG-CGCGCTITCCGCC
Consensus (1) CCGG RACG CTGAGGAATGCAGCAGGAACGCAGCCGGACGCGCTTITCCGCC
Section 2

(53) 53 80 70 80 90 104
01_CCM_1196 (51) TTTTTCTATATAGGGCCARTCGGTTE-AATCTCCAGTTCCAA -GACBCCEGT

)
)
02 _IVIA_1525-6 (53) TTTITTCTATGRAARGGCCEATCGGTTIGAATCTCCAGTTCCAR -GCGCCCGEG
)
)

03 27_NSR (49) ITTTITCTATATAGGGCCEATCGGTTIG-AATCTCCAGTTCCARAGGAGBCCEGT
Consensus (53) TTTTTCTATATAGGGCCCATCGGTTIGAATCICCAGTTCCARAG GCCCGT
Section 3

(105) 105 110 120 130 140 156
01_CCM_1196 (101) AAGCTCCGARRGCCTATGARALAACCGGTAACCATC TCCARCCCGATGTAAG
02 IVIA 1525-6 (104) 2AGCTCCGARAGCCTATGARARARACCGGTA CCATCTCCARCCCGATGTAGA
(100)
(105)

03 27 NSR{100) 22 GCTCCGAARGCCTATGRARLAACCGGTA-CCATC TCCARCCCGATGTARG

Consensus (105) A2 GCTCCGRARAGCCTATGARALAACCGGTAACCATCTCCARACCCGATGTARG

Section 4
157 170 180 1980 208

(157)
01_CCM_1196 (153) AG-GGCAAGACACGTACCG TGCAACTGTEGTGGTTTIETCEGTCTTGAGTACG
02_IVIA_1525-6 (155) GC -GGCAAGRCACGT-CCGTGCARCTGT - GTGGTTT ——-CTGCTTGAGT -CG
(151)
(157)

03_27 NSR({151) AGCGGCAAGACACGTACCGTGCARCTGTEGTIGGTTITICTCETICTTIGAGTACG
157) AGCGGCAAGACACGTACCGTGCAACTGTICGTIGGTTITTCTCGTICTTGAGTACG
Section 5

209 220 230 240 250 260

(209)
01_CCM_1196 (204) TE AGCAGTGATGAGCAGAGCGCCGTTATACTGCGCTTTGGACAGGACGTTIGE
02_IVIA_1525-6 (200) T-AGCAGTGATGAGCAGAGCGCCGTTATACTGCGCTTITGGACAGGACGTTIGE
(203)
(209)

Consensus

209

03 27 NSR (203) TEAGCAGTGATGAGCAGAGCGCCGITATACTGCGCTITGGACAGGACGTTIGT
TCAGCAGTGATGAGCAGAGCGCCGTTATACTGCGCTTIGGACAGGACGTTIGE
Section 6

280 290 300 312

Consensus (209

261) 261 270

(261)
01_CCM_1196 (256) ACCCTATCTT TATGAGTTARALGAGTCTTTTACCARGCTCAATTTCACCAAT
02_IVIA_1525-6 (251) ACCCTATCTT TATGAGTTARARAGAGTCT TTTACCAAGC TCAATTTCACCART
(255)
(261)

03_27_NSR(255) RCCCTATCTTTATGAGTTARAAGAGTCT ITTTACCAAGCTCAATTTCACCAAT
Consensus (261) ACCCTATCTTTATGAGTTAARAGAGTC I TTTACCAAGCTCAATTTCACCARAT

Section 7
313 320 330 340 350 364

(313)
01_CCM_1196 (308) ATTGCCAAGC TCGATACGCCGTTCTCCGTGCGACTGTATGGC TGGTITGATCA
02_IVIA_1525-6 (303) LT TGCCAAGC TCGATACGCCGITCTCCGTGCUGACTGTATGGC TGGITGATCA
(307)
(313)

313

03 27 NSR(307) ATTGCCAAGCTCGATACGCCGTITCTCCGTGCGACTGTATGGC TGGTTGATCA
ATTGCCAARGC TCGATACGCCGTTCTCCGTGCGACTGTATGGC TGGTTGATCA
Section 8
(365) 365 370 380 390 400 416
01 CCM 1196 (360) LAGCTRAAARE TCTCTATGGACGTALAGGCAGTARAGCAATTGAGGTGACACT
02 IVIA 1525-6 (355) AAGCTRAARRE TCTCTATGGACGTALAAGGCAGTARAGCAATTGAGGTGACACT
(359)
(363)

Consensus (313

365

03 27 NSR(359) ARGCTRARZ AR A TCTCTATGGACGTALAGGCAGTARAGCAATTGAGGTGACACT

Consensus (365) LAGCTAARAARTCTCTATGGACGTARLAGGCAGTARAGCAATTGAGGIGACACT
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