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1. Uvod

Pseudomonas syringae van Hall 1902 (dale jen Ps) je vyznamnym bakterialnim
patogenem parazitujicim na Sirokém okruhu rostlin. PS se rozdéluje do patovard, podle
hostitelského okruhu rostlin. Existuje 48 patovarii Ps a mize vytvaret rizné druhy symptomu

Tato prace vznikla na zdklad¢ grantu feSeném na tstavu molekuldrni biologie rostlin
Akademie véd Ceské republiky, ktery ma za cil molekularni analyzu komplexniho genomu
patovart Ps. Jeho soucasti je stanoveni genetické variability u ¢eskych i zahrani¢nich izolatt
Ps pomoci technik rep-PCR a PFGE. V dalsi fazi dojde ke studiu rozsifeni vyznamnych
faktord virulence (geny pro tvorbu toxint, geny hrp) v ramci studované populace. Posledni
fazi tohoto projektu je lokalizace a navrzeni vhodnych sekvenci pro design paralelni
diagnostické techniky pro determinaci jednotlivych patovari Ps (oligonukleotidovy DNA
¢ip).

Tato prace je soulasti prvni fize grantu &. 522/07/P338 Grantové agentury Ceské
republiky a vysledky budou pouzity pro dalsi vyzkum, ktery pomtize doplnit a rozsifit znalosti
o tomto vyznamném bakteridlnim druhu. Diky tomu bude mozné navrhnout spolehlivé a

relativné jednoduché zpiisoby detekce patogenu u rostlin.



2. Literarni prehled

2.1. Popis patovaru

Pseudomonas syringae van Hall 1902 tvofi rovné nebo mirné zahnuté kratké ty¢inky o
velikosti 0,5-1 x 1,5-5 um sjednim nebo vice polarnimi bic¢iky. Je to gramnegativni,
nesporulujici bakterie se striktné aerobné respiracnim metabolismem. Kolonie jsou nej¢astéji
Sedobilé, prihledné. Obsah C a G bazi v DNA je 58-60 %.

Rod Pseudomonas patii do ¢eledi Pseudomonadaceae, ktera je Gama-podtiidou tridy
Proteobacteria oddéleni Gracilicutes. Druh P. syringe je rozdélen do 48 patovart podle jejich
patogenity a hostitelského okruhu. P. syringae je schopna vytvofit rizné druhy symptomu

zavisejicich na druhu hostitele a misté nakazy (Feil et al., 2005)

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

Psa zptisobuje bakterialni hnédnuti baze plev obili (Obr.1) (pSenice, jemene, ovsa,
zita, tritikale) a trav (Bradbury, 1986). Tato choroba, béznd ve mnoha oblastech, kde se
pestuje obili je povaZzovana za hlavni bakteridlni chorobu obili ve stiedni a vyhodni Evropé.
V Bulharsku byly zaznamenany ztraty na vynosu obili od 5 do 60%. Pfiznaky se projevuji
zménou barvy na bazi plev a tmavymi nekrotickymi pruhy na listech a stoncich. (Toben et al.,

1989).

Pseudomonas syringae pv. coronafaciens (Elliott 1920) Young, Dye & Wilkie 1978 (dale
jen Psc)

Psc produkuje tabtoxin, ktery zpiisobuje bakteridlni gloriolovou skvrnitost
ovsa (Obr.2) a jednod€loznych rostlin (Elliott, 1920; Sinden and Durbin, 1970). Gloriolova
skvrnitost byla pozorovana celosvétoveé, vSude kde se péstuje oves (Miiller, 1964; Wilkie,
1972; Harder, 1973). Ackoliv je tato bakterie nyni znama jako Pseudomonas syringae pv.
coronafaciens, byla poprvé izolovana a charakterizovana z ovsa, druhy této bakterie byly
pozorovany i na jinych travach a obili, v€etné Zita (Secale cereale) a bojinku lu¢niho (Phleum
pretense) (Taylor et al., 1971; Cunfer and Schaad, 1976). Bakterialni pivodce nakazy svetepu

stoklasého (Bromus secalinus) (Reddy and Godkin, 1923) je pravdépodobné také Psc, protoze
6



izolaty ztéto rostliny byly schopny vyvolat ndkazu u ovsa (Reddy and Godkin, 1923;
Kingsolver, 1944). Navic bakterie, ktera zpisobuje onemocnéni obili zvané ,,chocolate spot*
byla pivodné urena jako P. coronafaciens pv. zeae, protoze je z hlediska fyziologie a
produkce toxinli nerozeznatelna od gloriolové skvrnitosti ovsa (Ribeiro et al., 1977). Tyto

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

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

Bakteridlni spala zplsobena Psg, je jedna z nejrozSifenéjSich chorob na so6ji (Sinclair
oblastech (Ross, 1987). Na listech se objevuji malé, hranaté, vodnaté skvrny obklopené
nazelenalym Zlutym prstencem (Obr.3). Nakazené mlad¢ listy byvaji chlorotické a zakrslé. Na
starSich listech se mohou rozsifovat tmavé nekrotické skvrny, které pozd¢ji srlstaji a davaji
tak listu ,,otrhany* vzhled (Wolf, 1920). Patogen je pienosny osivem, které miize byt scvrklé a

odbarvené (Tisselli et al., 1980)

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

Listova skvrnitost bakteridlniho ptivodu se na slunecnici objevuje jen sporadicky.
Skvrny zplsobené Psh jsou hranaté, tmavé hnédé, obklopené chlorotickym halo (Obr.4).
Miuize dojit 1 ke kolonizaci cévnich svazkl; listy jsou pak svrastélé v dusledku

nerovnomérného rustu vaskularnich a parenchymatickych pletiv (Kudela et al., 2002)

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

Bakterialni hranata skvrnitost listi okurky se vyskytuje v porostech okurky, ale také
tykve a melounu. Bézné se vyskytuje ve vSech péstitelskych oblastech v polnich porostech,
mén¢ Casto ve sklenicich. Symptomy této choroby jsou hranaté, vodnaté, pozd¢ji hnédé
skvrny, které nasledné vysychaji a nékdy vypaddvaji (Obr.5). Na stoncich a fapicich jsou
n¢kdy vodnaté skvrny pokryté bélavym exudatem. Patogen je pfenosny semenem a muize také

piezimovat v rostlinnych zbytcich hostitelskych rostlin (Kudela et al., 2002)



Pseudomonas syringae pv. maculicola (McCulloch 1921) Young, Dye & Wilkie 1978 (dale
jen Psma)

Bakteridlni listova skvrnitost zplsobena Psma je celosvétové rozSifend na
brukvovitych rostlindch véetné kvétaku (Obr.6), kde byla poprvé pozorovana uz v roce 1911.
Psma byla od t¢ doby zaznamendna na nejméné 25 druzich rostlin patficich do celedi
Brassicaceae (Cintas et al., 2002). Onemocnéni je charakterizovano malymi hnédymi
skvrnami na spodni strané listl, jako disledek infekce po napadeni skrz priidduchy (Sherf and
MacNab, 1986; Zhao et al., 2000). Psma zpusobuje tii typy symptomii: vodnaté, chlorotické a
nekrotické 1éze. Infekce pokracuje srustem 1ézi zplisobujici rozsadhla poranéni a deformace

rstu, coZ ma za nasledek snizeni kvality porostu a skliziiové ztraty (Zhao et al., 2000).

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald 1893) Young, Dye & Wilkie 1978
(dale jen Psm)

Psm muze parazitovat na vétsin€¢ druhd rodu Prunus, zejména na tiesSni (Obr.7), visni a
slivoni (Kidela et al., 2002). Bakterie mize piezivat do dalsi sezony v nadorech v korové
dfeni, ve zdanlivé zdravych pupenech a systémové ve vaskuldrnim systému. Bakterie se
v téchto mistech na jafe zmnoZi a je rozsifena destém do kvétd a mladych listi. PSm maze zit
v epifytické fazi na povrchu listd a kvétd bez symptomtl od kveteni az do opadu listli na
podzim. Po opadani listd se bakterie mlize dostat do vnitiku rostliny skrz cerstvé jizvy.
Propuknuti korové nekrozy je ¢asto spojeno s prodlouzenou zimou, mrazem, vlhkym pocasim
pozd¢ na jafe nebo se silnymi boufemi, které porani vznikajici kvéty a listy. Mrdaz muze
podpofit infekci v listovém pletivu, to ale zavisi na ptitomnosti vlhkého pocasi. Pro vznik
siln€j$i nakazy je potieba, aby se nejmén¢ 24 hodin vyskytovala volna voda na povrchu listu a
byla vysoka relativni vlhkost vzduchu. Pokud se teploty pohybuji mezi 21 a 27°C, prvni
priznaky se projevi po 5 dnech (Jones, 2006).

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

Psph je ptivodcem bakterialni gloriolové spaly fazolu (Phaseolus vulgaris). Typickymi
ptiznaky jsou malé, nepravidelné, tmave vodnaté skvrny na listech a luscich, ¢asto obklopené
svétle zelenym nebo nazloutlym prstencem — halo (Obr.8), zpisobenym phaseolotoxinem

(Kudela et al., 2002). Podobn¢ jako u ostatnich fluorescentnich pseudomonad i buiiky Psph
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jsou pokryty slizem slozenym hlavné z extracelularnich polysacharidd (EPS) levanu a
alginatu (Rudolph, 1995; Hettwer et al., 1997). Neékteré studie ukazuji, ze alginat
produkovany fytopatogennimi pseudomonddami piisobi jako faktor virulence, ktery poskytuje
enkapsulovanym bakteriim ochranné prostredi a je zodpovédny za vodnaté typy symptomu na

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

Pseudomonas syringae pv. pisi (Sackett 1916) Young, Dye & Wilkie 1978 (dale jen Psp)
Bakterialni spala hrachu je ekonomicky vyznamnym patogenem, zpusobujici az 30%
ztraty. Symptomy se vyskytuji na vSech nadzemnich orgénech, ale nejcastéji na stoncich a
palistech. Tvoii vodnaté, pozdé€ji olivové zelené az purpurové hnédé skvrny, které se Sifi
smérem nahoru k palistim a jednotlivym listim (Obr.9). Zilky hnédnou az &ernaji. Rozsiti-li
se infekce po celé rostliné, mize dojit k jejimu uschnuti a odumteni. Za suchého teplého
pocasi se muze infekce zastavit. Patogen je prenosny osivem, pficemz vnéjsi kontaminace

neni rozhodujici (Kadela et al., 2002).

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

Onemocnéni zvané bakterialni pruhovitost ovsa je zptisobena PSst. Toto onemocnéni
je charakterizovano jako vodnaté 1éze, které srlstaji a vytvati podlouhlé pruhy podél zilnatiny
listi, které nekrotizuji (Obr.10). Symptomy postradaji chlorotické halo. Ackoliv jsou ptiznaky
nakazy vyvolané touto bakterii velmi odlisné od téch zptisobenych Psc, jsou fyziologicky
nerozeznatelné az na jednu vyjimku: Psst neprodukuje tabtoxin (Elliott, 1927; Schaad and
Cunfer, 1979). N¢které odriidy ovsa vykazuji stejny stupent vnimavosti k pruhovitosti, jako ke
gloriolové skvrnitosti. Nekteré spontdnné mutované Psc, které ztratily produkci tabtoxinu,

tvoti stejné symptomy jako Psst (Elliott, 1927).

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

Pss zplsobuje onemocnéni na mnoha druzich rostlin (Obr.11), ale jen specificka
forma této bakterie zptisobuje bakterialni skvrnitost fazolu. Pss miize rtist na povrchu rostliny,
vcetné puklych a vyschlych zrn, aniz by zptisobovala ndkazu. Bakteridlni skvrnitost na fazolu
casto nastane po rozmachu epifytické populace. Vikev hunatd a jiné plevelné rostliny byly
pozorovany jako pfezimujici zdroj nakazy. Nedavny vyzkum napovidd, Ze plevelné rostliny
nejsou tak vyznamnym zdrojem patogena, jako samotné poskliziiové zbytky fazolu. Patogen
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se rozSifuje deStém a zavlazovacimi postiiky. Bakterie se taktéZ muze rozSifovat naradim
pouzivanym na postizenych polich a lidmi nebo zvitaty po nich se pohybujicich. PSs mize
pfezivat i na osivu fazolu. Pfenos osivem vétSinou slouzi k zavleCeni bakterie na nova mista,

zatimco poskliznové zbytky slouzi spiSe k rozsifeni epidemie (Jones, 2006).

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

Kmen DC3000, ktery byl nedavno osekvenovan v The Institute of Genomic Research
(TIGR), je modelovym organismem pro molekuldrni studie v oblasti interakci patogen-
rostlina (Buell et al., 2003). V pfirozeném prostiedi patogen zptisobuje bakterialni skvrnitost
rajcete a mize také nakazit Arabidopsis thaliana a n¢které brukvovité rostliny (Whalen et al.,
1991).

Rozvoj choroby podporuji nizké teploty a Cetné jarni srazky, které mohou zapficinit az
20% ztrat vynosu a sniZzenou kvalitu rajat. PoCatecnimi ptfiznaky jsou malé (1-2 mm
v priméru), vodnaté, tmavé hnédé az cerné skvrny, rozvijejici se na mladych listech. Pozdéji
se skvrny na starSich listech a plodech zvétsi a splynou, ¢imz zpiisobi jejich seschnuti a
odbarveni (Obr.12). Na jate 1999 a 2000 bylo zna¢né rozsifeni této choroby zaznamenano ve
vychodni Anatolii v Turecku, kde zptsobila zavazné Skody na sklizni rajcat. (Sahin, 2001)

Klicovym faktorem patogenity Pst a mnoha dalSich rostlinnych a Zivo¢isnych bakterii
je sekre¢ni systém typu III, ktery dopravuje produkty gent virulence dovniti hostitelskych
bunék. Hrp/hrc mutanty Pst, které postradaji funkéni sekre¢ni systém typu III, ztraceji svoji
schopnost vyvolat hypersenzitivni reakci v nehostitelskych rostlinach a patogenitu

v hostitelskych rostlinach. (Collmer et al., 2000).
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2.2. Pouzité molekularné biologické metody

2.2.1. Rep-PCR

Kratké rozptylené repetitivni sekvence pouzivané pii rep-PCR byly popsany u
eubakterii. Tyto oblasti patfi do skupiny takzvanych rozptylenych repetic, které zpravidla
nejsou delsi nez 200 bp, jsou nekoddujici, intercistronické (mezigenové), rovnomerné
rozmisténé po genomu a nemaji tandemové uspotadani. Charakteristické prokaryotické
repetice, jako jsou sekvence enterobakterialniho repetitivniho intergenového konsenzu (ERIC,
124-127 bp) a repetitivni extragenické palindromické sekvence (REP, 35-40 bp), byly
objeveny v mnoha riznych enterobakterialnich druzich (Versalovic et al., 1991). BOX (154
bp) oblast neni svymi vlastnostmi podobna vySe zminovanym. Repetice vytvari stabilni
sekundarni struktury a v nékterych ptipadech je transkribovana. VétSina BOX elementt se
vyskytuje v tésné blizkosti genii. To poukazuje na potencionalni roli regionu kontrolujiciho
expresi gentll spojenych s virulenci a kompetenci. Tato oblast byla také od pocatku pouzivana
pro ucely molekularni typizace.

Sekvence REP a ERIC byly popsany jen u Gram-negativnich stfevnich bakterii a uzce
ptibuznych kmeni, zatimco BOX elementy byly popsany jen u Gram-pozitivni Streptococcus
pneumoniae (Martin et al., 1992). Shodné primery kazdého zelementi byly pouzity
v polymerazové ftetézové reakci navrzené k amplifikaci regionli mezi sousednimi
repetitivnimi sekvencemi. Tento proces, nazyvany rep-PCR, produkuje jednoznacné DNA
profily, které dovoluji rozdéleni eubakteralnich druhti a t¥id. (Versalovic et al., 1991).
Navzdory sekvencim DNA a hybridizaénim datim kterd naznacuji, ze ERIC, BOX a REP
elementy maji restrikéni funkci jen u eubakteridlnich druhd, je rep-PCR v soucasnosti Casto
pouzivano pro fylogenetickou analyzu a diferenciaci bakteridlnich druhii. Metoda byla
aplikovana na ruzné bakterialni rody, véetné Rhizobium, Frankia, Staphylococcus, Legionella,
Xanthomonas a Pseudomonas. Rovnéz se je znamo pouziti rep-PCR u hub rodt Aspergillus a
Fusarium (Williams et al., 1990).

Bylo prokazéno, Ze fingerprinting pomoci rep-PCR je dobfe opakovatelnd a
jednoduchd metoda pouzitelna pro rozliSeni uzce piribuznych druhit a urceni jejich
fylogenetické piibuznosti, ¢imz lze studovat jejich rozmanitost v ekosystému. Néslednou
pocitatovou analyzou lze zpracovat ucelené informace a po vytvofeni databize je mozné

provadét bakterialni diagnozu. (de Bruijn, 1996)
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2.2.2. Makrorestrikéni analyza a pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Metoda ziskani intaktni genomové DNA pro ucely restrikéni analyzy je zaloZena na
imobilizaci bakteridlnich bun¢k v agaré6zovém blocku, ve kterém pifi izolac¢nich a
purifikacnich krocich nedochazi k mechanickému nastépeni nukleové kyseliny. Takto ziskana
DNA je Sstépena pomoci vhodnych restrikénich enzyml produkujicich fragmenty ve
velikostech 50kb az 2 000kb, které jsou nasledné separovany pomoci PFGE.

Metoda PFGE je zalozena na pohybu DNA v agarézovém gelu a umoziuje separaci
fragmentlh DNA o velikosti od 10kb do 10 000kb. V prtib¢hu elektroforézy DNA nad 30-50
kb migruje stejnou rychlosti bez ohledu na velikost. To je pak na gelu vidét jako jediny,
velky, rozptyleny pruh. Nicméné¢ kdyz je DNA nucena ke zméné sméru v prubéhu
elektroforézy, fragmenty rizné velikosti se vtomto pruhu za¢nou rozd€lovat. S kazdym
preorientovanim smeéru elektrického pole vici gelu se mensi useky DNA za¢nou pohybovat
v novém sméru rychleji, nez useky vétsi. Tak se vétsi fragmenty opozd'uji a zacnou se
oddélovat od mensich.

Vyuziti PFGE je riznorodé. Zahrnuje klonovani dlouhych rostlinnych DNA za pouziti
uméle vytvofeného kvasinkového chromozomu (yeast artificial chromosome - YAC) a
klonovaciho vektoru P1 (Ecker, 1990); identifikaci polymorfismu délky restrikénich
fragmenti (RFLP) a tvorbu fyzickych map; zjiStovani in vivo chromozomalnich zloml a
degradaci (Elia, et al., 1991); a zjistovani poctu a velikosti chromozomi (,,elektroforeticky
karyotyp*) kvasinek, hub a paraziti jako Leishmania, Plasmodium a Trypanosoma (Gibson,
1986).

Nejpouzivangj$imi technikami, které pro zménu elektrického pole pouzivaji uhly
mensi nez 180° jsou ,,Contour-clamped homogeneous electric field“ (CHEF), ktera byla
pouzita i v nasem piipadé, ,rotating gel electrophoresis® (RGE), ,transverse alternating field
electrophoresis (TAFE) a podobna ST/RIDEtm. (Clark, et al., 1988). Tyto systémy vyZzaduji
specialni elektroforetické vany se specifickymi elektrodami a jsou napojeny na elektronickou
kontrolu pro ptepinani 0hli a programovéani béhu elektroforézy. CHEF a RGE udrzuji
homogenni elektrické pole v kombinaci s horizontalnim gelem. CHEF méni smér elektrického
pole elektronicky a ke zméné sméru putovani DNA vyuzivd zménu polarity v sad¢ elektrod. U
RGE je elektrické pole stalé. Pro pohyb DNA jinym smérem se zde oto¢i gel. TAFE a
ST/RIDEtm pro vznik rovnych drah pouZzivaji komplikovanou geometrii mezi elektrodami a

vertikalné umisténym gelem.
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Pro zvyseni rozsahu odd€lovanych velikosti a zlepSeni rozliSeni dlouhych fragmentt
DNA je potteba mensi tthel zmény sméru migrace, ktery je mezi 96 a 140°, pticemz 120° se
pouziva nejcastéji. Mensi thly (napi. 100°) zvysuji mobilitu DNA, zpravidla bez vétsiho
vlivu na rozliSeni fragmentti. Minimalni thel je pfiblizné¢ 96°. Nizsi uhly vazné narusuji

oddélovani.
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3. Cil prace

1. Stanoveni genetické variability mezi patovary bakteric Pseudomonas syringae pomoci
metody rep-PCR a restrikéniho mapovani pomoci PFGE.

2. Zvoleni nejvhodnéjSiho postupu pro izolaci bakteridlni DNA z istych bakteridlnich
kultur.

3. Rozsifeni sbirky patovartt Pseudomonas syringae.

4. Optimalizovani podminek pro molekularni analyzu metodou PFGE.

5. Rozsifeni poznatkt o patovarech Pseudomonas syringae.
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4. Material a metody

4.1. Bakterialni kmeny Ps

K analyze byly pouzity patovary z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy
university v Brné (Tab.1). Ty byly uchovavany lyofilizované, nebo zmrazené v zivnych
médiich pii -60°C. Tyto patovary jsou shromazd’ovany Ustavem molekularni biologie rostlin
Akademie véd v Ceskych Budgjovicich a tato sbirka je neustale roz§ifovana v ramci feSeni

grantu, ktery si klade za cil komplexni analyzu genomu patovara Ps

4.2. rep-PCR

4.2.1. Kultiva¢ni podminky a Zivna média
VSechny patovary byly kultivovany pti 23°C po dobu 48 hodin na pevném King-B
médiu (2g Proteose Peptone no. 2; 1g glycerolu; 0,15g K2HPO4; 0,15g MgSOs4 - 7TH20; 1,5¢g

agaru, 100ml destilované vody; upraveno na pH 7,2).

4.2.2. Izolace bakterialni DNA
Bakterialni kolonie byly odebirany bakteridlni klickou a pteneseny do 100ul TE.

Bakteridlni suspenze byla nasledné zmrazena pfi -68°C.

Izolace DNA probihala ¢tyfmi zplisoby. Prvni zptsob zahrnuje 10 minutovy lyzacni
krok ve vrouci lazni, kterym se uvolni DNA a z bakteridlnich bunck. Nasledn¢ byl lyzat
centrifugovan po 2 minuty pii 10 000 RPM a umistén do -20°C. Takto ziskana DNA nebyla
déale purifikovana. Druhym zplsobem byla izolace vyuzivajici proteolytickych vlastnosti
lysozymu s néaslednou purifikaci nukleové kyseliny (Tab.2). Tietim zpisobem byla izolace
pomoci komeréné dostupného kitu DNeasy plant mini (QiaGen). Tato metoda vyuziva
kolonky se specidlné upravenou membréanou, na které dochéazi v n€kolika krocich k purifikaci
DNA. Posledni zpisob izolace DNA byl rovnéz za pouziti komeréniho kitu InstaGene Matrix
(Biorad). Ten vyuziva negativné nabité mikroskopické castice ve specialnim vazebném
roztoku, které maji schopnost vazat kovové ionty a tim inhibovat aktivitu nukleolytickych
enzymt. K samotnému uvolnéni DNA dochéazi rovnéz ve vrouci lazni. Ve vSech ptipadech

byla DNA uchovavana pii -20°C
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4.2.3. rep-PCR

Reakéni smés byla pripravena do celkového objemu 15ul. Do 5,5 pl sterilni H20 bylo
pridano 7,5 ul PPP MasterMixu (Top-Bio), 1ul primeru (20 pmol/ul) a 1ul vyizolované
DNA. Amplifikacni program se skladal z tvodni denaturace 95°C/5min, 30 cykli 94°C/1min,
50°C/2 min (pro BOX a ERIC) nebo 40°C/2min (pro REP), 70°C/5 min, zavére¢na elongace
70°C/10min. Program byl pievzat z ptedchozi védecké prace (Rademarker and de Brujin,
1997) a modifikovan. Doslo ke prodlouzeni doby annealingu a zkraceni doby syntézy.
Vsechny reakce byly provadény na termocykleru GenAmp system 9600 (Perkin Elmer).

Amplifikované PCR fragmenty byly rozdéleny pomoci elektroforézy v 1,5%
agarézovém gelu (pufr 0,5x TBE), pfi 120V, po dobu 60 minut. DNA byla obarvena
interkalaénim ¢inidlem SYBR Green®, které bylo obsazeno jiz ve vkladacim pufru (Xylen
Cyanol/Bromphenol Blue). Pro rovnomérné zahtivani gelu, byla elektroforetickd vana
umisténa béhem samotné separace na orbitalni tiepacku pfi rychlosti otaeni 50 ot./min.

Vysledny geneticky otisk byl zpracovan dokumentacnim systémem Kodak EDAS 290
a analyzovan specializovanym softwarem Kodak 1D. Ziskana data byla dale analyzovéana ve
statistickém baliku Statistica (Statsoft) pomoci modulu pro shlukovou analyzu s vyuzitim
metody UPGMA (Sneath and Sokal, 1973). Vysledna data byla graficky vyjadifena pomoci

dendrogramu.

4.3. PFGE

4.3.1. Kultiva¢ni podminky a zivna média
Pro kultivaci vSech patovarti bylo pouzito tekuté King-B médium. Kultivace probihala
za stalého promichavani na orbitalni tiepacce, rychlosti 150 ot/min, pti 23°C po dobu 48

hodin. Néasledné byla spektrofotometricky urcena hustota bakterii v kultufe.

4.3.2. Izolace bakterialni DNA

Pro izolaci a nasledné ptecisténi bakteridlni DNA byl pouzit izola¢ni kit CHEF
Genomic DNA Plug kit (BioRad). Bylo postupovano podle ptilozeného protokolu pro izolaci
bakteridlni DNA. Diky neuspokojivym vysledkiim, bylo v protokolu provedeno nékolik

modifikaci (zmény teplot a Casti pii nékterych krocich, pouziti jinych reagencit).
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4.3.3. PFGE

Byl pouzit ptistroj CHEF-DR II (BioRad). Postupovano bylo podle manudlu.
Pocatecni ,,switch time* byl nastaven na 30s a zavérecny na 60s. Elektrické napéti bylo
nastaveno na 6V/cm a teplota na 14°C. Vysledny elektricky proud se pohyboval okolo
120mA.
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5. Zavér

6. Zavér

1. Izolace bakterialni DNA pomoci komer¢nich kitli DNeasy plant mini a InstaGene Matrix
a pomoci lysozymu je kvalitativné srovnatelnd. Metoda izolace bakteridlni DNA pomoci
kitu InstaGene Matrix, pfi pfiblizn€ stejné ¢asové naro€nosti, jako metoda izolace DNA
povarenim, vykazuje vyrazné lepsi vysledky

2. Metoda rep-PCR je velmi perspektivni a univerzalni metodou, ktera je vyuzitelna jak pro
studium genetické variability v ramci razné€ rozsahlych skupin, tak pro specifickou a
citlivou determinaci jednotlivych bakteridlnich taxonii. K hlavnim vyhodam patii vyuziti
univerzalnich PCR primert pro jakykoliv bakteridlni druh pifi zachovani vysoké
specificnosti 1 mezi velmi pfibuznymi jedinci.

3. Pfi pouziti techniky rep-PCR vykazuji testované kmeny Pseudomonas syringae zna¢nou
genetickou variabilitu. Metoda produkuje spolehlivé odliSitelné genetické profily pro
kazdy patovar.

4. Sbirka patovarii bakterie Pseudomonas syringae se vramci feSeni grantu GA CR
¢. 522/07/P338 bude nadéle rozsifovat
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8. Tabulky

Tab.1 Pouzité bakterialni kmeny Pseudomonas syringe

Kmen Patovar
BCCM/LMG 5093 tomato
BCCM/LMG 2330 striafaciens
BCCM/LMG 5060 coronafaciens
BCCM/LMG 5095 atrofaciens
BCCM/LMG 5066 glycinea
BCCM/LMG 2132 apii
BCCM/LMG 5067 helianthi
BCCM/LMG 5070 lachrymans
BCCM/LMG 5075 morsprunorum
BCCM/LMG 2245 phaseolicola

Tab.2 Pfesny postup izolace bakterialni DNA pomoci lysozymu

e pfeneseni malého mnozstvi bakterialni pasty do 100ul TE pomoci paratka a
nasledna homogenizace

e pfidani roztoku lysozymu (vzdy Cerstvé piipraveny z 3mg lysozymu + 100ul TE)
e pridani 800ul TE a promichani

e umisténi do 37°C na 15 minut

e centrifugace pti 10 000 RPM/ 1 minutu pii 4°C

e odstranéni supernatantu

e pridani 300pul TE a dikladna homogenizace

e piidani 100ul SDS (10%)

e promichani a inkubace pti 56°C do vycefeni roztoku

e pfidani 200ul K-acetatu a promichani

e centrifugace pti 15 000 RPM/ 5 minut pfi 4°C

e pieneseni supernatantu bez srazenin do nové mikrozkumavky
e piidani 1V izopropanolu

e umisténi do -20°C na 10 minut

e centrifugace pti 18 000 RPM/ 5 minut pfi 4°C

e odstranéni supernatantu

e promyti pelety etanolem (70%)

e vysuSeni

e rozpusténi ve 100ul TE pii 65°C
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9. Obrazky

Obr.1 Symptomy na je¢menu zptiisobené Psa

Obr.2 Symptomy na ovsu zptusobené Psc

Copyright: T. Tsukiboshi

Obr.3 Symptomy na soji zpuisobené Psg




Obr.4 Symptomy na slunec¢nici zptisobené Psh

Obr.5 Symptomy na okurce zptisobené Psl

Obr.6 Symptomy na kvétdku zptisobené Psma
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Obr.7 Symptomy na teSni zptisobené Psm

Obr.8 Symptomy na fazolu zptisobené Psph

Obr.9 Symptomy na hrachu zptisobené Psp
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Obr.11 Symptomy na Ciroku zpisobené Pss

Obr.12 Symptomy na rajéeti zpuisobené Pst
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Obr.13 rep-PCR pfi pouziti primerat BOX (a), ERIC (b) a REP (¢)

M —2-log DNA Ladder (New England Biolabs)
1 - P. syringe pv. tomato
2 — P. syringe pv. striafaciens
3 —P. syringe pv. coronafaciens
4 — P. syringe pv. atrofaciens
5 — P. syringe pv. glycinea
6 — P. syringe pv. apii
7 — P. syringe pv. helianthi
8 — P. syringe pv. lachrymans

9 — P. syringe pv. morsprunorum

10 - P. syringe pv. phaseolicola

29



Obr.14 Dendrogram shlukové analyzy rep-PCR pfi pouziti primeru BOX

tomato

MOrsprunorum

atrofaciens

glycinea

phaoseolicola

ao i

lachrymans

helignthi

striafaciens

coronafaciens

0%

tomato

glycinea

atrofaciens

MOrsprunorm

helignthi

apii

lachrymans

striafaciens

phoseolicola

coronafaciens

5% 10%  15%  20%  25%  30%  35%  40%  45%
Obr.15 Dendrogram shlukové analyzy rep-PCR pfi pouziti primeru ERIC
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Obr.16 Dendrogram shlukové analyzy rep-PCR pfi pouziti primeru REP
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