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Abstrakt

Pfedmétem této bakalarské prace je zjisténi miry piibuznosti u 20 sbirkovych
izolati rodu Xanthomonas zpusobujicich bakterialni skvrnitost rajéat a paprik. K urceni
pfibuznosti byla pouzita metoda multilokusové sekvencni analyzy (MLSA). Byly
zjistény sekvence genu atpD, rpoD, gyrB, gInA a efP, které byly analyzovany pomoci
softwaru MEGA verze 5.1. Vysledek byl vyhodnocen pomoci dendrogramu, dle kterého
byly izolaty rozdéleny do dvou klastri. Prvni klastr zahrnuje izolaty druhu
Xanthomonas euvesicatoria spadajici do skupiny A. Druhy klastr pak zahrnuje izolaty
druhu Xanthomonas vesicatoria skupiny B. Vysledky dosazené v této praci se shoduji
se soucasnou klasifikaci xanthomonad zpiisobujicich bakteridlni skvrnitost rajcat

a paprik.
Klicova slova:

Xanthomonas, sekvenovani, MLSA, klasifikace, rajée a paprika

Abstract

The subject of this bachelor thesis is to estimate the degree of relationship of 20
collected isolated samples of Xanthomonas genus causing bacterial spot of tomatoes and
peppers. To assess the relationship, the method of multilocus sequence analysis has
been used (MLSA). Sequences of genes atpD, rpoD, gyrB, gInA and efP were found
and analyzed using MEGA software version 5.1. The result was evaluated using a
dendrogram according to which the isolates were divided into two clusters. The first
cluster includes isolated of Xanthomonas euvesicatoria belonging to group A. The
second cluster includes isolates of the species Xanthomonas vesicatoria belonging to
group B. The results obtained in this work are consistent with the present classification

of the xanhtomonads causing bacterial spot of tomatoes and peppers.
Key words:

Xanthomonas, sequencing, MLSA, classification, tomato and pepper
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Seznam zkratek pouzitych v bakalai'ské praci

ATP — Adenosintrifosfat, adenosine triphosphate

CDS - kodujici sekvence, coding sequence

DNA - deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid
EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina, ethylenediaminetetraacetic acid
IS — vlozena sekvence, insertion sequence

kb — kilobaze [1kb = 1000 nukleotida (bazi)], base

PCR — polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction
RNA - ribonukleova kyselina, ribonucleic acid

rRNA — ribozomalni RNA, ribosomal ribonucleic acid

ST — sekvencni typ, sequence type

TBE — tris borate EDTA

tRNA — transferovd RN A, transfer ribonucleic acid



1 Uvod

Raj¢e (Lycopersicum spp.) a paprika (Capsicum spp.) jsou péstovany po celém
svéte. Hlavni produkéni oblasti jsou sice zemé v tropickych a subtropickych oblastech,
ale péstuji se i ve sklenicich v zemich mirného klimatu. Vyznamnym bakterialnim
patogenem zpusobujicim bakteridlni skrvnitost u rajéat a paprik jsou nékteré druhy
bakterii rodu Xanthomonas Dowson 1939 (Approved Lists 1980) emend. Vauterin et al.
1995.

Ozdraveni takto napadenych porostl je velmi ¢asové i1 finanné naro¢né, mnohdy
i zbyte¢né. Napadeni by se mélo piedchazet, a to spravnou identifikaci patogena
a detekci zdravych semen a rostlin. Ktomu nam slouzi tradi¢ni metody, jako je
napt. kultivace na agaru, imunochemické ¢i molekularné biologické metody, napi: PCR

a sekvenovani.

K zjisténi miry ptibuznosti v rdmci daného druhu slouzi genotypizaéni metody.
Mezi tyto metody patii napi: AFLP (amplified fragment length polymorphism), RAPD
(random amplification of polymorphic DNA), RFLP (restriction fragment length

polymorphism) aj.

Hlavnim cilem této bakalafské prace je urCeni genetické piibuznosti mezi 20
sbirkovymi kmeny xanthomonad zptsobujicich bakterialni skvrnitost u rajcat a paprik.
Ziskanim sekvenci téchto sbirkovych kment s naslednym vyhodnocenim jednotlivych
skupin pomoci MLSA bude moZno nésledné pfifazovat testované izolaty tohoto

bakteridlniho rodu do ptislusnych skupin.

Tato prace je zaméfena na Srovnani sekvenci vybranych genli (ATP syntdza beta
fetézce - atpD, RNA polymeraza sigma faktor - rpoD, DNA gyraza podjednotky B -
gyrB, glutamin syntaza I - gInA a elongacni faktror P - epF) metodou MLSA.

Tato prace vznikla v ramci projektu OPVK "Rozvoj postdoktorandskych pozic na
JU" (CZ.1.07/2.3.00/30.0049), spolufinancovaného Evropskym socialnim fondem a

statnim rozpodtem Ceské republiky.



2 Literarni prehled

2.1 Bakterie rodu Xanthomonas patogenni pro rajce

a papriku

2.1.1 Hostitelé

Hlavnimi hostiteli bakterie Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin et
al. 1995 a Xanthomonas euvesicatoria Jones et al. 2006 jsou raj¢e (Lycopersicum spp.)
a paprika (Capsicum spp.). Mezi dalsi hostitele patfi durman (Datura spp.), blin
(Hyoscyamus spp.), kustovnice (Lycium spp.), tabak selsky (Nicotiana rustica),
mochyné (Physalis spp.) a rostliny rodu Solanum — pfedev§im nekulturni plodiny
(Hayward a Waterston, 1964)

2.1.2 Roz$ireni

Bakteridlni skvrnitost ma Siroké geografické rozsifeni (Sahin a Miller, 1996). Je
hlavnim problémem v tropickych a subtropickych oblastech (Jones a kol., 1986).

V mirném podnebném pasmu maji vyznam jen nékteré patovary (Ktdela a kol., 2002).

Evropa: &asty vyskyt v Recku, Madarsku, Italii (véetné Sardinie a Sicilie),
Rumunsku, Rusku, Jugoslavii. Vyskyt byl zaznamenan v Rakousku, Bélorusku,
Bulharsku, Ceské republice, Polsku, Slovensku, Slovinsku, Spanélsku a Svycarsku

(nepotvrzeno).

Asie: Cina, Indie, Izrael, J aponsko, Severni Korea, Jizni Korea, Pakistan, Filipiny,

Rusko, Tchaj-wan, Thajsko a Turecko.

Afrika: Egypt, Etiopie, Kena, Malawi, Maroko, Mozambik, Niger, Nigérie,
Réunion, Senegal, Seychely, JAR, Stidéan, Togo, Tunisko, Zambie a Zimbabwe.

Severni Amerika: Bermudy, Kanada, Mexiko, USA.

Stfedni a Jizni Amerika: Barbados, Kostarika, Kuba, Dominika, Dominikanska
republika, Salvador, Guadeloupe, Guatemala, Honduras, Jamajka, Martinik, Nikaragua,

Portoriko, Svaty Krystof a Nevis, Svaty Vincenc a Grenadiny, Trinidad a Tobago,



Americké Panenské ostrovy, Argentina, Brazilie, Chile, Kolumbie, Paraguay, Surinam,

Uruguay, Venezuela.

Australie a Oceanie: Novy Jizni Wales, Queensland, Tasmanie, Victoria, Zapadni

Australie, Fidzi, Mikronésie, Novy Zéland, Palau a Tonga (OEPP/EPPO, 1988).

2.1.3 Morfologie

Buiiky maji tyCinkovity tvar, oblé zakonCeni a jejich rozméry se pohybuji
ccaVv délce od 0,7 um do 2,0 um a Sitce od 0,4 pum do 0,7 um. Pohybuji se jednim
polarnim bic¢ikem. Xanthomonady jsou katalyticky pozitivni, neredukuji dusi¢nany

a slabé produkuji kyseliny ze sacharidi (Jackson, 2009).

Xanthomonady jsou nesporulujici, obligatné¢ aerobni, gramnegativni bakterie.
Na masopeptanovém agaru s glukosou vytvari zluté mukoidni hladké kolonie. Zbarveni

je zpusobeno zlutymi pigmenty zvanymi xanthomonadiny a exopolysacharidem

xanthanem (Ktdela a kol., 2002).

2.1.4 Symptomy
Pfiznakem onemocnéni rostlin paprik a rajéat jsou vodnaté 1éze, skvrny, chlordzy
anekrozy, které jsou viditelné hlavné na listech, stoncich a plodech. U rajcat se

vyskytuji malé kruhové 1éze o velikosti cca 1 —5 mm (Obr.1, 2).

U paprik jsou na listech nekrotické 1éze a skvrny rtizného tvaru a velikosti, ale
na stoncich a plodech jsou léze kruhové o pfiblizn€ stejné velikosti jako u rajcat
(Obr.1, 2). Rapik a Gepel jsou zvlasté citlivé k bakterialni skvrnitosti. Bakterialni

skvrnitost se 1i$i od houbovych listovych skvrn matnym vzhledem.

U paprik i rajcat se v listech vyviji chloréza. Ta predchazi epinastii listd
anaslednému opadu listd u paprik a kompletni nekréze mladych listkl u rajcat.
Chloréza, opad listli a nasledna nekr6za mize byt ovlivnéna snizenim obsahu ethylenu

v rostlinach (Swings a Civerolo, 1993).

2.1.5 Biologie

Patogen vstupuje do rostlinné tkané prostiednictvim praduchi a hydatod nebo
odérkami zptisobenymi vétrem, hmyzimi vpichy nebo mechanickymi prostfedky (Jones,
1991).



Xanthomonady zplsobujici bakteridlni skvrnitost u rajcat a paprik prezivaji
pfedevS§im na Semenech, rostlinnych zbytcich a v rhizosféfe jinych nehostitelskych
rostlin — pSenice a s6ji (Bashan a kol., 1982a). Patogen je pienadSen z infikovanych
rostlin na osivo, kde je schopen ptezivat az 10 let (Bashan a kol.,1982b). Patogen muize
epifytné ptezivat na povrchu listd, kdyz ma pifiznivé podminky. Xanthomonady byly
detekovany i v aerosolech nad poli, kde se vyskytovaly jejich hostitelské rostliny. Z této
skutecnosti se soudi, ze xanthomonady jsou pienaSeny vzduchem (Mclnnes a kol.,

1988).

V suchych obdobich je Sifeni patogena omezeno. Toto Sifeni patogena se vyrazné
zvysuje, kdyz se profed'ovani porostu provadi za vlhkého pocasi. Je doporuceno
dodrzovat hygienické zisady (Pohronezny a kol., 1990). Sifeni onemocnéni je

podporovano vysokymi teplotami, které se pohybuji mezi 30 - 35°C (Diab a kol., 1982).

2.1.6 Klasifikace

Klasifikace a nomenklatura rodu Xanthomonas prosla vyraznymi zménami.
Pied zavedenim soucasné klasifikace Vauterin a kol. (1995) identifikovali tii odli$né
skupiny A, B a C, které byly klasifikovany jako rasy X. campestris pv. vesicatoria

na zaklad¢ fenotypovych a genotypovych testi.

V soucasné dobé se xanthomonady patogenni pro rajée a papriku fadi do Ctyf
skupin. Tyto skupiny byly rozliSeny na zakladé amylolytickych a pektolytickych aktivit
V pulzni gelové elektroforéze. Podrobnéjsi molekularné biologieké techniky umozZnily
klasifikaci samostatnych skupin A  (X. euvesicatoria), B (X. vesicatoria),
C (X. perforans) a D (X. gardeneri ) (Jones a kol., 2004). X. euvesicatoria obsahuje
vétsinu ras X. campestris pv. vesicatoria (skupina A). Pivodné Jones a kol. (2000)
uvadéli, ze X. vesicatoria (skupina B) tvorily samostatnou skupinu a kmeny ze skupiny
C byly povazovany za poddruh X. campestris pv. vesicatoria (skupina A). Skupina D
byla diive nazvana Pseudomonas gardneri (Sutic, 1957). Dye (1966) vsak prokazal jeji

shodnost s rodem Xanthomonas.

Vzhledem k tomu, Ze xanthomonady skupiny A a B se vyskytuji po celém svété
ajsou patogenni pro rajata i papriky, jsou nejvyznamné&jSimi skupinami téchto
patogent. Xanthomonady ze skupiny C byly objeveny v USA, Mexiku a na pobiezi

Tichého oceanu, a to pouze narajcatech. Pro papriky neni skupina C patogenni.
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Xanthomonady ze skupiny D byly detekovany na rajcatech i paprikach v Kostarice,
zemich byvalé Jugoslavie, Kanad¢, Brazilii a oblastech Tichého oceanu (Jones a kol.,
2005).

Young a kol. (2008) navrhli na zakladé podobnosti nad 99% u MLST sloucit
X. euvesicatoria a X. perforans v jednu skupinu. Poddruhy X. fuscans, X. citri
a X. axonopodis potrvzuji shodu na 98,34% a mély by byt pfifazeny ke stejnému druhu
jako X. perforans a X. euvesicatoria. Tato jednotna skupina by méla byt pojmenovana

X. axonopodis (Young a kol., 2008).

2.1.7 Ochrana

Xanthomonady zpiisobujici bakteridlni skvrnitost maji neptiznivy vliv na produkci
rajcat a paprik. Onemocnéni se rozsifuje rychle a jeho kontrola je slozitd. Doporucuje se
pouzivat certifikované osivo. Na trhu jsou dostupné i rezistentni odriidy. Rostliny jsou
bézné osetfovany piipravky s obsahem médi (Dougherty, 1979). Zavaznost choroby je
redukovana pouzitim bakteridlnich fagh (bakteriofagi), ato hlavné ve sklenicich.
Pouziti bakteriofagi je ucinnéj$i nez médnaté piipravky. Studie potvrzuji snizeni
onemocnéni s pouzitim bakteriofagl o 17% a u pfipravki na bazi médi o 11% (Flaherty,
2000). Nevyhodou bakteriofagh je, ze jejich ucinnost je eliminovana destém
a slune¢nim zarenim. Aplikace se musi provadét brzy rano pted svitanim (Balogh a kol.,
2003)

Xanthomonas vesicatoria a Xanthomonas euvesicatoria jsou podle legislativy CR
I EU fazeny ke karanténnim organismtim (EPPO/CABI, 1997).

2.1.8 Molekularni charakteristika

Genom tvoii jeden kruhovy chromozom o velikosti 5 178466 bp a Ctyfi
extrachromozomalni plazmidy. Pivodné byly znamy plazmidy - pXCV2 (1852 bp),
pXCV38 (38116 bp) a pXCV183 (182572 bp). Pozdgji byl objeven plazmid pXCV19
(19146 bp).

U chromozomalni DNA je vysoky obsah G+C bazi. Pohybuje se v rozmezi 63,7 —
65 %. U plazmidd je obsah G+C mezi 56,59 — 60,79 %. Xanthomonady patogenni pro
rajcata a papriky obsahuji celkem 4726 kodujicich sekvenci (CDS). Kodovaci kapacita
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je 87,13 %, coz je typické pro vétSinu bakterii. Na zaklad¢é anotace byla biologicka role
ptidélena 3080 CDS, 697 CDS je hypotetickych a 949 CDS ma neznamou funkci.
Xanthomonady zpusobujici bakterialni skvrnitost obsahuji dva rRNA operony, které
jsou uspoiadany v potadi 16S-23S-5S. Nachazi se v oblasti 500 kb (mezi 4600000 bp
a 5100000 bp) na levém replichoru. Pro 20 aminokyselin bylo zjisténo 56 tRNA. Z toho
je 54 tRNA umisténo na chromozomu a 2 tRNA na plazmidech pXCV19 a pXCV183.
Genom obsahuje 66 IS prvki. Z toho je 58 IS na chromozomu a zbylych 8 IS na ¢tyfech
plazmidech (Thieme a kol., 2005; Vorhlter a kol., 2007).
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2.2 Pouzité metody

2.2.1 PCR

Prikopnikem polymerazové fetézcové reakce (PCR) byl vroce 1983 Kary B.
Mullis. O deset let pozdéji za tento objev dostal Nobelovu cenu (Butler, 2005). PCR se
pouziva v mnoha oblastech biologie. Umoznuje nam in vitro amplifikaci specifickych
sekvenci DNA bez klonovani (Erlich, 1989; Innis a kol., 1990). Proces PCR je
jednoduchy a zaroven rychly a piesny. PCR lze povazovat za zjednodusenou verzi

procesu DNA replikace, ktera probiha v pribéhu bunééného déleni (Lo a kol., 2006).

Mezi komponenty kazdé PCR patii templatova DNA, pfesné definované primery
(syntetické oligonukleotidy s délkou pfiiblizné 20-30 bp), volné deoxynukleotidy,
termostabilni DNA dependentni DNA polymeraza (vétSinou Taq polymeraza izolovana
z bakterie Thermus aquaticus) a pufr s hofe¢natymi ionty (Pusterla a kol., 2006).

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézci
vybranych Usekil dvoufetézcové DNA ve sméru 5° — 3° prostfednictvim DNA
polymerazy. Urcity tsek nukleotidové sekvence je vymezen dvéma primery, které se
vazou na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3 konce sméfuji proti sobé. DNA
polymerdza zajist'uje nasedani nukleotidi. Nasledn€ se za¢nou syntetizovat nova vlakna
na obou matricovych fetézcich.

PCR probiha ve tfech hlavnich krocich:

1. denaturace: denaturace dvoutetézcové DNA pfi teploté cca 94 °C za vzniku
dvou molekul jednotetézcové DNA
2. annealing: ptipojeni primert k rozpletenym fetézcim DNA pii teploté cca 40 —
65 °C
3. elongace: syntéza novych fetézciit DNA prostifednictvim DNA polymerazy pfi
teploté cca 65 — 75 °C (gmarda a kol., 2005; White, 1993)
Tyto kroky se postupné opakuji 20x — 30X. Pocet cykli ovliviiuje mnozstvi
amplifikovaného fragmentu. Jako vedlejsi krok se na zacatku PCR c¢asto provadi uvodni
denaturace, ktera probiha pfi pfiblizn€¢ 94 °C po dobu 3 minut. Cely PCR program mtize
zakonCovat zaveérecna elongace, ktera trva priblizné 7 minut pti 72 °C. Reakce se
provad¢€ji v zafizeni nazyvaném termocykler, ktery umoZiuje programovani

jednotlivych teplot (Clark a Pazdernik, 2013).
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Vysledkem PCR jsou amplikony tj. mnohonasobné zmnozeny vybrany usek DNA.
K vizualizaci slouzi elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu.
K zviditelieni pod UV svétlem se nejéastéji pouziva interkalacni fluorescencni barvivo

ethidium bromid nebo SYBR Green (Smarda a kol., 2005).

2.2.2 Sekvenovani

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni primarni struktury neboli pofadi nukleotidi
v molekuldch DNA (Smarda et al., 2005). Po¢atky sekvenovani sahaji az do roku 1968,
avSak moderni sekvenovani DNA se datuje k roku 1977 spfichodem Maxam-
Gilbertovy a Sangerovy metody (Hutchison, 2007). Nejpouzivanéj$i je Sangerova
metoda zalozena na polymerazové fetézcové reakci.

vvvvvv

reakéni smés obsahuje templatovou DNA, primery, dNTP a jeden
z dideoxyribonukleotidtrifosfati (ddNTP). DNA polymerdza zacne syntetizovat nové
vlakno na zakladé¢ komplementarity bazi. ANTP jsou piipojovany na 3'OH skupinu.
ddNTP ukoncuji syntézu. Nasledujici ANTP by se nemél kam navéazat, protoze ddNTP
méa misto hydroxylové skupiny pouze H* (Ipser, 2005). Vzniklé fragmenty se denaturuji
a separuji na polyakrylamidovém gelu. Z ozafenych prouzki, které jsou viditelné, je
mozné odvodit sekvenci DNA. Tato metoda stanovuje sekvence o délce 300 — 400 bazi

(Smarda a kol., 2005).

Dnes se pouziva pfedevsim kapilarni elektroforéza, kterd umoziiuje sekvenaci
Vv jedné reakci. Kazdy ddNTP je znacen jinym fluorescenénim barvivem a elektroforéza
probihd v jedné sklenéné kapilare (Adams a kol., 1994). Délka stanovené sekvence je

mezi 500 — 1 000 bazemi (Smarda a kol., 2005).

2.2.3 Multilokusové sekvenovani

Metoda multilokusové sekvencni typizace (Multilocus sequence typing, MLST)
byla poprvé popsana roku 1998 (Maiden a kol., 1998). Pouziva se ke studiu genetické
struktury patogennich i nepatogennich bakterii (Maiden, 2006).

Tato metoda se sklada ze sekvenci vice lokust. Pro konkrétni bakterialni druh jsou
uréovany sekvence né€kolika vybranych ,housekeeping gend®, které maji zdkladni

metabolickou funkci. Kombinace jejich bodovych sekvencnich polymorfismii pak
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jednoznaéné ur¢i prislusnost urcitého izolatu ke konkrétnimu kmenu (Almeida a kol.,

2010).

Pouziva se 450 — 500 bp vnitinich fragmentd kazdého z vybranych genu (Enright
a Spratt, 1999; Urwin a Maiden, 2003). Kmeny jsou definovany jako sekvenc¢ni typy
(ST). Urcuji se podle zvlastnich alel pfitomnych v genu. Primérné je v kazdém lokusu
ptitomno 42 alel. Pokud je zména v izolatech stejnd, lze kmeny povazovat za stejny

klon.

Metoda multilokusové sekvenéni analyzy (Multilocus sequence analysis, MLSA) je
roz$itenou metodou MLST. Zaméfuje se na stanoveni fylogenetickych piibuznosti

mezi kmeny (Gevers a kol., 2005).

MLSA a MLST studie byly publikovany pro né&kolik rostlinnych patogent. Mezi
nimi je i Xanthomonas spp. Tyto studie byly provedeny piedevs§im k objasnéni evoluce
a populacni genetiky téchto patogent (Young a kol., 2008; Ah-You a kol., 2009).
Xanthomonady patogenni pro rajata a papriky tvofi sice odlisné, ale komplexni
fylogenetické populace. Metody slouzi k rozvoji molekuldrnich technik, a to

k identifikaci patogena a urceni zdravych semen a rostlin (Fargier a kol., 2011).

Jako kazda genotypova metoda, tak i MLSA ma své vyhody a nevyhody. Je sice
presna, ale ¢asové a finanéné€ narocna. Diky povaze dat (nukleotidovou sekvenci lze
zapsat jako prosty text) si laboratofe nemusi mezi sebou ménit referenéni kmeny, staci
jen mezilaboratorni komunikace pfes internet, coZ umoznuje globalni epidemiologické
studie (Nelson a Williams, 2007). Pro lepSi ptfehlednost se vysledna data zobrazuji

pomoci fylogenetickych stromi (Parkinson a kol., 2009).
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3 Cil prace
1. Stanoveni genetické piibuznosti mezi sbirkovymi bakterialnimi kmeny rodu
Xanthomonas patogennich pro rajce a papriku pomoci metody MLSA.

2. Analyza vztahu mezi jednotlivymi geny a stanoveni souvislosti mezi

zietézenymi geny. Vizualizace dosazenych vysledkii pomoci dendrogramd.

3. Stanoveni sekvenci DNA vybranych péti gent pro celkem dvacet testovanych

sbirkovych kmenti xanthomonad patogennich pro rajce a papriku.
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4 Material a metody

4.1 Bakterialni kmeny a kultiva¢ni podminky

K analyze byly pouzity bakteridlni kmeny (Tab.1) ziskané z Belgian Co-ordinated
Collections of Microorganisms v Gentu (BCCM/LMG), Collection Francaise de
Bactéries Phytopathogénes V Beaucouzé (CFBP) a Ceské sbirky mikroorganismil
v Brné (CCM).

Vsechny kmeny byly kultivovany pii 28 °C po dobu 1 az 3 dni na MPAg
(masopeptonovém agaru s glukosou: 40 g zivného agaru ¢. 2, 5 g kvasnicného

autolyzatu, 10 g glukozy, 20 g agaru, doplnéno dH,O do 1 litru, pH upraveno na 7,2).

4.2 Izolace bakterialni DNA

DNA byla izolovédna =z narostlych bakteridlnich kultur pomoci komeréné

dostupného kitu Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega, USA).

4.3 PCR

Reakéni smés PCR byla pfipravena v celkovém objemu 25 ul v nasledujicim
slozeni: 12,5 ul PPP MasterMix Combi (Top-Bio, CR), 9,5 pul sterilni destilované H,0,
1 pl templatové DNA a po 1 pl kazdého z primert (10 pmol). Program PCR se skladal
Z Gvodni denaturace pii 94 °C trvajici 3 minuty. Nasledovala vlastni denaturace pfi
94 °C trvajici 50 sekund s naslednym annealingem po dobu 50 sekund (Tab.2).
Elongace probé¢hla pii 72 °C po dobu 1 minuty. Predeslé tii i kroky se opakovaly
v 35 cyklech. Cely program byl zakonéen elongaci piti 72 °C po dobu 7 minut.

Po dokonceni programu byly vzorky zchlazeny a udrzovany pii 4 °C.

4.4 Elektroforéza

Po PCR byla kazdd z reakci smichana s interkalacnim ¢inidlem SYBR Green
(Lonza, USA) ananesena na 1% agarozovy gel (Lonza, USA) s0,5 x TBE.
Elektroforéza probihala 15 minut pfi 1 V/cm a nasledné 80 minut pii 4 V/cm. Béhem
samotné separace byla elektroforeticka vana umisténa na orbitalni tfepacku pti rychlosti

50 ot/min, aby bylo zajiSténo rovnomérné zahtivani gelu a pufru. Agarézovy gel byl
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vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumentacniho zatizeni Kodak EDAS

290.

4.5 Precisténi PCR

K precisténi PCR fragmentti po elektroforéze byl pouzit kit Clean-up (A&A
Biotechnology, Polsko). Postupovano bylo podle piilozeného protokolu. Pied eluci Cisté
DNA (11. krok protokolu) byly vzorky zahtivany po dobu 3 — 5 min pii teploté 50 °C,

aby se uvolnil pfebyte¢ny ethanol.

4.6 Sekvenovani DNA

Pro sekvenac¢ni rekci byl namichan 1 ul primeru (2,5 pmol) (Tab.2) a 6 ul (150 ng)
piecisténého PCR produktu tak, aby celkovy objem ¢inil 7 pl. Sekvenacni reakce
probéhla na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3130xI| (Life Technologies, USA)
s pouzitim BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 3.1 (Life Technologies, USA).
Vlastni sekvenovani bylo provedeno v laboratoii genomiky na Ustavu molekularni

biologie rostlin, na Biologickém centru Akademie véd Ceské republiky.

4.7 Multilokusova sekven¢ni analyza

Sekvence DNA byly pro kazdy gen zvlast’ zarovnany (alignment) pomoci softwaru
Clustal W verze 2.1 (Larkin et al., 2007) a zkraceny na sekvence dlouhé: atpD — 778
bazi, efP — 380 bazi, gInA — 957 bazi, gyrB — 862 bazi a rpoD — 738 bazi. Tyto sekvence
byly pospojovany do vyslednych ,,zietézenych® (concatenated) sekvenci obsahujicich
3715 bazi.

Pro uréeni fylogenetickych vztahti byl pomoci programu MEGA verze 5.1 (Tamura
a kol., 2011) nejdtive zvolen nejvhodnéjsi model evoluce sekvenci DNA (Model of
DNA evolution). Byl vybran model TN93 (Tamura a Nei, 1993) s gamma korekci, ktery
(Maximum Likelihood value) byla -3402,882. Vysledek byl upiesnén pomoci
bootstrappingu s 1000 opakovanimi.
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5 Vysledky a diskuse

Fylogenetickd ptibuznost bakteridlnich kment byla stanovena pouzitim metody
Maximum Likelihood na zékladé modelu Tamura-Nei. Fylogenetické stromy byly
konstruovany na zakladé Neighbor-Joining (NJ). Vysledny NJ dendrogram vytvoieny
na zéklad¢ zietézenych sekvenci byl zobrazen s nejvyssim log likelihood -3439,7139.
Dendrogram byl ziskan NJ metodou hledani matic parovych vzdélenosti za pouziti

Maximum Composite Likelihood (MCL) s gama korekci pro toto rozdéleni.

NJ dendrogramy u sekvenci jednotlivych gent (atpD, rpoD, gyrB, glnA) vytvarely
prakticky stejné dendrogramy jako u NJ dendrogramu vytvofeného ze vSech
zietézenych sekvenci (Obr.5). Vyjimku tvotil gen efP, kde NJ dendrogram (Obr.6)
tvofil jeden klastr a dv€é samostatné vétve. Do klastru jsou fazeny vSechny vybrané

izolaty, pouze izolaty BCCM/LMG 925 a BCCM/LMG 927 tvoii samostatné vétve.

Vysledny NJ dendrogram zietézenych sekvenci rozdéluje soubor dvaceti izolatd
na dva oddélené klastry a jednu samostatnou vétev. Prvni klastr obsahuje izolaty CCM
2101, BCCM/LMG 667, BCCM/LMG 922, CFBP 1604, CFBP 3274, BCCM/LMG
918, BCCM/LMG 921, BCCM/LMG 928, BCCM/LMG 909, BCCM/LMG 931,
BCCM/LMG 933, BCCM/LMG 668. Maximalni pocet substituci na pozici v ramci
tohoto klastru je 0,003, coz dokazuje, ze jde o X. euvesicatoria (skupina A) dfive

oznacované jako X. axonopodis pv. vesicatoria syn. X. campestris pv. vesicatoria.

Druhy klastr obsahuje izolaty CCM 2102, CFBP 2537, BCCM/LMG 916,
BCCM/LMG 919, BCCM/LMG 920, BCCM/LMG 925. Jejich maximalni pocet
substituci na pozici dosahuje 0,016, coz dokazuje, ze se jedna o Xanthomonas
vesicatoria (skupina B). Tyto vysledky se shoduji s pfedchozi védeckou praci, ktera se
zabyvala genotypizaci pomoci metody MLSA (Young a kol., 2008). Z toho mtzeme

soudit, ze metoda MLSA je spolehlivou genotypizacni metodou.

Vauterin a kol. (1990) a Stall a kol. (1994) byli prvni, ktefi geneticky i fenotypové
odlisili tyto dvé skupiny. Bouzar a kol. (1994) potvrdil toto tvrzeni, protoze kmeny
ze skupiny B prokazovaly silné amylolytickou a pektinolytickou aktivitu, zatimco
kmeny ze skupiny A tyto aktivity nemély. Vyjimkou je izolat BCCM/LMG 934, ktery

je vnasem Kklastru pfifazen k patovaru Xanthomonas vesicatoria. V databazi sbirky
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Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms je vSak uveden jako X. campestris

pv. vesicatoria.

Samostatnou vétev tvoii izolat BCCM/LMG 927, ktery je pravdépodobné ve sbirce
Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms chybné zafazen a pojmenovan.
Sekvence DNA péti genl této bakteriec byly porovnany se sekvencemi z databaze
GenBank, kde nejvyssi shodu vykazovala Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel) Dowson (1939). Tento patogen zpusobuje ¢ernou zilkovitost u brukvovitych

rostlin (Fargier a Manceau, 2007).

Vysledkem této prace je urCeni genetické piibuznosti mezi xanthomonadami
patogennimi pro rajce a papriku. Dle ziskanych vysledkl, na jejichz zaklad¢é byly
sbirkové izolaty xanthomonad zafazeny do samostatnych skupin, bude mozné

pfifazovat dalsi analyzované izolaty Kk jednotlivym druhtim — skupinam.
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6 Zaveér

1.

Pomoci metody MLSA byla ur¢ena geneticka pribuznost mezi kmeny. Izolaty byly
rozdéleny do dvou klastrd. Prvni klastr zahrnoval izolaty druhu Xanthomonas
euvesicatoria spadajici do skupiny A. Do druhého klastru byly zafazeny izolaty

druhu Xanthomonas vesicatoria skupiny B.

Vztahy mezi zietézenymi sekvencemi péti genti vykazovaly genetickou piibuznost
vramci dvou hlavnich klastrii a jedné samostatné vétve. Podobnou genetickou
ptibuznost vykazovaly Ctyfi samostatné geny (atpD, gInA, gyrB a rpoD). Vyjimku
tvoril gen efP, ktery se jevi jako méné vhodny k urceni genetické ptibuznosti u nami

zkoumanych izolat.

U vSech testovanych sbirkovych kmeni byly ziskany sekvence DNA vsech

zkoumanych gentl.
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8 Tabulky

Tab.1: Seznam pouzitych bakteridlnich kment Xanthomonas z papriky a rajcete

Sbirkové ¢islo Soucasny nazev Hostitel Geograficky puvod
CCM 2101 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum frutescens, paprika kiovita (chilli) Madarsko

CCM 2102 Xanthomonas vesicatoria Lycopersium aesculentum, rajce Madarsko
BCCM/LMG 667 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Lycopersium aesculentum, rajce Novy Zéland
BCCM/LMG 922 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum frutescens, paprika kiovita (chilli) USA - Florida
BCCM/LMG 934 | Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Lycopersium aesculentum, rajce Brazilie

CFBP 1604 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum annuum, paprika ro¢ni Francie - Guadelope
CFBP 3274 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Lycopersium aesculentum, rajce Francie - Guadelope
CFBP 2537 Xanthomonas vesicatoria Lycopersium aesculentum, rajce Novy Zéland
BCCM/LMG 916 | Xanthomonas vesicatoria Lycopersicum esculentum, rajce Novy Zéland
BCCM/LMG 918 | Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Capsicum frutescens, paprika krovita (chilli) Indie

BCCM/LMG 919 | Xanthomonas vesicatoria Lycopersicon esculentum, rajce Zimbabwe
BCCM/LMG 920 | Xanthomonas vesicatoria Lycopersicon esculentum, rajée Italie

BCCM/LMG 921 | Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Capsicum frutescens, paprika ktovita (chilli) USA - Long Island
BCCM/LMG 925 | Xanthomonas vesicatoria Lycopersicon esculentum, rajée Madarsko
BCCM/LMG 927 | Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Lycopersicon esculentum, rajée Zambie
BCCM/LMG 928 | Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Capsicum frutescens, paprika ktrovita (chilli) USA

BCCM/LMG 909 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum sp., paprika Pobiezi slonoviny
BCCM/LMG 931 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Lycopersicon esculentum, rajce USA

BCCM/LMG 933 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum frutescens, paprika kiovita (chilli) Brazilie
BCCM/LMG 668 | Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | Capsicum annuum, paprika ro¢ni Cookovy ostrovy

BCCM/LMG = Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms, CFBP = Collection Francaise de Bactéries Phytopathogénes, CCM =

Ceska sbirka mikroorganismti v Brné

28




Tab.2: Primery pouzité pii PCR a sekvenovani

Zkratka — PCR Primer Sekvenaéni Primer
genu Nazev °C) Sekvence (5°-3") Nazev Sekvence (5°-3")

atpD P-X-ATPD-F° 60 GGGCAAGATCGTTCAGAT emiATPD1F | TTCAGATCATCGGCGCGGT
P-X-ATPD-R? GCTCTTGGTCGAGGTGAT

gyrB emigyrB1F" 60 TGCGCGGCAAGATCCTCAAC emigyrB2F | CGCTACCACCGCATCATCCT
emigyrB4R® GCGTTGTCCTCGATGAAGTC

efP P-X-EFP-F° 62 TCATCACCGAGACCGAATA emiefplF TCACCGAGACCGAATACG
P-X-EFP-R? TCCTGGTTGACGMCAGC

glnA P-X-GLNA-F° 62 ATCMGGACAACAAGGTCG emiginAlF | GCTGATCAAGGACAACAAGG
P-X-GLNA-R* GCGGTGMGGTCAGGTAG

rpoD emirpol1F® 62 ATGGCCAACGAACGTCCTGC emirpo27F | GAAATCGCCATCGCCAAGC
emirpol3R? AACTTGTAACCGCGACGGTATTCG

¥ =R, reverse primer, ° = F, forward primer, ¢ = Ta, teplota annealingu pro PCR
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9 Obrazky

Obr.1: Symptomy bakterialni skvrnitosti na plodu rajcete zptisobené bakteriemi rodu
Xanthomonas

http://plaza.ufl.edu/jbjones/joneslab/bacterial%20spot%203.jpg

Obr.2: Symptomy bakterialni skvrnitosti na listu rajéete infikovaného bakteriemi rodu
Xanthomonas

http://utahpests.usu.edu/admin/images/uploads/UtahPests/small-fruit-advisory/2010/06-16/bacterial-spot-tomato.jpg
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Obr.3: Symptomy bakterialni skvrnitosti na plodu papriky vyvolané bakteriemi rodu

Xanthomonas

http://www.omafra.gov.on.ca/IPM/images/peppers/diseases/bacterial_spot/peppers_bacterial_spot2_zoom.jpg?rand=
689900193

Obr.4: Symptomy bakterialni skvrnitosti na listech papriky infikovanych bakteriemi
rodu Xanthomonas

http://blogs.cce.cornell.edu/community-horticulture/files/2008/01/bacterial-spot-on-pepper.JPG
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Obr.5: Vysledny NJ Dendrogram zietézenych geni atpD, rpoD, gyrB, gInA a efP
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Vysledny NJ dendrogram zobrazuje 20 zkoumanych sbirkovych kmeni xanthomonad
zpusobujicich bakterialni skvrnitost rajcete a papriky, které se déli do dvou klastri a
jedné samostatné vétve. Dendrogram je sestrojen na zékladé modelu TN93 (Tamura a

Nei, 1993).
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Obrazek 6: NJ Dendrogram genu efP
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NJ dendrogram pro gen efP zobrazuje zkoumané sbirkové kmeny xanthomonad
zpusobujicich bakteridlni skvrnitost rajcete a papriky, které se deéli do dvou

samostatnych vétvi a jednoho velkého klastru. Dendrogram je sestrojen na zakladé

modelu TN93 (Tamura a Nei, 1993).
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