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Abstrakt

Tato diplomova prace je zamétena na hledani bakterialnich ptivodct a antagonistt
ovliviiyjicich vyskyt obecné strupovitosti, projevujici se u nekterych zemédélsky
vyuzivanych plodin, jejimz hlavnim puvodcem je Streptomyces scabiei a ktera

zpusobuje znacné ekonomické ztraty.

Z rhizosféry brambor byly izolovany bakterialni kmeny, pifedevSim
streptomycety, protoZe patii mezi nejvyznamnéjsi producenty sekundarnich metaboliti
a pivodci tohoto onemocnéni patii také do tohoto rodu. Metodou PCR byl u ziskanych
kmend amplifikovan gen pro 16S rRNA a jeho sekvenaci byla stanovena jejich
ptibuznost. Jednoduchym kultivacnim testem byly poté nalezeny kmeny, které ucinné
potlacuji S. scabiei. Dale byly metodou PCR hledany specifické geny pro biosyntézu
fytotoxinu thaxtominu A, ktery je spoleCnym virulen¢nim faktorem vSech doposud
popsanych ptvodcli onemocnéni a zpiisobuje projevy tohoto onemocnéni na povrchu
napadenych plodin. Geny pro syntézu thaxtominu jsou soucasti ostrovu patogenity.
Standard fytotoxinu thaxtominu A byl pouzit pro optimalizaci jeho stanoveni

hmotnostni spektroskopii pro pozdéjsi analyzu pokust provadénych in vivo a in vitro.

Vysledky fylogenetické analyzy izolovanych kmeni, u nichz byla prokazana
pritomnost jednoho z genti nutnych pro biosyntézu thaxtominu A, podpoftily hypotézu
horizontalniho genového pienosu ostrovu patogenity na piivodné nepatogenni kmeny.
Byly nalezeny potencialni pidni antagonistické kmeny schopné potlacovat pii soub&zné
kultivaci hlavniho puvodce onemocnéni S. scabiei a kmeny nesouci jeden z gent
nutnych pro syntézu thaxtominu blizce pfibuzné zndmym patogennim bakteriim. Dalsi
prace na tomto projektu bude zamétfena na detekci produkce thaxtominu A u

potencidlnich patogennich kmend.



Abstract

This diploma thesis focused on screening for bacterial pathogens and antagonists
suppressing common scab mainly caused by Streptomyces scabiei. Common scab

affects some agricultural crops causing significant economical losses.

Bacterial strains, mostly streptomycetes, were isolated from potato rhizosphere
because they belong to most important producents of secondary metabolites and the
causative agents of the disease are also members of this genus. The isolated bacteria
were characterised by PCR amplification and sequencing of 16S rRNA gene to reveal
their phylogenetic relationships. The ability of isolated strains to suppress growth of
Streptomyces scabiei was tested by a simple co-cultivation experiment. The strains were
tested by PCR for presence of specific genes for biosynthesis of thaxtomin A, a
common virulence factor found in all described pathogens causing symptoms of this
disease on the surface of affected tubers. Genes for synthesis of thaxtomin belong to
pathogenicity island. Standard of phytotoxin thaxtomin A was used to optimize its

analysis by mass spectroscopy for further in vivo and in vitro experiments.

Phylogenetic analysis of strains harboring one of the genes necessary for
thaxtomin A biosynthesis supported the hypothesis of sharing the pathogenicity island
by horizontal gene transfer with non-pathogenic species. Strains of soil antagonists able
to suppress the growth of the main causative agent of common scab S. scabiei were
isolated as well as strains carrying one of genes necessary for thaxtomin synthesis
closely related to the known pathogenic species. Further work on this project will focus

on detection of thaxtomin A production by potential new pathogens.
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1 Literarni prehled

1.1 Rod Streptomyces

Rod Streptomyces patii do celedi Streptomycetaceae, ktera je druhové
nejpocetnéj§i mezi aerobnimi aktinomycetami — déli se do nékolika desitek skupin
S téméft péti sty druhy a velmi rychle se taxonomicky vyviji [1]. VSichni zastupci maji
V bunééné stén¢ diaminopimelovou kyselinu, ale nikoliv arabindzu, galaktézu nebo

xylézu.

Bakterie rodu Streptomyces tvoii vétvené mycelium, které se jen ziidka rozpada a
tvoii samostatné kolonie vzhledu kozovitych ¢i maselnatych kolonii majicich zpocatku
hladky povrch, ale pozdé€ji dochazi k vyvoji vzdusného mycelia, které se mize jevit
jako zrnité, praSkové nebo sametové [1]. Také produkuji Sirokou $kalu pigmentt
odpovédnych za zbarveni mycelia nebo barevné difuzni pigmenty. Bakterie rodu
Streptomyces jsou chemoorganotrofni s oxidativnim typem metabolizmu a jako hlavni
zdroj uhliku a energie mohou vyuzivat Sirokou Skalu organickych latek. Streptomycety
jsou aerobni, grampozitivni a neacidorezistentni bakterie, Siroce rozSifené a hojné
v pidé 1 ve vodnim prosttedi. VéEtSinou jsou saprofytické, pouze nékolik druhi je

patogennich pro ¢loveka, zvitata nebo rostliny.

Taxonomické zafazeni [1]:

Rige Bacteria

Kmen Actinobacteria
Ttida Actinobacteria
Rad Actinomycetales
Podiad Streptomycineae
Celed Streptomycetaceae
Rod Streptomyces
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1.2 Sekundarni metabolity aktinomycet

Od objeveni aktinomycinu a nasledné streptomycinu, prvniho G¢inného 1éku proti
tuberkuldze, ve 40. letech 20. stoleti, se staly aktinomycety zndmymi producenty
antibiotik a dalSich sekundarnich metabolit s biologickou aktivitou [2]. Aktinomycety
jsou producenti Siroké Skaly léCiv vyuzivanych nejen v humanni medicing. Jejich
produkty jsou vyuzivany jako antibakterialni 1€ky (pf. tetracyklin nebo erytromycin),
antifungalni latky (pf. nystatin), pti 1écbé rakoviny (pf. adriamycin), antihelmintika
(pt. avermektin), imunosupresivni latky (pf. rapamycin) nebo jako pfirodni herbicidy
(pt. bialaphos). VSeobecné je pfijiman nazor, ze aktinomycety produkuji az dv¢ tietiny
z celkového mnozstvi antibiotik a bakterie rodu Streptomyces 70 — 80 % mezi

aktinomycetami, a tim jsou nejvétsi doposud objeveni producenti antibiotik na svété.

1.2.1 Antibakterialni latky

Cilem pouziti antibakteridlnich latek v medicing je potlacit pivodce onemocnéni a
pfitom co nejméné poskodit hostitelsky organizmus [3]. Antibakterialni latky délime na
antibiotika a chemoterapeutika. Jako antibiotika oznacujeme latky, jez jsou produktem
metabolizmu mikroorganizmti. Umeéle pfipravené antibakteridlni latky se nazyvaji
chemoterapeutika. Jejich ucinky miizeme rozdélit na bakteriostatické a baktericidni.
Baktericidni wcinek (napf. peniciliny, cefalosporiny) zplsobuje usmrceni ptivodce
onemocnéni a bakteriostaticky t€inek (napft. tetracykliny, sulfonamidy) pouze zastavuje

jeho dal$i mnoZeni.

Navzdory velkému poctu chemicky rtiznorodych antibiotik je zptsobi, jakym

ucinkuji, jen nékolik a tim je dan pomérné snadny vznik rezistence [4]:

¢ Inhibice syntézy bakterialni bunééné stény v disledku vazby antibiotika na
enzym podilejici se na jeji syntéze. Zastavenim tvorby bunécné stény ztraci
burika schopnost se d¢lit.

e PoruSeni bunééné cytoplazmatické membrany zpiisobuje ztratu selektivni
permeability a integrity bungk, a tim jejich zanik.

e Inhibice syntézy bilkovin vznik4 pisobenim na riznych mistech ribozomu,

¢imzZ je znemoznéna proteosyntéza.
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e Interference s bakterialni DNA miize byt zptisobena vazbou antibiotika na
bakterialni DNA nebo inhibici gyrazy.

e Inhibice syntézy Kyseliny tetrahydrolistové, kterd je nutnd pro syntézu
stavebnich jednotek DNA a RNA.

Témer dvacet let rostl pocet nové objevenych antimikrobialnich latek
exponencialné, az zhruba do sedmdesatych let, kdy pomalu zacal klesat (Obr. 1.1) [5].
Podle teoretického modelu sestaveného Watve et al. [5] je rod Streptomyces schopen
produkovat az 100 000 rGznych antimikrobidlnich latek, avSak je nutné vyvijet nové
produkéni a testovaci metody, pomoci kterych bude mozné nové latky rozeznat a

detekovat.

120

100

80

60

40

20

o

1947 1957 1967 1977 1987 1997
A Year

Number of discoveries/year

Obr. 1.1 — Pocty nové objevovanych antibiotik za rok v letech 1947-1997 [5].

Objevovani novych antibiotik je komplikované také rliznou cetnosti jejich
vyskytu. Napiiklad streptomycin produkuje 1% puadnich aktinomycet, ale daptomycin

byl objeven aZ po testovani bezmala 10" aktinomycet [6].
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1.3 Obecna strupovitost

vvvvvv

pfenasenych onemocnéni brambor a je velmi tézké ho kontrolovat [7]. Toto onemocnéni
je zpusobeno gram-pozitivnimi pudnimi bakteriemi rodu Streptomyces a je
charakterizovano povrchnimi nebo az n¢kolik milimetrit hlubokymi hnédymi 1ézemi,
které snizuji kvalitu a ekonomickou hodnotu plodin na trhu (Obr. 1.2). Vyskyt a
zavaznost tohoto onemocnéni jsou rizné V zdvislosti na misté¢, kde jsou plodiny
pestované a projevy jsou také variabilni v riznych letech, coz je disledkem zmén pocasi
a genetické variability péstovanych odriid brambor [8]. Toto onemocnéni se vyskytuje
iu jinych kofenovych a hlizovych zemédé€lsky vyuzivanych plodin, jako naptiklad

u fedkve, tepy, mrkve nebo sladké brambory, u kterych také zplsobuje znacné

ekonomické ztraty [9].

Obr. 1.2 - Streptomyces scabiei miZze zpusobovat rizné projevy onemocnéni na
povrchu napadenych plodin. (A) Povrchové 1éze, které jsou obc¢as oznaCovany také jako
hnédocervena strupovitost (russet scab). (B) Vystouplé 1éze. (C) Hluboké léze, které
také mohou mit zvrasnéné okoli [10].

Ptestoze je rod Streptomyces velmi rozmanity, pouze mald cast kmenl je
puvodcem tohoto onemocnéni. Patogenni kmeny se déli do nékolika druhd,
rozliSovanych na zaklad¢ piibuznosti jejich genu pro 16S rRNA a na zakladé ruznych
biochemickych vlastnosti. Nejlépe popsany zéastupce téchto patogennich kment je
Streptomyces scabiei, ktery je rozsifen celosvétové [8]. Dalsi patogenni kmeny, které
jsou morfologicky podobné, ale geneticky zietelné odliSné jsou napf. S. europaeiscabiei

a S. stelliscabiei [11]. V Egypté byla rozezniana morfologicky blizka skupina
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patogennich kmenti podobnych nebo identickych S. bottropensis [12], v Severni
Americe, Japonsku a Korei byl popsan S. acidisabies [13-15] a v Evropé byl definovan
S. reticuliscabiei [11]. Toto jsou jen néktefi zastupci pivodcti obecné strupovitosti ve
svete, existuji i mnozi dalsi. Nékterym patogennim organismtim chybi jeden nebo vice
genu charakteristickych pro patogenitu, ale u vSech patogennich kment, zptisobujicich

obecnou strupovitost, byly nalezeny geny pro syntézu thaxtominu [8].

Razné patogenni kmeny mohou zplisobovat riizné projevy strupovitosti, které
muzeme rozdé€lit na obecnou strupovitost (common scab), sitovanou strupovitost
(netted scab) a hnédocervenou strupovitost (russet scab) [11]. Obecna strupovitost je
charakterizovana vyvySenym hrubym (korkovatym) povrchem nebo hlubsimi 1ézemi,
coz je pravdépodobné zplisobeno riznym mnozstvim produkovaného thaxtominu.
Hnédocervend a sitovana strupovitost maji podobné projevy, které jsou charakteristické
povrchovym zvrasnénim napadené plodiny (Obr. 1.3) [10]. Jediny rozdil mezi
hnédocervenou a sitovanou strupovitosti je v optimalnich podminkach, které jsou
potfebné pro propuknuti nemoci, a riznych patogennich zastupcich, ktefi tato
onemocnéni zpusobuji [11]. Také existuji patogenni zastupci rodu Streptomyces, kteii
zpusobuji hnédocervenou a sitovanou strupovitost a neprodukuji thaxtomin, ale

pravdépodobné jiny fytotoxin [16].

Obr. 1.3 — (A) Obecna strupovitost zptsobena Streptomyces turgidiscabies (vlevo),
Streptomyces scabiei (uprostfed) a nenapadena hliza. (B) Hnédocervena strupovitost a
nekroticka 1éze na vyhonku [17].

V soucasné dobé€ nejsou vyvinuté zadné efektivni metody k potlateni obecné
strupovitosti. Projevy a mira tohoto onemocnéni zavisi na mnoha fyzikalnich a

chemickych faktorech, které jesté nejsou zcela objasnény. Mezi dostupné moznosti, jak
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regulovat vyskyt onemocnéni, patii naptiklad regulace pH pod hodnotu 5.2 pomoci
hnojiv siranu amonného nebo fosfore¢nanu amonného [18]. Nicméné ovliviiovani pH
pud potla¢i pouze nékteré pivodce, napiiklad S. acidiscabies zplsobuje onemocnéni
I vpudach o pH 3.8 [19]. Tato metoda je také malo efektivni v pidach s vysokou
pufra¢ni kapacitou [18]. Dalsi faktor, ktery ovliviiuje vyskyt onemocnéni, je kombinace
snizeného pH a kationové vyménné kapacity u Ca, Mg a K, ktera musi byt
<12 cmolc/kg [20]. Také pridavanim siranu manganatého do pudy bylo zjisténo snizeni
intenzity onemocnéni [21]. Jiny zpusob, jak ¢astecné omezit obecnou strupovitost, je
zalévani v dob¢ pred sazenim a v obdobi intenzivniho rastu hliz, jelikoZ onemocnéni se
projevuje spiSe v susSich pudach a napada expandujici hlizy [22-23]. V soucasné dobé&
zacina byt vSeobecné piijimana myslenka, ze je tfeba hledat feSeni pomoci genetické

rezistence. Toto feSeni by bylo ekologické, levné a stabilni [24].
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1.4 Ostrov patogenity

Od konce 80. let minulého stoleti se zacal pouzivat v odborné literatufe termin
ostrov patogenity (PAI — pathogenicity island), ktery ale nemél presnou definici. Tato
definice byla sepsana az Hacker etal. [25]. Ostrov patogenity muize byt definovan

nasledujicimi kritérii:

obsahuje jeden nebo vice virulentnich genti
e je pfitomny u patogennich kment, ale chybi nebo se jen miniméaln¢ objevuje

U nepatogennich kment v ramci jednoho druhu

rozdilny pomér G+C bazi oproti hostitelské DNA

e obsazeni vétsi ¢asti chromozomu (mnohdy > 30kb)

e predstavuje spojené a jednoznacné genetické jednotky

e misto pro spojeni s tRNA a/nebo s inseréni sekvenci na okrajich

e pfitomnost ,transportnich® genii (inseréni sekvence, integrazy, transposasy,

replikacni pocatky plazmidi)

nestabilita

Ostrovy patogenity jsou rozdilné mezi gram-pozitivnimi a gram-negativnimi
bakteriemi [25]. Gram-pozitivni ostrovy patogenity nespliuji vSechny vyse uvedené
podminky (nenesou transportni geny nebo misto pro spojeni s tRNA), nicméné koduji
virulentni faktory a jsou specifické pro patogenni kmeny jednoho druhu bakterii nebo

pro jisté druhy bakterii v jednom rodé¢.

Bodové mutace, genové preskupeni a horizontalni genovy pienos jsou fidici sily
evoluce bakterii [26]. Jestlize bodové mutace zpisobuji ,,pomalou” evoluci, tak
ziskavani vétSich  genovych celki vede krychlému vyvoji novych kmenti
tzv. ,,skokovou mutaci* [25]. Plazmidy, bakteriofagy a ostrovy patogenity jsou zapojeny
do vyvoje ,,skokovou evoluci®“. Jestlize jsou ostrovy patogenity pfenaseny v plazmidu
nebo bakteriofagu, tak jsou oznacované jako prekurzory ostrovu patogenity (Pre-PAl)
[27].
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Pienos genetické informace mezi bakteriemi je mozny nékolika zptsoby [28]:

e Bakterialni konjugace — pienos useku DNA mezi dvéma bunkami vytvofenim
cytoplazmatického mustku. Tuto moznost maji jen buniky obsahujici specificky
plazmid (tzv. F-plazmid), takovéto buriky se mohou spojit i s buiitkami, které
nemaji tento specificky plazmid. Tento zplisob ma vyznam pouze V piipade¢,
je-li F-plazmid integrovan do chromozomu. V tom piipadé mohou bunky
pfenaset rizné geny z donorové bakterie do recipientni.

e Transformace — bakterie zachycuje DNA z odumfelych nebo rozbitych bakterii
z vn¢jSiho okoli. Takto ziskand DNA je transportovdna pifes bunécnou
membranu do vnitinitho prostoru bunky, kde byva homologni rekombinaci
zaclenéna do genomu recipientni buiiky. Zna¢na nevyhoda této metody spociva
ve vystaveni DNA pusobeni extracelularniho prostiedi, kde je moznost jejiho
poskozeni.

e Transdukce — pifenos DNA pomoci bakteriofaga, kdy mize byt DNA virem
pfenesena piimo do hostitelského chromozomu nebo integrovana mechanismem

homologni rekombinace nebo mistné specifické rekombinace.

Ostrov patogenity odpovédny za rozvoj obecné strupovitosti byl popsan
u Streptomyces turgidiscabies, S. scabiei a S. acidiscabies a nasledné¢ byl dokazan
horizontalni genovy pienos konjugaci z S. turgidiscabies na ptvodné nepatogenni
kmeny S. diastatochromogenes a S. coelicolor. Ostrov patogenity byl zaclenén mistné
specificky na misto genu domnélé integrované membranové lipidové kindzy a byl
fenotypové potvrzen u S. diastatochromogenes, nikoliv vSak u S. coelicolor. Velikost

tohoto ostrovu patogenity byla uréena mezi 325 — 660kb [29].

Ostrov patogenity u vySe zminé€nych patogennich kment obsahuje geny pro
syntézu thaxtominu, necl (z angl. ,,necrosis gene*; gen pro syntézu proteinu, ktery
zpusobuje nekrozu a je zaroven nezavislym faktorem virulence), tomatinasy a mnoho
dalsich gent. S.turgidiscabies navic obsahuje fas operon, ktery pochazi pivodné
z Rhodococcus fascians a zptisobuje sristovou malformaci rostlin [29]. VSechny kmeny
obsahujici gen pro syntézu thaxtominu vykazovaly patogenitu na bramborach nebo
fedkvickach, nicméné nékterym z nich chybél gen pro syntézu necl nebo tomatinasy

nebo oba [30]. V ¢lanku od Gonzales et al. [31] bylo dokazano, ze az jedné poloviné
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patogennich kmenti chybi gen pro necl. Z tohoto zjiSténi vyplyva, ze geny pro syntézu

tomatinasy a necl nejsou nezbytné pro patogenitu [31].

Geny ostrovu patogenity u S. scabiei muzeme rozdélit na dvé ¢asti — toxikogenni
(obsah G+C bazi je 68%) a koloniza¢ni (obsah G+C bazi je 68,5%) region. Bylo
zjisténo, ze do toxikogenniho regionu patii vSechny geny potfebné pro syntézu
thaxtominu [30]. Mezi tyto geny patii geny txtAB [32], txtC [33], nos (z angl. nitric
oxide synthase) [34] a txtR [35], které koduji neribozomalni peptidovou syntézu
(zptisobuje cyklizaci dipeptidu), cytochrom P450 monooxigendazu (hydroxyluje
cyklicky dipeptid), NO syntazu (nitrace tryptofanové casti thaxtominu je nezbytnd pro
toxicitu) a regula¢ni protein schopny vazat celobiozu [30]. Schematické zobrazeni
organizace geni v toxikogennim regionu a porovnani mezi S. scabiei a S. turgidiscabies
lze nalézt v Joshi et al. [35]. Druhy region, tzv. koloniza¢ni, obsahuje vice genl, mezi
které patfi geny pro necl a tomatinasu A (tomA), které nejsou nezbytné, ale hraji
dilezitou roli pfi projevu onemocnéni [30]. Necl a tomatinasa pravdépodobné snizuji
obranyschopnost rostlin [36-37]. V koloniza¢nim regionu lze také nalézt geny pro
tvorbu proteinll s extracelularni esterdzovou aktivitou, pomoci kterych dochéazi k
rozkladu suberinu, ktery slouzi jako fyzické bariéra proti patogenam [38]. Uplny vycet

gentll z obou regiont Ize nalézt v ¢lanku Lerat et al. [30].
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1.5 Thaxtomin A

Streptomycety produkuji velké mnozstvi sekundarnich metabolitd, které jsou
vyuzivany v mediciné i zeméd¢lstvi, nicméné je zde i Cast kmend, produkujicich
sekundarni metabolity, které mohou zpusobovat riizna onemocnéni. Mezi tyto kmeny
patii i hlavni puvodce obecné strupovitosti Streptomyces scabiei, ktery produkuje
fytotoxin thaxtomin (Obr. 1.4) [39]. Tento fytotoxin je nezbytny pro rozvoj
strupovitosti. Thaxtomin A inhibuje tvorbu celulézy, nicméné mechanismus této reakce
zatim neni presné znam. Po vystaveni smési bun¢k z topolu (Populus trichocarpa a
Populus deltoides) ucinkim thaxtominu A doSlo k aktivaci signalni cesty vedouci
k programované smrti bun&k, coZ je zpisobeno ovlivnénim vstupu Ca®* do bungk [40]
nebo bunky na svou obranu snizily mnozstvi celulozy v bunécéné sténé a zvysi mnozstvi
pektinu, ¢imz se pfizptisobi pifitomnosti fytotoxinu thaxtominu A. Bunky, které se
dokazaly pfizpiisobit, zaroveil vykazovaly 1 vysS§i odolnost vi¢i dichlobenilu
a isoxabenu, kteti zpisobuji také inhibici syntézy celulozy. Nicméné buiiky, které se

dokazaly ptizpusobit, dortistaly mensich rozméru [41].

Compound Ry

1 Me H
2 Me H H
3 Me H H H H H
4 Me OH Me H H H
5 Me H Me H H H
6 Me OH H H H H
7 Me OH Me H H OH
8 Me OH Me H OH OH
9 Me OH H H OH H
10 H OH Me H OH H
11 H H H H H H

Obr. 1.4 — Strukturni vzorce thaxtominu. Thaxtomin A (1) a o-thaxtomin A (2) [42].
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Thaxtominy, poprvé popsané v roce 1989 [43], jsou cyklické dipeptidy
(2,5-diketopiperazin) vznikajici spojenim tryptofanu a fenylalaninu. Jednotlivé typy
thaxtominu se li§i pouze ptitomnosti N-metylovych a hydroxylovych skupin, ptipadné
jejich nahrazenim jinou skupinou (obr. 1.5) [44]. Biosyntéza thaxtominu je blize
popsana v kapitole 4. Jednim z genti je kddovana NO syntaza, ktera zptisobuje nitraci
thaxtominu a zaroven se zda, Ze je odpoveédna 1 za produkci oxidu dusnatého, ktery je
vylu¢ovan patogennim organismem do okoli a mize podporovat ucinky thaxtominu

v piidé [39].

Syntéza molekul odpovédnych za virulenci, jako naptiklad thaxtominu, je
U bakteridlnich patogent pevné regulovana, aby bylo zajisténo, Ze se produkce shoduje
s hostitelskou dostupnosti [39]. Regulace syntézy thaxtominu neni zatim plné
objasnéna, ale zda se, ze jeho producenti tim reaguji na okolni zmény [45]. Testy
in vitro ukazuji, Ze streptomycety nebudou produkovat thaxtomin v béznych médiich,
jako naptiklad v Luria broth (LB) médiu [46], ale naopak dobie produkuji v ovesném
médiu [47]. Maximalni produkce thaxtominu je dosazeno az po nékolika dnech

kultivace, coz naznacuje regulace v metabolismu patogent [46].

Zda se, Ze syntézu thaxtominu mohou spoustét nékteré slouceniny z bunécné
stény rostlin. Mezi n¢ patii xylany a celobiosa. Zaklad xylanu tvofi 1,4-pf-xylosa o rizné
délce s postrannimi fetézci, nejcastéji s a-L-arabinofuranosylem, a jsou hlavni stavebni
jednotkou ovesnych otrub [45]. Celobiosa (1-B-D-glukopyranosyl-4-D-glukosa) je
nejmensi disacharidova soucast celulosy [48]. Dalsi latkou spoustéjici syntézu
thaxtominu je pravdépodobné suberin, ktery tvofi fyzickou bariéru rostlin pied
napadenim patogennimi organismy. Suberin je polyester sloZeny z mastnych kyselin a
fenolu [38]. Transkripci gent nutnych k produkci thaxtominu spousti TxtR protein,
ktery je ¢lenem AraC/XylS rodiny transkrip¢nich regulatori [35]. Celobiosa je ligand
pro protein TxtR, ktery po jejim navéazani spousti transkripci dalSich gent zapojenych
do tvorby thaxtominu [39]. Dalsim ligandem je celotriosa, ktera vyvolava dokonce
silngj$i odezvu nez celobiosa. Prestoze je celobiosa i celotriosa soucasti celulosy, tak
celulosa samotna nespousti syntézu thaxtominu a ani neni zdrojem celobiosy a

celotriosy v pude¢, ale ty jsou uvoliiovany rostouci rostlinnou tkani [48]. Kromé vyse
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uvedenych pravdépodobné spousti biosyntézu thaxtominu i1 jiné kratké glukosové

polymery s vazbou B (1—4) [39].

Streptomyces scabiei produkuje také melanin, coz je barvivo, které produkuji
i nékteré dalsi bakterie, houby, rostliny a Zivo¢ichové. Melanin je syntetizovan
z tyrozinu enzymem tyrozinazou [49]. U Streptomyces scabiei je produkce melaninu a
thaxtominu néjakym zptsobem propojena [30]. V ¢lanku od Beausejour et al. [50] byly
popsany pokusy, kdy byl u S. scabiei inaktivovan gen pro tvorbu melaninu a u vétSiny
testovanych vzorka doslo i ke snizeni tvorby thaxtominu. VSechny mutované kmeny
vykazovaly oproti nemutovanym kmentm vyssi citlivost vii¢i riznym druhiim stresu,
coz naznacuje, ze produkce melaninu a thaxtominu mize byt odpovedi na okolni stres

[30].

Dalsi latkou, kterou produkuji streptomycety, je fytohormon pattici mezi auxiny
indol-3-octova kyselina (IAA), odvozena rovnéz od tryptofanu [51]. Syntéza
extracelularni IAA u S. scabiei je regulovana dostupnosti tryptofanu a vykazuje opac¢ny
profil produkce nez thaxtomin A (Obr. 1.5) [30]. Vyuziti auxini ke snizeni toxicity je
blize popsano v ¢lanku od Tegg et al. [52].
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Obr. 1.5 — Efekt zvysujici se koncentrace tryptofanu na produkci IAA (indol-3-octova
kyselina) a thaxtominu A u S. scabiei kultivovaném na minimalnim médiu. Vzristajici
koncentrace tryptofanu upIn¢ inhibuje tvorbu thaxtominu A [30].
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2 Material

2.1 Kultivacni média

Kultiva¢ni média byla pfed pouzitim sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu
20 min. Média a chemikalie byly nakoupeny od vyrobcti BD (Franklin lakes, New
Jersey), Oxoid (Basingstoke, Spojené kralovstvi), Penta (Praha, Ceska republika), Lach-
Ner (Neratovice, Ceska republika) a Kulich (Hradec Kralové, Ceska republika).

BG médium:

Bacto yeast extract (BD) 3g

Malt extract (Oxoid) 109
Glukoza (Penta) 44
CaCOg; (Lach-Ner) 290

Destilovanou vodou byl objem doplnén na 1000 ml a pH bylo upraveno kyselinou

chlorovodikovou na hodnotu 7,2.

LB médium:
Bacto Trypton (BD) 10¢g
Bacto yeast extract (BD) 5¢g
NaCl (Lach-Ner) 50

Destilovanou vodou byl objem doplnén na 1000 ml a pH bylo upraveno kyselinou

chlorovodikovou na hodnotu 7,5.
Bramborové médium:

Toto Zivné médium bylo pfipraveno smichanim 10 g na kousky nakrajenych
Cerstvych brambor a 500 ml destilované vody. Tato smés byla vaifena 15 min. Hodnota

pH nebyla upravena.
Ovesné médium:

Toto zivné médium bylo ptipraveno smichanim 20 g ovesnych vlocek a 1000 ml
destilované vody. Tato smés byla vafena 20 min a po vychladnuti filtrovdna pftes

4 vrstvy gazy. Hodnota pH nebyla upravena.
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Pevné (agarové) pudy:

Pro ptipravu pevnych pid bylo smichano 1000 ml pfipravené smési vybraného
média s 15 g agaru (Kulich). Sterilizovana agarova média byla rozlita na Petriho misky,

a za laboratorni teploty ve sterilnim prostfedi byla ponechdna ztuhnout.

2.2 Chemikalie a enzymy

Pouzité chemikalie a enzymy jsou shrnuty v Tab. 2.1. Chemikalie byly nakoupeny
od vyrobcu Invitrogen (Carlsbad, California), NEB (Ipswich, Massachusetts), Top-Bio
(Praha, Ceskéa republika), Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri), Duchefa (Haarlem,

Nizozemi), Serva (Heidelberg, Némecko), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,

California) a Fermentas (Vilnius, Litva).

Tab. 2.1 — Seznam pouzitych chemikalii a enzymut

Komer¢ni nazev chemikalie Vyrobce Cistota
Purified BSA 100x (10mg/ml) NEB p.a.
10x LA PCR buffer complete Top-Bio p.a.
PCR dNTP mix Top-Bio p.a.
Agarosa for routine use Sigma-Aldrich

Glycerol 100% Duchefa p.a.
Kys. etylendiaminotetraoctova Sigma p.a.
LA DNA polymerase mix Top-Bio p.a.
PCR vkladaci pufr Yellow load Top-Bio p.a.
SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen p.a.
Tris (hydroxymetyl) aminometan Serva p.a.
10x Taq buffer without MgCl; Top-Bio p.a.
10x Taq buffer with MgCl, Top-Bio p.a.
MgCl, Top-Bio p.a.
DMSO Sigma-Aldrich p.a.
DreamTaq DNA Polymerase Fermentas p.a.
Thaxtomin A Santa Cruz Biotechnology >96%
Acetonitrile Sigma-Aldrich HPLC Grade
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2.3 Roztoky

Pouzité roztoky jsou shrnuty v Tab. 2.2 a byly analytické Cistoty.

Tab. 2.2 — Slozeni pouzitych pufrt a roztoka

Nazev roztoku Chemikalie Vysledna pH
koncentrace
Tris-acetat-EDTA  Tris 40 mM 8
pufr (TAE) EDTA 1 mM (kys. octovou)
TE pufr Tris 10 mM 8
EDTA 0,1 mM (HCI)

2.4 Komeréni soupravy a standardy molekulové vahy

Pro pftecisténi PCR produktu — QIAquick®  PCR Purification Kit (Qiagen,
Germantown, Maryland)

Pro izolaci chDNA — Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
Wisconsin)

Pro izolaci DNA z gelu — Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

1 kB plus DNA ladder (Invitrogen)

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20 000 bp (Fermentas)

2.5 Primery pro PCR

Pouzité primery pH [53] a 27f [54] byly dodany firmou Eurogentec. Sekvence
primert pouzitych k amplifikaci genu pro 16S rRNA je uvedena v Tab. 2.3. . Primery
nasedaji v pozicich odpovidajicich ¢islovani podle genu pro 16S rRNA u Escherichia

coli.

Tab. 2.3 — Sekvence pouzitych primert

Nizev primeru Sekvence (5'—3) Pozice
pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1522-41
27f AGAGTTTGATCMTGGCKCAG 8-27
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Primery pouzité k amplifikaci genu pro syntézu thaxtominu A byly dodany firmou

Eurogentec a jejich sekvence je uvedena v Tab. 2.4.

Tab. 2.4 — Sekvence pouzitych primert

Nazev primeru Sekvence (5'—3") Reference
TXTALF TCGTGCTCAACTCCGTGAT
TXTAIR GCCGTCGTGAAGAACTCCG
STXa GTGGACCGTGGAGCATCT [31]
STXb CAGTTCGGCGTAACTCAGC [31]

2.6 Software

Alignment sekvenci a fylogram byly vytvofeny pomoci programi Muscle 3.6 [56]
a Phylip package 3.67 [57], pii pouziti modelu nukleotidové substituce podle Kimura
[58].

2.7 Pristroje
Mini Bead Beater (BioSpec Products, Bartlesville, Oklahoma)
Termocykler C1000 Thermal Cycler (Biorad, Berkley, California)

Dokumenta¢ni systém InGenius a PC software (Syngene, Cambridge, Spojené

kralovstvi)

Hmotnostni spektrometr Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS System (Agilent

Technologies, Santa Clara, California)

Dale byly pouzZity ptistroje bézné dostupné v laboratofi.
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3 Metody

3.1 Ilzolace bakterialnich kmen

Izolace jednotlivych kment byla provadéna z brambor odebranych z pokusného
pole u Vyklantic na Vysociné (soufadnice: N49 33.700 E15 03.283) metodou otisku na

riizna zivna agarova média uvedena v kapitole 6.1.

Pro tento pokus byly vybrany pouze napadené brambory a jejich ¢asti napadené
strupovitosti byly otistény na zivna média. Takto inokulované misky byly inkubovany
V termostatu pii 28 °C po dobu 7 dnl. Nasledné¢ byly metodou roztéru shluky kolonii
nafedény natolik, aby bylo moZzné izolovat jednotlivé bakteridlni kolonie. Tyto kolonie
byly kultivovany na BG agaru pti 28 °C po dobu 7 dnii a nasledné byly pouzity pro
dalsi pokusy.

3.2 Kultivace

Bakterialni kmeny byly kultivovany na miskdch s BG agarem v inkubétoru 7-10
dni pii teplot¢ 28 °C. Po odebrani vzorku pro testovani byly narostlé kmeny na
uzavienych Petriho miskach kratkodobé (fadové tydny) uchovavany v lednici. Pro
dlouhodobé skladovani byly vzorky konzervovany v mrazicim boxu nasledovné: malé
mnozstvi bakterii bylo setfeno z misky a sterilné preneseno do 1,5 ml mikrozkumavky,
kterd byla z'2 - % naplnéna glycerolem a poté byly mikrozkumavky uloZeny v

mrazicim boxu pii -80 °C.

3.3 lzolace chromozomalni DNA

Do 1,5 ml mikrozkumavky s vickem bylo navazeno po 0,25 g sklenénych kuli¢ek
o priméru 0,5 a 0,1 mm, které byly nasledn¢ v autoklavu sterilizovany pfi teploté
121 °C po dobu 20 minut. Po sterilizaci vychladnuti na laboratorni teplotu bylo pfidano
600 ul 50 mM sterilni EDTA, pH 8 (sterilizace byla provedena stejnym postupem jako
u sklenénych kuli¢ek). Do roztoku EDTA bylo pfidano asi 20 pl bakteridlnich bun&k
odebranych z narostlych kolonii. Odbér bakteridlnich bun¢k a pfidavek EDTA byl
provadén v lamindrnim boxu sterilizovaném 25 min UV zéafenim. Vzorek byl poté

homogenizovan pomoci homogenizatoru Mini Bead Beater pii 2500 rpm po dobu 60
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sec, centrifugovan pii 13 500X g a supernatant pieveden do nové 1,5 ml
mikrozkumavky. Dale bylo postupovano podle navodu piilozeného u komeréni
soupravy Wizard® Genomic DNA purification kit (Promega) od bodu ¢. 8 z kapitoly:
Isolating Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative Bacteria, kromé
posledniho kroku, kdy bylo misto komer¢niho roztoku DNA rehydration solution pouzit

TE™? pufr.

Takto izolovana chromozomalni DNA byla uchovavana v TE? pufru v mrazicim

boxu pfi teploté -20 °C a pouzivana do PCR reakci.

3.4 Elektroforetické stanoveni chDNA

Pro kontrolu kvality a vytézku chromozomalni DNA byla provedena
elektroforetickd kontrola na agar6zovém gelu. Pro pfipravu gelu bylo odvazeno 0,8 g
agar6zy a ta byla smichana s 80 ml TAE pufru (1% roztok agardzy). Tato smés byla
nasledn¢ na 1-2 min piivedena k varu v mikrovinné troub¢, aby doslo k rozpusténi
agardzy. Po vychladnuti agar6zového roztoku na asi 50 °C bylo pfidano 5 ul barviva
SYBR green. Takto upraveny roztok byl nalit do formy pro elektroforézu a byl

ponechén chladnout na laboratorni tepotu, ¢imz doslo k jeho ztuhnuti.

Vzorky byly pro elektroforézu pfipraveny na mikrotitra¢ni desti¢ce. V jamce bylo

smichéno 2 pl pufru Yellow load a 5 pl izolované chromozomélni DNA.

Po ztuhnuti gelu byla elektroforeticka vana naplnéna TAE pufrem a do jamek
v gelu byly automatickou pipetou nadavkovany vzorky a 5 ul DNA ladderu do jamek na
okrajich gelu. Elektroforéza byla provedena pii konstantnim napéti 100 V po dobu
zhruba 20 min. Po ukonceni byl gel se vzorky vyfotografovan v prochazejicim UV
svétle (A =302 nm).

3.5 PCR amplifikace genu pro 16S rRNA

Tento pokus byl proveden ve dvou krocich. V prvnim kroku byly smichany 3 pl
BSA (koncentrace zasobniho roztoku byla 10 mg/ml) se vzorkem chDNA a doplnény
TE! pufrem na vysledny objem 10 ul a byla provedena denaturace vzorku
v termocykleru (95,0 °C, 10 min). Mnozstvi chDNA pouzité pro reakci bylo 50-100 ng
a bylo odhadnuto z elektroforeogrami ziskanych po izolaci chDNA.
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Ve druhém kroku byl pfidan reakéni mix pro PCR na vysledny objem 50 pul,
slozeni je uvedeno v Tab. 3.1. Termocykler byl nastaven dle hodnot uvedenych
v Tab 3.2

Tab. 3.1 — Reakéni mix pouzity pro amplifikaci genu pro 16S rRNA

Chemikalie (vstupni koncentrace) Objem (ul)
10x LA PCR buffer complete 5
Primery 27f (10 uM) 2
Primery pH (10 uM) 2
dNTPs (10 mM) 1
3
1

100 x BSA (10 mg/ml)
LA DNA polymerase mix (5 U/pl)
Dest. H,0O 26

Tab. 3.2 - Reakéni podminky termocykleru pro amplifikaci genu pro 16S rRNA

95,0 °C, 180 sec 1x
95,0 °C, 45 sec

57,0 °C, 45 sec 34X
68.0 °C, 60 sec

68,0 °C, 300 sec 1x
4,0 °C

Na zavér byla pro kontrolu provedena elektroforéza v agar6zovém gelu. Postup se
shoduje s postupem uvedenym v kapitole 3.4, krom¢& mnozstvi nanaseného vzorku,

které bylo pouze 2 ul a2 ul Yellow load pufru.

3.6 Precisténi PCR produktu
Pro precisténi PCR produktu, ziskaného pokusem uvedenym v ptedchozi kapitole,
byla pouZzita komer¢ni souprava QIAquick® PCR Purification Kit. Pii pfecisténi bylo

postupovano dle instrukei vyrobce.

Centrifugace byly provedeny pii 16 000x g za laboratorni teploty v kolonkach

pfilozenych u komer¢ni soupravy nebo v 1,5 ml mikrozkumavkach.

Na zavér byla pro kontrolu provedena elektroforéza v agar6zovém gelu. Postup se
shoduje s postupem uvedenym v kapitole 3.4, kromé mnozstvi nanaseného vzorku,

které bylo pouze 2 ul a 2 ul Yellow load pufru.
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3.7 lzolace DNA fragmentu z gelu

U nékterych vzorkt byly nalezeny pfi elektroforetickém stanoveni dva fragmenty.
Nespecificky fragment by rusil sekvenaci, proto musel byt fragment o spravné velikosti
izolovan. Izolace specifického fragmentu byla provedena elektroforeticky s naslednym
vyfiznutim z gelu a precisténim. Elektroforéza byla provedena stejnym postupem, jaky
je uveden v kapitole 3.4, s tim rozdilem, Ze jako vzorek byl nanesen cely objem PCR
produktu (50 ul) a odpovidajicim pomérem byl pfidan i Yellow load pufr (5 ul). Pod
UV osvétlenim (A = 302 nm) byl z gelu vyfiznut fragment o spravné velikosti a k jeho
izolaci a precisténi byla pouzita komercni souprava Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega).

Na zéavér byla pro kontrolu provedena elektroforéza v agaré6zovém gelu. Postup se
shoduje s postupem uvedenym v kapitole 7.4, krom¢ mnozstvi nanasené¢ho vzorku,

které bylo pouze 2 ul a 2 ul Yellow load pufru.

3.8 Sekvenace PCR produktu

Sekvenace vysledného produktu byla provadéna firmou Macrogen se sidlem

v Soulu, Korea.

Vzorky ziskané postupy uvedenymi v kapitolach 3.1 — 3.7 byly firmé¢ dodavany
0 pozadované Cistoté a koncentracich 20-100 pg/ml. Sekvenace byla provadéna ve

sméru 5'—3" pomoci standardnich primert firmy Macrogen, komeréné nazvanych 27f.

3.9 Kultivaéni pokusy potlaceni Streptomyces scabiei

Pro tyto pokusy byly vyzkouSeny dva rtizné postupy, které se liSily dobou, kdy
byl naockovan testovany kmen S. scabiei. V prvnim piipadé byly naockovany testované
bakterie a S. scabiei ve stejnou dobu. Ve druhém piipadé byl naockovan S. scabiei
s pétidennim zpozdénim. Druhy postup daval prukaznéjsi vysledky a v dalSich méfenich

byl pouzivan pouze tento postup.

Testovani bakteridlnich kment probihalo na Petriho miskach s kultivaénim BG
médiem. Na misce byl vzdy naockovan testovany kmen a k nému byl po péti dnech
naockovan S. scabiei. Testovany kmen a S. scabiei byly naockovany zhruba 1 cm

daleko od sebe do kolmého tvaru (tvar pismene T). Ockovani bylo provadéno v boxu
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sterilizovaném UV zafenim po dobu 25 min. Testované kmeny byly spole¢né

kultivovany v inkubatoru pii 28 °C po dobu 7-10 dni.

3.10 PCR s primery TXTA1

V téchto pokusech byly testovany vzorky, které byly ziskany provedenim pokusii
popsanych v kapitolach 3.1 - 3.7. Slozeni reakéni smési pouzité pro tento pokus je

shrnuto v Tab. 3.3 a reak¢ni podminky jsou uvedeny v Tab. 3.4.

Tab. 3.3 — Slozeni reakéni smési pro stanoveni genu syntézy thaxtominu A za pouziti
primerti TXTAT.

Chemikalie (vstupni koncentrace) Objem (ul)
10x Taq buffer without MgCl, 1,50
MgCl; (25mM) 0,60
Primery TXTALR (10 uM) 0,75
Primery TXTALF (10 uM) 0,75
dNTPs (10 mM) 0,30
DMSO 0,75
DreamTaqg DNA polymerase (5 U/ul) 0,40
Vzorek DNA 50-100 ng
Dest. H,O Doplnit na obejm 15 pl

Tab. 3.4 — Reakéni podminky termocykleru pro amplifikaci genu syntézy thaxtominu A
za pouziti primerd TXTAL.

95,0 °C, 180 sec 1x
95,0 °C, 30 sec

55,4 °C, 35 sec 35x%
72,0 °C, 45 sec

72,0 °C, 600 sec 1x
10,0 °C

3.11 PCR s primery STX

Stejné¢ jako v pfedchozim pokusu byly pouzity vzorky, ziskané postupem
popsaném v kapitolach 3.1 - 3.7. SloZeni reak¢ni smési pouzité pro tento pokus je

shrnuto v Tab. 3.5 a reakéni podminky v Tab. 3.6.
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Tab. 3.5 - SloZeni reakéni smési pro stanoveni genu syntézy thaxtominu A za pouziti

primera STX.

Chemikalie (zasobni koncentrace) Objem (ul)
10x Taq buffer without MgCl, 1,50
MgCl, (25mM) 0,90
Primery STXa (10 uM) 0,50
Primery STXb (10 uM) 0,50
dNTPs (10 mM) 0,30
DMSO 0,75
DreamTaq DNA polymerase (5 U/ul) 0,50
Vzorek DNA 50-100 ng
Dest. H,0O Doplnit na obejm 15 pl

Tab. 3.6 — Reakéni podminky termocykleru pro stanoveni genu syntézy thaxtominu A
za pouziti primertt STX.

95,0 °C, 320 sec 1x
95,0 °C, 30 sec

60,0 °C, 45 sec 35X
72,0 °C, 60 sec

72,0 °C, 600 sec 1x
10,0 °C

3.12 Elektroforéza PCR produktt (STX a TXTAL)

Timto postupem byla elektroforeticky stanovena ptfitomnost hledaného genu
U pokust uvedenych v kapitolach 3.10 - 3.11. Pro tento pokus byl pfipraven 2%
agar6zovy gel smichanim 1,6 g agardézy a 80 ml TAE pufru. Vzorky byly pro
elektroforézu pfipraveny na mikrotitracni desti¢ce. V jamce bylo smichano 2 pl pufru
Yellow load a 2 ul PCR produktu. Takto ptipravené vzorky byly naneseny na gel spolu
s DNA ladderem (5 pl), ktery byl nanesen do krajnich jamek. Elektroforéza byla
provedena za konstantniho napéti 100 V po dobu zhruba 25 - 30 minut v zavislosti na
rychlosti prostupu vzorku do gelu. Po ukonceni pokusu byl gel se vzorky

vyfotografovan pod UV osvétlenim (A = 302 nm).

3.13 Optimalizace ESI-MS

Zasobni roztok thaxtominu A (CxH2N,O6; M, = 438,17) o koncentraci 1 mg/ml
byl pfipraven rozpusténim 1 mg analytu v1 ml acetonitrilu (C,HsN; Mr = 41,05)

V ultrazvukové lazni po dobu 10 min. Zasobni roztok byl pomoci externi pumpy
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kontinualn¢ ptfivadén do hmotnostniho spektrometru. K ionizaci vzorku byl pouzit
elektrosprej (ESI). Cilem téchto pokusti bylo nalézt prekurzorovy a produktovy ion
daného analytu pro budouci méfeni v MRM moédu (multiple reaction monitoring), coz je
mod, ktery sleduje specificky piechod mezi prekurzorovym iontem a produktovym

iontem. Pro dany analyt 1épe vyhovovalo méfeni v negativnim modu.
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4 Vysledky

4.1 lzolace bakterialnich kmenu z rhizosféry brambor

Vzhledem Kktomu, Ze streptomycety zpusobuji strupovitost na povrchu
napadenych rostlin, byly izolovany kmeny piimo z bramborové slupky. Izolované
kmeny byly pozdé&ji pouzity k testovani patogenity a hledani antagonistii S. scabiei.
Kultivaéni média pro tento pokus byla vybirdna s ohledem na bakterie, které byly
hledany. Hledani bylo zaméieno na aktinomycety, piedevSim pak na streptomycety.
Bakterie tohoto rodu nas zajimaly ze dvou davodi. Prvnim znich je, Ze popsani
puvodci strupovitosti patii do tohoto rodu a za druhé jsou streptomycety nejvetSimi
producenty antibioticky aktivnich latek a nékteré kmeny tudiz mohou svou aktivitou

potlacit onemocnéni.

Pokusy uvedenymi v kapitolach 3.1 — 3.7 bylo tspésné izolovano 38 bakterialnich
kment, které byly vyuzity pro dal§i pokusy. DalSich 98 kmend, izolovanych z ptdy,
bylo dodéno jiz kultivovanych na miskach Ing. Vaclavem Krystifkem, CSc. z Ustavu

padni biologie, Biologické centrum AV CR, v.v.i.

4.2 Vyhodnoceni sekvence genu pro 16S rRNA

Vyhodnocenim sekvenci genu pro 16S rRNA byla urcena fylogeneticka
pfibuznost a taxonomické zatrazeni bakteridlnich kment izolovanych z plidy a rhizosféry
brambor. Na zaklad¢ fylogenetické pribuznosti a pokust popsanych v dalsich kapitolach
bylo mozné urcit, jak blizce jsou si ptibuzné kmeny zpisobujici strupovitost a kmeny

potlacujici Streptomyces scabiei.

4.2.1 Elektroforéza chDNA a PCR produktu

Ovéfeni pritomnosti DNA a pftiblizné urceni jejiho mnozstvi bylo provedeno pro
chDNA, PCR produkt genu pro 16S rRNA a pro pie¢istény PCR produkt. Nejsilng;si
band u standardu (ladder) odpovida velikosti DNA fragmentu 1650 bazi a mnozstvi
40ng pfi naneseni 5 ul roztoku DNA ladder. U nékterych vzorkti byl na
elektroforeogramu patrny druhy fragment o velikosti do nékolika set bazi, ktery po

precisténi PCR produktu zmizel nebo byl fragment o spravné velikosti izolovan
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vyfiznutim zgelu (kap. 3.7.). Na obr. 41 a 4.2 jsou uvedeny ukazkové
elektroforeogramy. U nékterych vzorka bylo tieba amplifikaci genu pro 16S rRNA

opakovat, pravdépodobné kvili znecisténi agarem nebo jinou chemikalii ze zivného

média.

Obr. 4.2 — Elektroforeogram po piecisténi PCR produktu (vlevo), kratky difusni

fragment je dimer primert. Standard pouzitého ladderu (vpravo).
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4.2.2 Taxonomicka identifikace bakterii

Fylogenetickd piibuznost a taxonomické zafazeni zkoumanych kment bylo

stanoveno vyhodnocenim ziskanych sekvenci genu pro 16S rRNA.

Taxonomické zafazeni bylo provedeno s vyuzitim nastroje na serveru Ribosomal
database project (RDP) [59] a je uvedeno v Tab. 4.1. Kromé¢ tii kment byly vSechny
izolované bakterie zastupci tfidy Actinobacteria. Vyjimku tvofi pouze dva zastupci tfidy
Alphaproteobacteria (vzorek ¢. 09VKS82 a 09VKS88) a jeden zastupce tiidy Bacilli
(vzorek ¢. 09VKS87).

Fylogeneticky strom piibuznosti je zobrazen na Obr. 4.3 a byly do n& pfidany
typové kmeny streptomycet pro lepsi pfedstavu o ptibuznosti nami testovanych kmenii.
Sekvence typovych kmena byly ziskany z databaze RDP. Do fylogenetického stromu
nejsou zafazeny vSechny vzorky, jelikoz nékteré vykazovaly Spatny rast na miskach
nebo byla ziskand sekvence prili§ kratka pro jejich zafazeni. Ve fylogramu jsou
cervenou barvou oznaceni popsani plivodci strupovitosti, hnédou barvou antagonisté
Streptomyces scabiei a modrou barvou kmeny, u kterych byl nalezen gen pro syntézu
thaxtominu (kap. 4.4).
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Tab. 4.1 — Rodové zafazeni testovanych kment

Cislo
vzorku

Rod

Cislo
vzorku

Rod

Cislo
vzorku

Rod

09VK 01
09VK 02
09VK 03
09VK 04
09VK 05
09VK 06
09VK 07
09VK 08
09VK 09
09VK 10
09VK 11
09VK 12
09VK 13
09VK 14
09VK 15
09VK 16
09VK 17
09VK 18
09VK 19
09VK 20
09VK 21
09VK 22
09VK 23
09VK 24
09VK 25
09VK 26
09VK 27
09VK 28
09VK 29
09VK 30
09VK 31
09VK 32
09VK 33
09VK 34
09VK 35
09VK 36
09VK 37
09VK 38
09VK 39
09VK 40
09VK 41

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Arthrobacter sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

09VK 42
09VK 43
09VK 44
09VK 45
09VK 46
09VK 47
09VK 48
09VK 49
09VK 50
09VK 51
09VK 52
09VK 53
09VK 54
09VK 55
09VK 56
09VK 57
09VK 58
09VK 60
09VK 61
09VK 62
09VK 63
09VK 64
09VK 65
09VK 66
09VK 67
09VK 68
09VK 69
09VK 70
09VK 71
09VK 72
09VK 75
09VK 76
09VK 78
09VK 81
09VK 82
09VK 84
09VK 85
09VK 86
09VK 87
09VK 88
09VK 89

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Microbacterium sp.

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Frigoribacterium sp.

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Kribbella sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Micromonospora sp.

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.

Methylobacterium sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.
Bacillus sp.

Methylobacterium sp.

Arthrobacter sp.

09VK 90
09VK 91
09VK 92
09VK 93
09VK 94
09VK 96
09VK 98
09VK 99
09VK 100
09VK 101
10zC 01
10zZC 02
10zZC 03
10ZC 04
10ZC 05
10ZC 06
10ZC 08
10ZC 09
10zC 11
10zC 12
10zZC 13
10ZC 14
10ZC 15
10ZL 16
10ZL 17
10ZL 18
10ZL 19
10ZL 21
10ZL 22
10ZL 23
10ZL 25
10ZL 26
10ZL 27
10ZL 28
10ZL 29
10ZL 30
10ZL 31
10ZL 32
10ZL 33
10ZL 34
10ZL 35

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Nonomuraea sp.
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4.3 Testy potlaéeni Streptomyces scabiei

Timto jednoduchym in vitro kultivaénim pokusem bylo zjisténo, které
z izolovanych bakterialnich kmend zptsobuji potlaceni Streptomyces scabiei. Pro tyto
pokusy bylo pouzito BG agarové médium, na kterém testované kmeny i S. scabieli

vykazuji dobry rist.

Testy byly provedeny na celkem 125 kmenech bakterii. Na Obr. 4.4 a 4.5 jsou
znazornény ukazky rizného potlaceni S. scabiei testovanymi kmeny. Procentudlni
zastoupeni a Uspé$nost antagonistil je znazornéno na Obr. 4.6 a je rozdéleno podle

intenzit ucinku zobrazenych na Obr. 4.4 a 4.5. Bakteridlni kmeny, které potlacuji

S. scabiei, jsou potencialni producenti sekundarnich metabolita.

Obr. 4.4 — Ruzna intenzita potlaceni S. scabiei: uplné (vlevo) a ¢aste¢né (vpravo)
potlaceni.

Obr. 4.5 - Rizna intenzita potlaceni S. scabiei: slabé potlaceni.
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Obr. 4.6 — Procentualni zastoupeni kmenti testovanych na potlaceni S. scabiei.

4.4 Stanoveni genu pro syntézu thaxtominu A

Produkce thaxtominu A je spole¢ny rys vSech bakterii zptisobujicich strupovitost.
Identifikaci jednoho z genil, nezbytnych pro jeho tvorbu, miizeme pomérné rychle urcit
potencialni patogenni organismus a kombinaci s metodou fylogenetického zatazeni urcit

1 vzdjemnou ptibuznost.

Elektroforeticky byla zjiStovana ptitomnost genli pro syntézu thaxtominu po PCR
amplifikaci. Pro tento pokus byly pouzity rtizné primery (STX a TXTAIl) a na
elektroforeogramech je vidét rozdilna velikost fragmentd (Obr. 4.7). Na
elektroforeogramech byly rozliSovany vyrazné a slabé pozitivni vysledky PCR
v zavislosti na jejich intenzité (Obr. 4.7). Procentualné bylo vyhodnoceno mnozstvi
kment pozitivnich na piitomnost téchto genti (Obr. 4.8 a 4.9) a porovnano, jestli byly

vysledky shodné pii pouziti riznych primert (Tab. 4.2).

40



‘11_“ i

. ﬂf_‘\ﬁir:' ':h‘k:—‘l ! l - &y
§ L L L L

400
300
200

Obr. 4.7 — Elektroforeogramy PCR produktt za pouziti STX primert (vlevo) a TXTA1L
(vpravo).

Procentualni vyjadreni pozitivnich a negativnich
nalezt genti Thaxtominu A pomoci primerti STX

m negativni
W vyrazné pozitivni

M slabé pozitivni

Obr. 4.8 — Procentualni vyjadieni piitomnosti biosyntetickych geni txtA a txtB
nezbytnych pro syntézu thaxtominu detekovanych pomoci STX primert.
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Procentualni vyjadreni pozitivnich a negativnich
nalezli gent Thaxtominu A pomoci primert
TXTAl

W vyrazné pozitivni
M slabé pozitivni

W negativni

Obr. 4.9 — Procentualni vyjadfeni pfitomnosti genu tXtA nezbytného pro syntézu
thaxtominu detekovaného pomoci TXTA1 primerd.
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Tab. 4.2 — Vysledky PCR amplifikace za pouziti primerd STX a TXTA1. Barevn¢ jsou
oznacené vzorky, které mély shodné vysledky: negativni (N; ¢ervend), vyrazné pozitivni
(VP; zelend), slabé pozitivni (SP; svétle zelena), kombinace slabé pozitivniho a vyrazné
pozitivniho vysledku (modra).

vzorek ¢. txtAl STX vzorek ¢. txtAl STX vzorek ¢. txtAl STX

09VKS3 N SP
09VKS55 N SP
09VK56 N VP
09VK60 SP N

09VKO06 09VK61 N SP
09VK67 SP VP 09VK62 SP N
09VK69 VP SP 09VK63 SP N
09VK89 SP VP 09VK64 SP N
10zZL32 SP VP 09VK65 SP N
09VK01 SP N 09VK66 SP N
09VK02 SP N 09VK71 N SP
09VK03 SP N 09VK72 SP N
09VK04 SP N 09VK73 X X
09VKO05 SP N 09VK74 X X
09VK21 SP SP 09VKO07 SP N 09VK76 SP N
09VK25 SP SP 09VKO08 SP N 09VK77 SP N
09VK30 SP SP 09VKO09 SP N 09VK78 SP N
09VK75 SP SP 09VK10 VP N 09VK79 SP N
09VKS80 SP SP 09VK11 SP N 09VKS83 X X
09VK82 SP SP 09VK13 VP N 09VK85 SP N
09VK94 SP SP 09VK14 SP N 09VK86 SP N
10zCo1 SP SP 09VK16 SP N 09VK87 SP N
10zCo3 SP SP 09VK18 SP N 09VK88 SP N
10ZL18 SP SP 09VK20 SP N 09VK90 N SP
10ZL19 SP SP 09VK22 VP N 09VK9I1 SP N
10ZL26 SP SP 09VK23 VP N 09VK92 SP N
09VK24 VP N 09VK93 SP N
09VK26 SP N 09VK95 X X
09VK27 N SP 09VK96 SP N
09VK28 SP N 09VK97 X X
09VK29 SP N 09VK98 SP N
09VK33 SP N 09VK100 SP N
09VK34 N SP 09VK101 SP N
09VK37 X X 10zCo6 SP N
09VK38 SP N 10zCo7 SP N
09VK39 SP N 10zC10 X X
09VK40 SP N 10zC12 SP N
09VK41 SP N 10zC13 SP N
09VK43 SP N 10zC14 SP N
09VK44 N SP 10zZL20 N VP
09VK47 SP N 10zL21 SP N
09VK48 SP N 10zZL22 N SP
09VK49 SP N 10zZL24 N SP
09VK50 SP N 10ZL34 N VP
09VK51 SP N
09VK52 SP N
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4.5 ESI-MS chromatogram

Pfi tomto méfeni bylo nastaveno napéti na fragmentoru 135 V a méfeni bylo

provedeno v negativnim modu. Nejvyraznéjsi intenzita byla naméfena pro thaxtomin A.

Vysledny chromatogram je uveden na Obr. 4.10.

- ESI-MS ion chromatogram
120
437,1
100 |
s 80
=
g 60
g
(=9
40 473,1
500,2
20 I 875,2
0 T T L T l T l T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
m/z

Obr. 4.10 - Iontovy chromatogram ESI-MS v negativnim modu.

4.6 Fragmentace a nalezeni produktového iontu

Fragmentovan byl ion thaxtominu A (m/z = 437,1). Pfi tomto méteni bylo
nastaveno napéti na fragmentoru 135 V, kolizni energie 25 V a méfeni bylo provedeno

V negativnim médu. Vysledny chromatogram je uveden na Obr. 4.11.

- ESI-MS fragmentace
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100 +~ 155
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40 1 107.2
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140 192.1 437,3
245,1
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Obr. 4.11 — Tontovy chromatogram fragmentace ESI-MS v negativnim médu.
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5 Diskuze

Izolaci bakteridlnich kmenti z rhizosféry brambor bylo ziskdno dostacujici
mnozstvi kment, pfestoze dochazelo ke kontaminaci rychleji rostoucimi kmeny, které
v n¢kterych piipadech uplné potlaily rist pomaleji se rozvijejicich aktinomycet.
Béhem kultivac¢nich pokust bylo ovéfeno, Ze aktinomycety dobie rostou na BG médiu a
v ovesném médiu, které je také pouzivano k aktivaci produkce thaxtominu [47].
Kultivaéni pokusy oveétujici potlaceni ristu S. scabiei mohly byt zatizeny vysokou
koncentraci vapniku v BG médiu, ktery Casto tvofi koordina¢ni slouceniny, ¢imz muze
inaktivovat sekundarni metabolity produkované néckterymi streptomycetami. Tato
skute¢nost mohla negativné ovlivnit projev antagonismu u nekterych bakteridlnich

kment.

Z fylogenetického stromu vyplyva, Ze patogenni bakterie rodu Streptomyces
nemusi byt blizce ptibuzné, a timto zjiSténim byla podpotfena hypotéza horizontalniho
genového pienosu ostrovu patogenity na puvodné nepatogenni kmeny [29]. Pomoci
identifikace bakterii metodou sekvenace genu pro 16S rRNA byly nalezeny kmeny
blizce piibuzné patogennim kmenim S. europaeiscabiei, S. acidiscabies a S. scabiei,
jejichz vyskyt byl popsan i ve Francii a ve Spojenych statech americkych [8, 11]. Toto

zjisténi podporuje tvrzeni o celosvétovém rozsifeni tohoto onemocnéni [8].

Na fylogramu je mozné také nalézt oblasti blizce ptibuznych bakterii, které
potlacuji S. scabiei a je zde i jista pravdépodobnost, ze by byly schopné potlacovat také
blizce pfibuzny kmen S. europaeiscabiei, ktery je také patogenni. I néktefi antagonisté
jsou piekvapivé blizce piibuzni patogennim organismim, coZ naznacuje, ze nékteré
kmeny zplsobujici strupovitost by mohly zaroven potlacovat jiné plivodce. Antagonisté

S. scabiei jsou zaroven potencialnimi producenty dalich sekundarncih metabolitt.

Metodou PCR za pouziti primerdt STX a TXTAl je mozné nalézt geny pro
syntézu thaxtominu a identifikovat pomérné rychle producenty tohoto sekundarniho
metabolitu, jehoz produkce je spolecna vétSiné patogend [31, 55]. Kmeny bakterii
obsahujici gen pro syntézu thaxtominu byly v porovnani s typovymi kmeny druht rodu
Streptomyces piibuzné nékolika popsanym plivodcim strupovitosti, mezi které patii

S. scabiei, S. stelliscabiei, S. turgidiscabies a S. reticuliscabiei. K vyhodnoceni
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pfitomnosti genli pro syntézu thaxtominu u testovanych bakteridlnich kmenii byly
pouzity pouze shodné vysledky obou primeri, protoze tyto vysledky v nékterych
ptfipadech vykazovaly mirnou odliSnost. U streptomycet dochéazi velmi casto ke
zménam genetické informace a patii k nejrychleji se rozvijejicim taxontim [1]. To mize
vést 1 k mutacim v ostrovu patogenity a zpusobit rizné vysledky u pouzivanych primera

[60].

Jelikoz je thaxtomin A nejéastéji se vyskytujicim typem thaxtominu [42], byla
provedena optimalizace jeho stanoveni na hmotnostnim spektrometru. Izolace a
nasledné méfeni thaxtominu A by mohlo usnadnit detekci pid, ve kterych se vyskytuji
patogenni organismy produkujici tento fytotoxin. Také by bylo mozné snadno detekovat

patogenni kmeny testované in vitro na pfitomnost thaxtominu A.
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6 Zavér
Mezi izolovanymi kmeny fadu Actinomycetales byli objeveni jak ptivodci obecné

strupovitosti brambor, tak 1 antagonisté potlacujici hlavniho ptvodce tohoto

onemocnéni Streptomyces scabiei.

U izolovanych kment byla provedena sekvenace genu pro 16S rRNA a na jejim
zaklad¢ byly testované kmeny taxonomicky zafazeny a byl vytvofen jejich

fylogeneticky strom.

Vyuzitim metody PCR k detekci gend nutnych pro syntézu thaxtominu byly

nalezeny potencidlné patogenni kmeny a zatazeny do fylogenetického stromu.

Na zéklad¢ piimého vstfiku analytu (thaxtomin A) do hmotnostniho spektrometru
byly nalezeny vhodné charakteristické ionty pro budouci méfeni v MRM modu a

optimalni hodnoty nastaveni fragmentoru a kolizni energie.
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