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Wstep

W stosowanej przez wiele lat klasyfikacji bakterii opartej na analizie cech bioche-
micznych, serologicznych oraz wywolywanych objawach chorobowych [18, 54], ro-
-dzaj Erwinia (rodzina Enterobacteriaceae, 1zad Eubacteriales, klasa Eubacteriae)
obejmowat trzy grupy bakterii: Amylovora, Carotovora, Herbicola. W ostatnich ia-
tach na podstawie badan sekwencji genéw kodujacych 168 rRNA, opracowano riowg
systematyke bakterii z rodzaju Erwinia. Z dawnego rodzaju Erwinia wyrdzniono
cztery rodzaje: Erwinia, Pectobacterium, Brenneria, Pantoea [25]. Klasyfikacja tych
bakterii jest wciaz dyskutowana. Uwaza sig, iz systematyka oparta na badaniu genoéw
kodujacych 16S rRNA nie jest wystarczajaca, poniewaz nie uwzglednia licznych cech
badanych bakterii, np. specyficznosci interakcji roslina—patogen oraz wlasciwosci
patogenicznych réznych mikroorganizméw z rodzaju Erwinia. Obowiazujaca obec-
nie szczegbtowa taksonomia rodzaju Erwinia i Pectobacterium dostepna jest na stro-
nach internetowych http://www.dsmz.de/bactnom/nam1159.htm i http://www.dsmz.
de/bactnom/nam2237.htm [9].
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W obrebie gatunku E. carotovora (Pectobacterium carotovorum) wyroznia si¢
pie¢ podgatunkéw: E. c. subsp. atroseptica, (P. c. subsp. atrosepticum), E. c. subsp.
carotovora (P. c. subsp. carotovorum), E. c. subsp. betavasculorum (P. c. subsp. be-
tavasculorum), E. c. subsp. odorifera (P. c. subsp. odoriferum), E. c. subsp. wasabiae
(P. carotovorum subsp. wasabiae).

Duza grupa bakterii zdawnego rodzaju Erwinia, zaliczanych obecnie do nowego
rodzaju Pectobacterium, nie wykazuje specyficznosci, odnosnie gatunku infekowa-
nych roslin. Bakterie te moga powodowac¢ wigdnigcie, migkkie zgnilizny, plamistosci
i zgorzele tkanki roslinnej. Niektore gatunki moga by¢ fakultatywnymi patogenami
roslin, zwierzat, ludzi a takze niepatogenicznymi epifitami roslin. Bakterie z rodzaju
Pectobacterium moga powodowac straty gospodarcze w uprawach m.in. ziemnia-
kow, pomidoréw, kukurydzy, marchwi, cykorii, burakéw cukrowych oraz roslin
ozdobnych: filodendrondw, chryzantem, sepoli i gozdzikow [49, 50]. Zdaniem Pe-
rombelona i Hyman [48] tylko bakterie E. c. subsp. atroseptica i niektore zimnolubne
szczepy E. chrysanthemi moga wywotywac czarng nézke ziemniaka (gnicie podstaw
todyg roslin ziemniaka podczas wegetacji). Natomiast bakterie E. c. subsp. atrosepti-
ca, E. c. subsp. carotovora oraz E. chrysanthemi wywotuja mokra zgnilizng bulw (ma-
ceracja tkanki bulw ziemniaka gtéwnie podczas okresu przechowywania). Bakterie
E. c. subsp. atroseptica, w niektorych krajach europejskich, sa uwazane za jednego
z gléwnych sprawcow strat plonéw w uprawach ziemniaka [46].

W zwiazku z faktem, iz w wigkszosci publikacji dotyczacej omawianej grupy
bakterii uzyto nazw wynikajacych z systematyki opartej na wlasciwosciach bioche-
micznych i akceptowanych przez wigkszo$¢ fitopatologéw, w niniejszej publikacji
postugiwano si¢ w wigkszosci przypadkow nazwa Erwinia carotovora.

Bakterie gatunku E. carotovora, sa Gram-ujemnymi pateczkami syntetyzujacymi
substancje o charakterze bakteriocyn [4]. Te fakultatywne anaeroby nie formuja prze-
trwalnikéw. Niektore z nich majg rzeski. Jako saprofity powszechnie wystepuja
w zbiornikach wodnych, wodach gruntowych, powietrzu i glebie.

Generalnie przyjmuje sig, iz infekcje bulw ziemniaka wywolane przez bakterie
E. carotovora sa nieuniknione. Gléwnym zZrédiem bakterii E. c. subsp. atroseptica na
polu sa zainfekowane oraz gnijace bulwy mateczne. Nowo tworzace si¢ bulwy moga
by¢ zakazane na drodze systemicznej lub poprzez ,,bakteryjne wycieki” z bulw ma-
tecznych. Kolejne zrédia zakazen to uszkodzone w czasie zabiegéw agrotechnicz-
nych liscie oraz todygi zainfekowanych roslin. Natomiast gleba jest znacznie mnie]
waznym Zrédtem bakterii E. c. subsp. atroseptica. Wynika to z faktu, iz w tym $rodo-
wisku komoérki bakteryjne przezywaja w ograniczonej liczbie [49, 50].

Whnikanie komorek bakteryjnych do tkanek, nast¢puje poprzez miejsca uszkodzo-
ne mechanicznie podczas zabiegéw agrotechnicznych, zbioru, transportu oraz przez
naturalne otwory rosliny (np. aparaty szparkowe, hydatody) [1]. Tak zwany progowy
poziom bakterii, powyzej ktorego na todygach ziemniaka pojawiaja si¢ objawy czar-
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nej nozki, niezaleznie od warunkéw srodowiskowych, wynosi okoto 10° jednostek
tworzacych kolonie (j.t.k.) E. c. subsp. atroseptica na bulwe (49, 50].

Wykrywanie i identyfikacja bakterii
nalezacych do gatunku E. carotovora

Prace zwiazane z wykrywaniem i identyfikacja bakteryjnych patogendw roslin
rozpoczgto w drugiej potowie XIX wieku, kiedy to w 1878 roku, Buriill opublikowat
wyniki badan, w ktorych stwierdzit, iz zaraze ogniowa jabloni i grusz w stanie Illinois
(USA) wywotuja bakterie. Wkrotce po tym odkryciu, mikrobiolog Erwin F. Smith
opisat kilka nastepnych chordb roslin wywolywanych réwniez przez bakterie.
W 1920 roku, Smith opisal po raz pierwszy paleczki Gram-ujemne, nieformujace
spor, bedace fakultatywnymi anaerobami, nalezace do rodziny Enterobacteriaceae
1 powodujace choroby roslin [1].

Metody stosowane do wykrywania i identyfikacji bakterii z gatunku E. carotovo-
ramozna podzieli¢ na trzy grupy. Pierwsza grupa obejmuje testy opierajace sig¢ na ba-
daniu cech biochemiczno-fizjologicznych mikroorganizméw oraz podstawowe tech-
niki mikrobiologiczne polegajace na barwieniu i obserwacji cech morfologicznych
wyizolowanych patogenow. Kolejna grupe stanowia rézne techniki serologiczne wy-
korzystujace przeciwciata poli- i monoklonalne. Ostatnia grupa to techniki moleku-
lame bazujace na badaniu wlasciwosci kwaséw nukleinowych, stanowiacych mate-
riat genetyczny patogenow.

Testy biochemiczno-fizjologiczne

Metody plytkowe. Do izolacji patogenéw wystepujacych na roslinach oraz ma-
teriale nasiennym rutynowo stosuje si¢ metod¢ plytkowa (ang. Plating Assays,
Conventional Plate Count), polegajaca na wysiewaniu homogenatéw zainfekowa-
nych tkanek ro$linnych lub nasion (sadzeniakow) na réznego rodzaju podtoza mikro-
biologiczne o charakterze wybiorczym (selektywnym), potwybiérczym lub wybiér-
c.zo-réinicujqcym. Najlepszym i najchetniej stosowanym podiozem wybidrczo-roz-
nicujacym do izolacji oraz wstepnej identyfikacji pektynolitycznych bakterii z rodza-
JuErwinig jest podtoze CVP (ang. Cristal Violet Pectate medium), na ktérym bada si¢
zdolnosci bakterii do degradacji kwasu poligalakturonowego (PGA) [47].

Czynnikiem pomocniczym w identyfikacji moze by¢ barwienie catych komorek
Patogena lub poszczegdlnych elementow strukturalnych komorek (np. rzgsek) i ob-
Serwacja za pomocg mikroskopu. Przyklad moze stanowi¢ podstawowe barwienie
Stosowane w mikrobiologii od 1884 roku, tj. barwienie metoda Grama [33].

Testy biochemiczne wykorzystywane do identyfikacji bakterii z rodzaju Erwinia
to m.in. badanie zdolnosci do wzrostu w temperaturze 20°C, 30°C, 37°C oraz w wa-
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runkach beztlenowych, aktywnosci fosfatazy, katalazy, oksydazy i enzyméw proteo-
litycznych, odpornoscina 5% NaCl, utylizacji a-metylo-D-glukozydu, glukozy, fruk-
tozy, galaktozy, mannitolu, rybozy, mannozy, sorbitolu, zdolnosci do produkc;ji B-ga-
laktozydazy, cukrow redukujacych z sacharozy, H,S z cysteiny, redukcji azotanow,
zdolnosci do rozktadu i utylizacji glicerolu, bursztynianéw, fumaranéw, octanow,
jablczanéw, szczawiandw, benzoesanéw, propionianéw, L-arabinozy, wytwarzania
gazu z melezitozy, dekstryn, adonitolu, dulcitolu. Bada si¢ takze zdolno$¢ bakterii do
wytwarzania zewnatrzkomorkowych polisacharydéw oraz zdolno$é do poruszania
si¢ [35, 54]. Charakterystyczne wiasciwosci biochemiczno-fizjologiczne pigciu pod-
gatunkow nalezacych do gatunku E. carotovora oraz gatunku E. chrysanthemi przed-
stawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Cechy biochemiczno-fizjologiczne bakterii E. c. subsp. atroseptica (Eca), E. c.
subsp. carotovora (Ecc), E. c. subsp. betavasculorum (Ecb), E. c. subsp. odorifera (Eco), E. c.
subsp. wasabiae (Ecw) 1 gatunku E. chrysanthemi (Ech) [62]

Testy biochemiczno-fizjologiczne Eca Ecc Ecb Eco Ecw Ech
Wtasciwosci pektynolityczne (CVP) + 4+ + + o+ o+
Wzrost w temp. 20°C + 4+ -
Wzrost w temp. 30°C + + o+ +
Wzrost w temp. 36-37°C -+ 4+ - 4
Odpornos¢ na 5% NaCl + o+ + _
Aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy - = - +
Zdolnos¢ do produkcji kwasu z a-metylo-D-glukozydu + -+ - -
Zdolnos¢ do produkcji cukrow redukujacych z sacharozy + -  + -
Wrazliwo$¢ na erytromycyne - - - +

Testy, w ktorych bada si¢ fizjologiczno-biochemiczne wiasciwosci réznych bak-
terii czgsto sa opracowywane w formie zestawéw komercyjnych. Klasycznym
przykladem moze by¢ test API (ang. Analytical Profile Index), zestaw kilkunastu mi-
ni-probowek zawierajacych rézne podioza mikrobiologiczne stuzace do szybkiej
identyfikacji bakterii np. zrodziny Enterobacteriaceae —test API 20E. Biochemiczna
charakterystyka bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica z zastosowaniem ko-
mercyjnych testow API 20E i API SOCHE zostata opisana przez De Boer'aiin. [14].

Na podstawie wlasciwosci biochemicznych bakteryjne patogeny roslin mozna tak-
ze roéznicowaé w obrgbie gatunku lub podgatunku tworzac tzw. biowary lub grupy
biochemiczne. Otrzymane wyniki réznicowania biochemiczno-fizjologicznego izo-
latow podgatunku E. c. subsp. atroseptica z terenu Polski wykazaly, iz 58,8% bada-
nych izolatéw wykazuje typowe dla tej grupy cechy fenotypowe [57, 58]. Pozostat
izolaty nie wykazywaly typowych reakcji biochemiczno-fizjologicznych (np. wzrost
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w temperaturze 37°C, aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy, brak zdolnos$ci redukowania
sacharozy), szczepy takie nazywane sg szczepami nietypowymi.

Réwniez Dickey i Kelman [17] wskazali, iz szczepy E. c. subsp. atrosepticamoga
wykazywaé rézne zdolnosci co do produkcji cukrow redukujacych z sacharozy oraz
kwasu z maltozy. Takze w badaniach Alarcon i in. [2] niektdre ze szczepow E. c.

subsp. atroseptica nie wykazywaly zdolnosci do produkcji kwasu z a-metylo-D-glu-
kozydu lub rozmnazaty si¢ w temperaturze 37°C, uwazanej za zbyt wysoka dla tego
podgatunku.

Klasyczne metody izolacji, identyfikacji i réznicowania patogenoéw roslinnych
charakteryzuja si¢ stosunkowo niskim kosztem, sa tatwe do przeprowadzenia, a przy
ich wykonaniu nie stosuje si¢ zazwyczaj drogiego sprzetu specjalistycznego. Niestety
testy biochemiczne charakteryzuja sie takze pracochionnoscia oraz stosunkowo
diugim czasem oczekiwania na wynik. Bardzo czesto uzyskane wyniki sa niejedno-
znaczne 1 trudne do interpretacji.

Analiza kwaséw tluszczowych (ang. Fatty Acid Profiles — FAP). Metoda ta po-
lega na analizie jakosciowej i ilosciowej wyzszych kwaséw tluszczowych wyste-
Pujacych w blonach komoérek bakteryjnych. W pierwszym etapie prowadzi sig eks-
trakcjg kwaséw thuszczowych, a nastepnie s one poddawane metylacji. Analiz¢ me-
tyloestrow wyzszych kwaséw tluszczowych (ang. Fatty Acid Methyl Esters —
FAMESs) prowadzi sie przy pomocy chromatografii gazowej (ang. Gas Chromatogra-
phy — GC) lub chromatografii gazowo-cieczowej (ang. Gas and Liquid Chromatogra-
phy — GLC). Natomiast identyfikacje rzadziej spotykanych kwaséw tluszczowych
Prowadzi si¢ za pomoca chromatografii gazowej sprzegnigtej ze spektrometria ma-
0w (ang. Gas Chromatography — Mass Spectrometry — GC-MS).

Zawartos¢ wyzszych kwas6w thuszczowych badano m.in. w przypadku bakterii
Z podgatunku E. c. subsp. atroseptica i E. c. subsp. carotovora. Stwierdzono istotne
roéznice w ich sktadzie i opisano profile FAMEs dla cbu podgatunk6w. Stwierdzono
takze, iz wyniki uzyskane metoda FAP sa wiarygodne, pewne i powtarzalne oraz me-
toda ta wykazuje duza przydatnosé do identyfikacji i rozréznienia tych dwoch podga-
tunkéw bakterii [30, 51].

Testy patogenicznosci. Testy patogenicznosci przeprowadza si¢ w celu zbadania
zdolnosci bakterii do wywolywania objawéw chorobowych na okreslonych gatun-
kachroslin, W zaleznosci od podgatunku badanego patogena bakteryjnego do infekcji
Wylforzystuje si¢ r6zne gatunki roslin, jak np. cykoria, begonia, ziemniak. Testy pato-
genicznosci mozna wykonywaé na catych roslinach lub ich czg$ciach. Na wynik testu
Patogenicznosci oprécz réznic genetycznych migdzy badanymi szczepami bakterii
WPlywaja warunki inkubacji, takie jak optymalna temperatura wzrostu, poziom wil-
gotnosci, dostep tlenu, ekspozycja $wietlna czy tez czas inkubacji [37].
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Testy serologiczne

Do wykrywania 1 identyfikacji bakteryjnych patogenéw roslin najczesciej sto-
sowane sa metody serologiczne. Metody te opieraja si¢ na interakcji antygen-prze-
ciwciato.

Testy szkielkowe. Najprostszymi testami serologicznymi sa precypitacja i aglu-
tynacja szkietkowa. W pierwszym przypadku test polega na badaniu reakcji surowicy
1 antygenu rozpuszczonego w roztworze. W drugim przypadku do kropli zawiesiny
bakteryjnej dodaje si¢ surowicg zawierajaca przeciwciala [20]. Jedna z takich technik
— RPH (ang. Reverse Passive Haemagglutination), wykorzystano do wykrywania
bakterii z podgatunku E. c. subsp. carotovora [32].

Test ELISA (ang. Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Najpowszechniej
stosowang metoda do wykrywania i identyfikacji patogendw roslin jest immunoenzy-
matyczny test ELISA oraz jego modyfikacje. Badania zr6znicowania serologicznego
bakterii z gatunku E. carotovora oparto na uzyskaniu przeciwciat dla giéwnej deter-
minanty antygenowej, ktora jest lipopolisacharyd (LPS) [10]. Inng stosowang deter-
minantg antygenowa jest flagellina (biatko budujace rzeski) [33].

W zaleznosci od tego czy w pierwszym etapie zastosujemy specyficzne przeciw-
ciala sprz¢gnigte z enzymem czy tez uzyjemy przeciwciat skierowanych przeciwko
antygenowi (kompleks antygen-przeciwcialo), a dopiero w drugim etapie przeciwcial
sprzggnigtych z enzymem, mozemy wyrézni¢ dwa typy testu ELISA: bezposredni lub
posredni. W obu przypadkach, w kolejnym etapie dodaje sie roztwor substratu. W wy-
niku rozkiadu substratu przez enzym nastgpuje zmiana barwy roztworu, ktéra moze
by¢ obserwowana gotym okiem. Zwykle jednak stosuje si¢ czytniki pozwalajace na
spektrofotometryczny pomiar absorpcji $wiatla, a tym samym wykrycie i ilosciowe
oznaczenie poziomu antygenu.

Przykladem testu typu posredniego jest DAS-ELISA (ang. Double Antibody
Sandwich — DAS). W pierwszym etapie na plytce umieszcza sie specyficzne prze-
ciwciala, a nast¢pnie nanosi si¢ zawiesing badanego szczepu bakteryjnego. W kolej-
nym etapie testu DAS-ELISA stosuje si¢ specyficzne przeciwciata potaczone z en-
zymem. W ten sposob powstaje konjugat przeciwciato-antygen-przeciwciato-enzym.
Wykrycie i identyfikacja bakterii nastepuje po dodaniu substratu i przeprowadzeniu
reakcji enzymatyczne;j.

Oprocz opisanych testow ELISA wykorzystuje si¢ inne modyfikacje tej metody,
jak: ,,dot-blot ELISA” lub ,,ELISA reverse blot”, ,,TAS-ELISA” (ang. Triple Antib-
ody Sandwich) czy “Immunoprinting-ELISA” (IP-ELISA) [S].

Do wykrywania i identyfikacji szczepéw bakterii z podgatunku E. . subsp. atro-
septica oraz E. c. subsp. carotovora z zastosowaniem testu ELISA wykorzystywano
przeciwciala monoklonalne [23] oraz poliklonalne [2]. Do identyfikacji ponad 862
polskich szczepéw E. c. subsp. atroseptica zastosowano test indirect ELISA z prze
ciwcialami monoklonalnymi (Plant Diagnostics, Spain) reagujacymi z serogrupa L
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Otrzymane wyniki wskazaty, ze 65% badanej kolekcji izolatow zidentyfikowanych
jako bakterie E. c. subsp. atrosepticareprezentuje serogrupg I. Stwierdzono takze nie-
znacznie wyzszy udziat bakterii E. c. subsp. atroseptica, nalezacych do serogrupy I
w przypadku bakterii izolowanych z bulw (72%) w poréwnaniu z izolatami po-
chodzacymi z todyg ziemniaka (63%) [57].

Niewatpliwa zaleta testu ELISA jest mozliwo$¢ wykrycia i zidentyfikowania pa-
togena bez wcze$niejszej izolacji, to znaczy bezposrednio w homogenacie tkanki ro-
slinnej, w wyciagu glebowym lub w wodzie. Zaleta jest takze mozliwos¢ zbadania na
jednej plytce typu ELISA duzej liczby prob. Wada testu ELISA jest niska czutos¢. Te-
sty te pozwalaja na wykrycie bakterii jezeli ich ilos¢ jest wigksza niz 10~ 10%j.t k.
w jednym gramie badanego materialu biologicznego (w zaleznosci od jakosci prze-
ciwciat) [28]. Podjeto proby podwyzszenia czutoscei testu ELISA poprzez zastosowa-
nie wstepnej inkubacji badanych prob na selektywnych dla okreslonego patogena
podlozach przed wykonaniem testu—ang. Enrichment ELISA. Pozwolito to na zwigk-
szenie czutosci testu, a wykrycie komorek bakterii z podgatunku E. c. subsp. atrosep-
ticamozliwe bylo w przypadku obecnosci okoto 10%j.t.k. w 1 ml badanej proby [36].
Istotng wada testu ELISA jest fakt, iz nie pozwala na odr6znienie zywych i martwych
komoérek patogena.

Metody immunofluorescencyjne. Metody immunofluorescencyjne (ang. Immu-
nofluorescent method — IF) polegaja na znakowaniu komodrek patogena specyficznymi
przeciwcialami sprzezonymi ze zwigzkami fluorescencyjnymi (ang. Immunofluore-
scence Antibody Staining — IFAS). Najczgsciej do znakowania przeciwciat stosuje si¢
lzgtiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein Isothiocyanate — FITC). Komorki bakte-
ryjne obserwuje si¢ pod mikroskopem jako obiekty emitujace $wiatto fluorescencyjne
koloru zielonozottego. Tak jak w przypadku testu ELISA, rozréznia si¢ dwa typy meto-
d}’, tJ bezposredni — IFAS i posredni — IFAS. Metodg IFAS wykorzystano w wykrywa-
N 1 identyfikacji m.in. bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica [41].

Do tej grupy metod zalicza sie takze immunofluorescencyjne barwienie kolonii
(ang. Inmunofluorescence Colony Staining —IFC) [66]. Metoda ta polega na hodowli
bakterii wysiewanych z homogenatu zainfekowane;j tkanki roslinnej na podtozu
statym, a nastepnie znakowaniu kolonii bakteryjnych barwnikami fluorescencyjnymi
SPrzgzonymi ze specyficznymi przeciwciatami. Metoda IFC zostata wykorzystana do
1def}t}’ﬁkacji bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica [31, 67]. W obu pracach
Poziom wykrywalnosci bakterii ta technikg okreslono na okoto 10%j.t.k. w 1 ml. Jed-
nak jak wynika z danych Van der Wolfa i in. [64] identyfikacja bakterii z podgatunku
E c subsp. atroseptica przy uzyciu metody IFC powinna by¢ weryfikowana ze
“{Zglqdu na mozliwos$¢ zachodzenia tzw. reakcji krzyzowych (wiazania si¢ przeciw-
“lat z antygenami obecnymi na powierzchni komoérek innych gatunkéw bakterii).

Ponadto do wykrywania i identyfikacji z zastosowaniem metod serologicznych
Wykorzystuje si¢: zmodyfikowane testy aglutynacyjne [43], immunodyfuzje [13],
Podwdjng immunodyfuzje [11] oraz metodg separacji bakterii z zastosowaniem spe-
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cyficznych przeciwciat utrwalonych na plytce Petriego (ang. Immunosorbent
Dilution Plating — ISDP) {20, 64].

Gléwna wada metod serologicznych oprocz czgsto zbyt niskiej czutosci jest wy-
stepowanie reakcji krzyzowych pomigdzy przeciwcialami i bakteriami saprofity-
cznymi obecnymi w badanych probach. Powszechne stosowanie przeciwciat poliklo-
nalnych do wykrywania i identyfikacji patogenéw obniza specyficznos¢ metod sero-
logicznych [3]. Z kolei wada przeciwcial monoklonalnych moze by¢ zjawisko zbyt
wysokiej specyficznosci ktora powoduje, iz przeciwciata moga reagowac tylko z nie-
ktorymi szczepami bakterii nalezacymi do tego samego gatunku czy podgatunku [2].

Metody molekularne

W wykrywaniu i identyfikacji patogenéw roslin coraz czg¢sciej wykorzystuje si¢
metody molekularne opierajace si¢ na badaniu kwaséw nukleinowych [12, 20, 30, 38,
52]. Badania te polegaja na poszukiwaniu podobienstw 1 roznic (badanie heteroge-
nicznos$ci) w budowie poszczegdlnych genéw lub pewnych grup genéw. W identyfi-
kacji wykorzystuje si¢ geny kodujace, np. syntez¢ izoenzymow, sekwencje kwasow
nukleinowych charakterystycznych (specyficznych) dla okreslonych gatunkéw czy
podgatunkéw patogena, markery molekularne lub tzw. sondy molekularne umozli-
wiajace szybka 1 efektywna identyfikacj¢ patogena. Efektywna identyfikacja pato-
gennych organizmow czgsto zalezy od techniki pobierania zainfekowanego materiatu
10oczyszczania kwasow nukleinowych patogena [34]. Molekularne metody stuzace do
wykrywania i identyfikacji oraz réznicowania czynnikéw patogennych mozna po-
dzieli¢ na trzy gtéwne grupy: techniki oparte na hybrydyzacji kwaséw nukleinowych,
trawieniu DNA endonukleazami restrykcyjnymi i amplifikacji kwasow nukleinowy-
ch. Opracowywane s3 nowe metody molekularne bedace potaczeniem technik
molekularnych i technik serologicznych czy enzymatycznych w celu zwigkszenia
poziomu specyficznosci 1 czutosci.

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych. Metoda hybrydyzacji polega na wyko-
rzystaniu sond molekularnych (sond hybrydyzacyjnych), czyli fragmentéw kwasow
nukleinowych znakowanych izotopowo lub coraz cz¢sciej zwiazkami fluorescencyj-
nymi oraz enzymami. W pierwszym etapie przeprowadza si¢ izolacje kwasow nuklei
nowych patogena. Natywne lub poddane trawieniu enzymami restrykcyjnymi kwasy
nukleinowe rozdziela si¢ z zastosowaniem elektroforezy agarozowej lub poliakryl
amidowej, a nastgpnie przenosi si¢ na filtry nylonowe lub nitrocelulozowe. Filtry f¢
umieszcza si¢ w roztworze zawierajacym znakowane sondy molekularne, ktére hy-
brydyzuja z sekwencjami komplementarnymi obecnymi w badanych fragmentach
kwasow nukleinowych patogena. Hybrydyzacja moze zachodzi¢ pomiedzy czast
kami DNA i DNA, RNA i RNA lub DNA i RNA [20]. Jesli z filtrem zwiazana jest
czasteczka DNA, hybrydyzacje okresla sig jako typu ,,Southern”, natomiast jesli RNA
jest to typ ,,Northern” [52, 56]. Po wyplukaniu nadmiaru sondy molekularnej prze
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prowadza si¢ autoradiografie (w przypadku sond znakowanych izotopowo), badz
analizuje filtry celulozowe w s$wietle UV (w przypadku sond znakowanych
fluorescencyjnie) lub obserwuje si¢ reakcj¢ barwna katalizowana przez enzym (sondy
molekularne sprz¢zone z enzymem).

W wykrywaniu mikroorganizmow chorobotworczych roslin uprawnych stosuje
si¢ takze rozne modyfikacje opisanej powyzej klasycznej metody hybrydyzacji. Jedng
znich jest hybrydyzacja in situ (ang. Genomic in situ Hybridization — GISH ), w ktore;j
wykorzystuje sie specyficzne krotkie sondy molekularne znakowane zwigzkiem
fluorescencyjnym (ang. Fluorescent in situ Hybridization — FISH), sktadajace si¢ z
okoto 30 oligonukleotydéw komplementarnych do sekwencji genéw kodujacych 16S
1238 rRNA. Sondy te ze wzgledu na swoja wielkos¢ moga tatwo dyfundowa¢ przez
membrany i $ciany komorkowe mikroorganizmoéw, a nastgpnie hybrydyzowac zkom-
plementarnymi sekwencjami kwasow nukleinowych patogena. Obecnos¢ patogena
W preparatach przygotowanych z homogenizowanej tkanki roslinnej lub ekstraktu
glebowego mozna wykrywaé przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego.

Inna modyfikacja jest metoda hybrydyzacji kolonii (ang. Colony Blotting) wyko-
rzystywana do identyfikacji lub réznicowania czystych kultur patogenéw wyizolowa-
nych z badanego materiatu roslinnego, glebowego lub wody. Bakteryjne patogeny
Wysiewa si¢ na podtoza mikrobiologiczne, a nastepnie otrzymane kolonie przenosi si¢
na filtry nitrocelulozowe lub nylonowe wykonujac tzw. replike plytki. Kolejnym eta-
pem jest utrwalanie kolonii bakteryjnych na filtrach, przeprowadzenie lizy komorek
oraz denaturacja DNA in situ. Nastepnie prowadzi si¢ hybrydyzacje znakowanych
sond molekularnych z kwasami nukleinowymi utrwalonymi na filtrze. Ostatni etap to
“{ykonanie np. autoradiografii lub badanie fluorescencji, ktéra pozwala na identyfika-
€J€ patogena w badanym materiale.

Metody opierajace si¢ na hybrydyzacji kwasow nukleinowy-ch znalazly zastoso-
Wanie w badaniu genomowego DNA w celu okre$lenia charakterystycznych (specy-
ficznych) regionéw m.in. bakterii z gatunku E. carotovora. [nformacje tego rodzaju
Wykorzystano do opracowania specyficznych starteréw stosowanych w reakcji am-
Pllf?lkacji do identyfikacji bakterii E. c. subsp. atroseptica [71, 72]. Metode hybrydy-
2ac)l DNA-DNA wykorzystano takze do poréwnania i opisania pokrewiefistwa po-
Migdzy Szczepami nalezacymi do E. carotovora (subspecies atroseptica, betavascu-
{Of‘um, carotovora, odoriferum i wasabiae) i oraz E. chrysanthemi, E. cacticidum
i Brenr?eria paradisiaca [22]. Wada metod hybrydyzacyjnych, szczegdlnie w przy-
Padku ich wykorzystania do badania zréznicowania szczepow, moze by¢ ich niepeina
iljecyflcznoéc' zwigzana z faktem, iz proces hybrydyzacji moze czasami zachodzi¢ na-

®Lprzy czgsciowej komplementarnosci nukleotydow.
PCll:etz:kcja l.a.ﬁ?uchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction — PCR,
wan '-hase(.i) 1Jej modyfikacje. Jedna z podstawowych m.etod molekularnych stoso-
L ye d.o 1dentyfikacji lub réznicowania fitopatogendw jest PCR oraz r6zne mody-
aCje tej metody. Metoda PCR polega na powielaniu (amplifikacji) wybranych, za-
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zwyczaj specyficznych fragmentéw DNA, o przewidywanej dtugosci, w warunkach
in vitro [53] lub in situ [59]. Trzeba dysponowaé: wyizolowanym tzw. matrycowym
DNA lub proba zawierajaca materiat genetyczny czynnika patogennego (ekstrakt ro-
slinny, glebowy, woda) oraz dwoma najlepiej specyficznymi oligonukleotydami —
starterami (ang. primers), ktore zapoczatkuja powielanie sekwencji nukleotydowych
amplifikowanego odcinka DNA. Czasami do mieszaniny amplifikacyjnej dodawany
jest glicerol lub inne zwiazki niwelujace dziatanie inhibitorow polimerazy obecnych
w ekstraktach z tkanek roslinnych i gleby. Jak podaje De Boer i in. [15] zwiazek
BLOTTO dodany do mieszaniny amplifikacyjnej skutecznie niwelowat dziatanie in-
hibitorow podczas wykrywania bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica w ho-
mogenacie z bulw ziemniaka.

Stosowanie metody PCR do identyfikacji patogendw wymaga wczesniejszej zna-
jomosci specyficznych, unikatowych dla gatunku lub nawet podgatunku sekwencji
DNA. Sekwencje starterow stosowanych w identyfikacji patogenow roslin projektuje
si¢ wykorzystujac rézne grupy genoéw, np. kodujace biosynteze charakterystycznych
enzymow (liazy kwasu poligalakturonowego) czy strukturalne podjednostki ryboso-
mow 16S i 23S rRNA lub ITS (ang. Intergenic Transcribed Spacer region). Metode
PCR zastosowano do identyfikacji patogendw roslin m.in. takich jak E. carotovora
[62], E. c. subsp. atroseptica [12], E. c. subsp. carotovora [74), E. chrysanthemi [29].

Metoda PCR-RFLP (PCR-RFLP zostata opisana w dalszej cze¢sci pracy) zastoso-
wana do identyfikacji bakterii z gatunku E. carotovora zostata oparta m.in. na se-
kwencji genu z rodziny pelY [7, 57], a bakterii z gatunku E. chrysanthemi na sekwen-
cjach genow peld, pelD i pelE [44] lub pelL [29], kodujacych liazy kwasu poligalaktu-
ronowego. Analiza PCR-RFLP polimorfizmu genu recA, pozwolita na opracowanie
metody umozliwiajacej identyfikacje szeregu gatunkéw z rodzaju Erwinia i wszyst-
kich podgatunkow z gatunku Erwinia carotovora [70].

W celu identyfikacji réznych gatunkéw bakterii z rodzaju Erwinia, Toth i in. [60],
zastosowali metod¢ ITS-PCR-RFLP (ang. Intergenic Transcribed Space region)
oparta na analizie restrykcyjnej amplifikowanych regionéw zlokalizowanych pomie-
dzy genami kodujacymi 16 i 23S rDNA. Metoda ta nie pozwolita jednak na odréznie-
nie bakterii E. c. subsp. atroseptica i E. c. subsp. carotovora.

Modyfikacja klasycznej metody PCR jest,,multiplex PCR”. Technika ta polega na
zastosowaniu w tej samej mieszaninie amplifikacyjnej dwéch (lub wigcej) par starte-
row specyficznych dla dwéch patogenéw nalezacych do réznych gatunkéw lub
podgatunkéw. W takim przypadku mozliwa jest jednoczesna identyfikacja réznych
patogenow w badanym materiale (uzyskanie dwoch lub wigcej produktéw amplifika-
cji). ,Multiplex PCR” mozna tez wykorzysta¢ do wykrywania i identyfikacji bakterii
w obre¢bie jednego gatunku E. carotovora [57].

Metoda PCR jest jedna z najszybszych technik identyfikacji patogena, a jednocz¢
Snie jest metoda specyficzna i bardzo czuly. Pozwala na wykrywanie okoto 107 j.tk
w 1 ml préby. Natomiast metoda PCR w potaczeniu z tzw. preinkubacja bakterii né



Erwinia carotovora ... 63

podtozach mikrobiologicznych tzw. ,,wzbogacony” PCR (ang. Enrichment PCR,
E-PCR lub BIO-PCR) pozwala na wykrycie jeszcze mniejszej liczby mikroorgani-
zmow w badanej probie —od 30 do 70 j.t.k. w 1 ml [36]. Zwigkszenie czutosci metody
PCR mozna réwniez uzyska¢ poprzez zastosowanie ,,wewngtrznego” (,,zagniezdzo-
nego”) PCR (ang. Nested PCR). Nested PCR polega na wykorzystaniu kolejno dwéch
par starterow. Pierwsza para (zazwyczaj o niezbyt wysokiej specyficznosci) pozwala
na amplifikacj¢ dtuzszego fragmentu DNA. W kolejnym etapie stosuje si¢ druga pare
starterow amplifikujacych krétszy fragment powstatej wezesniej nici DNA. Wykry-

wanie i identyfikacj¢ z zastosowaniem Nested PCR prowadzono m.in. dla E.
amylovora.

Czulo$¢ metody PCR mozna takze zwigkszyé stosujac w pierwszym etapie tech-
nik¢ okreslana jako ,,magnetic capture”. Polega ona na specyficznym wychwytywa-
niu z zawiesin wodnych lub ekstraktéw roslinnych, catych komoérek patogena za po-
mocy przeciwcial sprzegnietych z czynnikami zelazowymi (ang. immunomagnetic
separation — IMS) lub wychwytywaniu DNA patogena poprzez stosowanie sond mo-
lekularnych zwiazanych z czynnikami magnetycznymi. Nastepnie uzyskany materiat
Wykorzystuje si¢ w tescie PCR. Zaletg stosowania tej techniki jest mozliwosé wyeli-
minowania zawartych w ekstraktach tkankowych inhibitoréw reakcji amplifikacji w
Pierwszym etapie testu. Technike ,,magnetic capture” wykorzystano w wykrywaniu
bakterii Ralstonia solanacearum i E. c. subsp. atroseptica [19, 64]

Zastosowanie klasycznej metody PCR daje mozliwos¢ szybkiego wykrycia pato-
gena, ale liczba komérek bakterii w badanej probie jest nieokreslona. Modyfikacja
meto’dy PCR majaca na celu nie tylko wykrycie, identyfikacje patogena, ale takze
qkreslenie liczby j.t.k. lub ilo$¢ DNA patogena jest ,,ilosciowy” PCR (ang. Quantita-
tive PCR - Q-PCR). Technika Q-PCR zostata opracowana dla bakterii z podgatunku
E c spl?sp. atroseptica [27]. Polega na dodaniu do badanego ekstraktu tkankowego,
Znanej liczby komérek bakterii z gatunku E. coli zawierajacych plazmid z wklonowa-
nym fragmentem DNA specyficznym dla podgatunku E. c. subsp. crroseptica. Plaz-
nmald :en qkre's'la.siq jako tzw. ,,plazmid wsp6tzawodniczacy”. Do identyfikaciji patoge-
subz osuje sig Jf:dnq parg starterow specyficznych dla bakterii z podgatunku E. c.
nios Pc- atr"?septzcg. Proc'iukt PCR amplifikowany na plazmidowym ,,wspélzawod-
DN: ym™ DNA jest krétszy o okoto 100 pz od produktu gléwnego powielanego na
Q-PC l%enomowym patogena, fakt ten umozliwia latwe ich odréznienie. Technika

Pozwala na okreslenie liczby j.t.k. bakterii w badanej probie (w przedziale od

1025 5.
ma 105tk wi ml) poprzez poréwnanie ilogci DNA amplifikowanego na bazie obu
fryc z zastosowaniem elektroforezy agarozowej [27).

PCP{\I:i Socci)stawie. danych lit.er.atu.rowych mozna stwierdzic, iz metody oparte na reakcji
siesia izl:;v ;;walajq na.odrézmeme komorek martwych i zywych. Jakkolwiek sa donie-
dacze’ ) ne DNA Jeﬁt degradowane w $rodowisku w okresie okoto 3 dni to inni ba-

Wykazali obecnogé w glebie, wolnego niezdegradowanego DNA bakteryjnego
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jeszcze po 5 miesigcach od wprowadzenia. Kolejng wada metody, PCR jest mozliwos¢
uzyskania falszywie pozytywnych wynikow w przypadku kontaminacji préb.

Zestawy diagnostyczne oparte na metodzie PCR. Techniki molekularne wyko-
rzystywane do wykrywania i identyfikacji patogenow roslin sa szybsze, bardziej spe-
cyficzne 1 czulsze niz klasyczne metody mikrobiologiczne lub serologiczne. Jednak
dos¢ wysokie koszty (komercyjne uzycie techniki PCR jest objete ochrona paten-
towa) 1 potrzeba wykonywania oznaczen przez wykwalifikowany personel przyczy-
nia si¢ do ograniczenia zastosowania metod molekularnych w masowej diagnostyce
choréb roslin. Jedyna z metod bazujacych na technice PCR jest zestaw komercyjny
Probelia™ do wykrywania bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica [21]. Powie-
lony metoda PCR, poddaje si¢ hybrydyzacji z sonda utrwalona w studzienkach ptytek
typu ELISA. Sonda jest skonstruowana w ten sposéb, aby jej wolny koniec byt kom-
plementarny tylko do jednego z konc6éw zamplifikowanego fragmentu. Nast¢pny etap
to hybrydyzacja drugiej sondy molekularnej, posiadajacej sekwencje komplementar-
ne do drugiego konca zamplifikowanego fragmentu DNA i sprzg¢zone;j z peroksydaza.
Dodanie do mieszaniny reakcyjnej substratu — tetrametylobenzydyny, powoduje
zmian¢ zabarwienia mieszaniny reakcyjnej. Odczyt wyniku nastepuje poprzez po-
miar absorpcji $wiatla badanej mieszaniny w czytniku do testu ELISA.

Identyfikacja bakterii z podgatunku E. c. subsp. atrosepticata metoda nie wymaga
izolacji DNA z czystych kultur bakterii, oznaczenia mozna wykonywac bezposrednio
zhomogenatu zakazonej tkanki. Zastosowanie sond molekularnych zwieksza czuto$¢
metody, co oznacza mozliwo$¢ wykrycia nawet bardzo matych ilosci amplifikowa-
nych fragmentéw DNA. Zaleta tej metody jest rowniez fakt, iz mozna dokonaé odczy-
tu ilosciowego bez potrzeby wykonywania elektroforezy w celu wykrycia powielane-
go produktu.

Badanie zroznicowania szczepéw bakteryjnych
nalezacych do gatunku E. carotovora

Metody pozwalajace na badanie zréznicowania pomiedzy szczepami mozn
podzieli¢ na biologiczne i molekularne.

Metody biologiczne

Do metod biologicznych mozna zaliczy¢ testy, w ktérych bada sie wiagciwosci
biochemiczno-fizjologiczne badanych szczepéw: wzrost na tzw. szeregach bioche-
micznych w wybranych podtozach mikrobiologicznych oraz testy patogeniczno$c!

prowadzone na roznych gatunkach ro$lin. Testy tego typu oméwiono w poprzedni®
rozdziale.
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Kolejng metoda jest typowanie bakteriofagami (ang. Phage Typing). Pierwszym
etapem jest selekcja bakteriofagdw specyficznych dla danego gatunku lub nawet pod-
gatunku bakterii, tj. takich ktére beda powodowac liz¢ komorek nalezacych do okre-
slonych grup taksonomicznych. Nast¢pnie badane szczepy bakterii infekuje si¢ szcze-
pami bakteriofagow. Przyktadem moze by¢ bakteriofag ¢M1 wykorzystywany w ge-
netycznej analizie bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica [63]. Technike typo-
wania bakteriofagami zastosowano do badania zréznicowania kilkudziesigciu szcze-
pow bakterii z podgatunku E. c. subsp. atroseptica nalezacych do serogrupy 1. Toth
1in. [61], zastosowali do badania zréznicowania kolekcji bakterii E. ¢. subsp. atrosep-
ticaizolowanych z terenu Europy Zachodniej test opierajacy sie na wykorzystaniu 22
szczepow bakteriofagow. Okoto 59% szczepow posiadato indywidualny profil bakte-
riofagowy, a szczepy reprezentujace grupeg inng niz serogrup I w wiekszosci przypad-
kow nie byly wrazliwe na stosowane bakteriofagi. Analiza profili pozwolila na po-
dzielenie szczepow E. c. subsp. atroseptica na dwie gléwne grupy, w obrebie ktorych
niezgodnos¢ wyniosta okoto 62%.

Natomiast Gross i in. [24] zastosowali 14 szczep6w bakteriofagéw do przebada-
nia populacji 275 szczepéw z podgatunku E. ¢. subsp. carotovora reprezentujacych
rézne serogrupy oraz 114 szczepdéw z podgatunku E. c. subsp. atroseptica nalezacych
do serogrupy I. W tym przypadku populacja bakterii E. c. subsp. atroseptica wykazata

znaczng homogennos¢, gdyz okoto 82% szczepdw reagowato identycznie z zastoso-
Wanymi bakteriofagami.

| Podobne badania przeprowadzono na 157 szczepach bakterii E. c. subsp. atrosep-
ficanalezacych do serogrupy I i izolowanych z roslin i bulw ziemniaka w Polsce [57].
Do testu wykorzystano 20 szczepow bakteriofagéw opisanych jako specyficzne dla
E-’ ¢. subsp. atroseptica i wyizolowanych przez Toth i in. [63]. W efekcie analizy wyni-
kow gzyskano 69 charakterystycznych profili bakteriofagowych. Okoto 30% nrzeba-
danej kolekcji posiadato charakterystyczny i unikalny profil bakteriofagowy.

) Typowanie bakteriofagami pozwala na opisanie zr6znicowania badanych popula-
Ci bakterii pod warunkiem dysponowania ich jednorodnymi kulturami, jest tez wy-
magz}ne posiadanie kolekeji bakteriofagéw zdolnych do lizy komérek bakteryjnych
okreslonego gatunku lub podgatunku.

Metody molekularne

9 Metody te stosu'jc.: si¢ do badania réznicowania populacji, w przypadku ktérej dys-
lwemy czystymi Jednorodnymi kulturami bakteryjnymi.

: eu&*:i(:;nie sekwencji rgpetytywnych. W DNA organizméw prokariotycznych

tano do y;Zfl_YCh "ﬁ{y§tqpuja‘ §ekwenc1e repetytywne (powtargalne), ktdre wykorzys-

Warzal : ania zroznicowania genetycznego .patogenc')w ros’hr} metoda rep-PCR (po-

dromic SePOZagenowe sekwencje palindromiczne ang. Repetitive Extragenic Palin-

quence —PCR) [68]. Wsréd ewolucyjnie konserwowanych sekwencji repe-

5«
p““le nauk
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tytywnych rozrzuconych po calym genomie wyrdznia si¢ sekwencje typu: BOX —
boxA (57 pz), boxB (43 pz) i boxC (50 pz) [42], powtarzalne migdzygenowe sekwen-
cje, o dlugosci okoto 124-127 pz, charakterystyczne dla bakterii zrodziny Enterobac-
teriaceae ang. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus lub Intergenic Repeat
Units ERIC (IRUs) [55, 68] 1 REP (PUs) — (ang. palindromic units) dtugosci okoto 38
pz [26, 68]. Startery komplementarne do sekwencji repetytywnych powielajg rdzne;j
dhugosci fragmenty DNA. Po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego powie-
lonych produktéw uzyskuje si¢ rozne profile genetyczne (ang. DNA fingerprinting)
dla poszczegolnych szczepow bakterii.

Badania zréznicowania genetycznego bakterii E. c. subsp. atroseptica z zastoso-
waniem starteroOw komplementarnych do sekwencji repetytywnych typu ERIC wska-
zaly, 1z badane mikroorganizmy nalezaty do trzech grup genetycznych, wsrod ktérych
jedna byla reprezentowana az przez okoto 77% badanej populacji [61]. Zdaniem Toth
11n. [61], pomimo wspomnianej mozliwosci wykorzystania metody ERIC do odréz-
nienia dwoch podgatunkow bakterii E. c. subsp. atrosepticai E. c. subsp. carotovora,
technika ta nie jest wystarczajaca do badania zréznicowania genetycznego bakterii
E. c. subsp. atroseptica ze wzglgdu na niewielkie réznice pomiedzy poszczegolnymi
profilami.

Badania z uzyciem testu ERIC-PCR wykonano takze dla 128 polskich izolatow
E. c. subsp. atroseptica pochodzacych z kolekeji Zaktadu Ochrony i Biotechnologii
Roslin, Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i AMG w Gdansku
(ZOBR) [57]. W tym przypadku wyr6zniono 37 profili ERIC charakterystycznych dla
badanego podgatunku bakterii. Metoda ERIC-PCR jakkolwiek pozwala na obserwa-
cj¢ zroznicowania genetycznego w obregbie E. c. subsp. atroseptica to jednak ze
wzgl¢du na potrzebe analizy licznych produktéw PCR (nie zawsze tatwych do zaob-
serwowania) jest trudnym do zastosowania narz¢dziem w opisywaniu genetycznej
zmiennosci izolatow reprezentujacych ten podgatunek. Nalezy takze podkresli¢, iz
nowoczesne 1 bardzo zaawansowane komercyjne programy komputerowe do analizy
profili genetycznych s narzgdziem utatwiajacym stosowanie omawianej metody. Po-
waznym jednak ograniczeniem jest wysoka cena takiego oprogramowania.

Reakcja lancuchowa polimerazy z arbitralnie wybranymi starterami (ang.
Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD, Random Primed PCR), (ang.
Arbitrarily Primed PCR-AP-PCR )i (ang. DNA Amplification Fingerprinting -
DAF). W metodzie RAPD wykorzystuje sig krotkie, zazwyczaj 10-cio nukleotydowe
startery o losowych sekwencjach [73]. Stosujac metode RAPD do zbadania zréznico-
wania genetycznego szczepow nalezacych do okreslonych gatunkéw czy podgatun-
kow musimy koniecznie dysponowaé DNA wyizolowanym z czystych kultur patoge-
na. Technika RAPD nie wymaga natomiast posiadania szczegétowych informacji na
temat sekwencji DNA badanego mikroorganizmu, poniewaz stosowane startery s
z definicji przypadkowe. Zastosowanie bardzo krétkich starteréw pozwala na przy-
taczanie startera do sekwencji komplementarnych w obrebie catego genomu. W meto-
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dzie RAPD stosuje si¢ pojedyncze startery, ktore powielaja odcinki DNA posiadajace
konce komplementarne do zastosowanego startera.

W reakcji typu AP-PCR stosowane sa nieco dluzsze startery (okolo 20 pz). Profil
powielanych produktow jest bardziej skomplikowany niz uzyskiwany w metodzie
RAPD. Pierwsze cykle reakcji charakteryzuja si¢ niska temperatura wigzania star-
teréw lub wysokim stezeniem jondw magnezu. W tych warunkach dochodzi do
przylaczania si¢ starteréw do duzej liczby komplementarnych do nich sekwencji,
a nast¢pnie powielenia odcinkow migdzy przylaczonymi starterami. Po podwyzsze-
niu temperatury wigzania starteréw w kolejnych cyklach, nastepuje amplifikacja
produktéw uzyskanych w wyniku pierwszych cykli.

Trzecim typem metody jest reakcja DAF. W reakcji typu DAF przy niskiej tem-
peraturze wigzania stosowany jest krotki starter (5—8 pz) w stezeniach 10-krotnie

wyzszych niz w technikach RAPD i AP-PCR, a stopien skomplikowania profilu jest
bardzo wysoki.

Rozne odmiany opisanych powyzej strategii powielania fragmentéw DNA ze
wzgledu na wielokrotna i przypadkowa nature miejsc docelowych dla starteréw i am-
pliﬁkach szeregu produktdw okresla si¢ mianem Multiple Arbitrary Amplicon Profi-
ling ~ MAAP. Metody MAAP zastosowano do roznicowania patogendw z podgatun-
ky: E. c. subsp. atroseptica i E. c. subsp. carotovora [40, 45]. Maki-Valkama i Karja-
lainen [40], po zastosowaniu tej techniki do badania zréznicowania genetycznego
Slfzepéw E. c. subsp. atroseptica wyizolowanych z terenu Finlandii stwierdzili, iz
Zroznicowanie genetyczne badanej populacji jest znaczne. Metoda RAPD z startera-
mi OPB-07, OBP-11 191300 (startery komercyjne, Operon Co.) zostala rowniez za-
stosowana przez Toth i in. [61], do badania zr6znicowania genecycznego izolatéw
E c. subsp. atroseptica izolowanych w krajach Europy zachodniej, takze ci badacze
Stwierdzili duze zréznicowanie badanej populacji bakterii. W przypadku badan prze-
Prowadzonych w Polsce najwigksze zroznicowanie polskich izolatéw E. c. subsp.
atroseptica otrzymano w wyniku reakcji PCR z zastosowaniem startera OPB-07 [57].

e ::nagza f'estrykc.yjna prodflktéw reakcjilancuchowej polimerazy (ang. Poly-
FLb lseb hain Reactlon-. Restriction Fragment Length Polymorphism - PCR-R-
i t: hC.le.a.lved Amplified Polymorphic Sequences — CAPS. PCR-RFLP faczy
restrykg niki: Powne’lame fragmentu DNA, a nast¢pnie trawienie kilkoma enzymami
ke OYJH);ml. Wzor otrzytpany po elektroforezie uzyskanych produktéw amplifi-
lif Pozwala na identyfikacje patogena oraz zbadanie zréznicowania w obrgbie am-
Plifikowanego fragmentu DNA.
Metode PCR-
198 szczepow E

SZym eta 1€ powi
lekty P1e powi

RFLP zastosowano w celu zbadania zréznicowania genetycznego
¢. subsp. atroseptica wyizolowanych z terenu Polski [57]. W pierw-
ronon elano fragment genu z rodziny pel Y, kodujacego liazg kwasu poliga-
Cyinymi. Alu%()}’!{a nastgpnie uzyskany proc.iukt trawiono czterema enzymami restryk-
kWaliﬁk;) wan,' aell, H{)aII, Sau3al. Analiza otrzymanych wynikéw pozwolila na za-

1€ 8zczep6éw do dwéch grup charakteryzujacych si¢ odmiennymi profi-
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lami restrykcyjnymi. Darrasse 1 in. [7], ktdrzy przebadali populacj¢ 32 szczepdéw E. c.
subsp. atroseptica pochodzacych z Francji, Holandii, Niemiec, Peru, Szwajcarii,
USA 1 Wielkiej Brytanii takze stwierdzili, 1z naleza one do dwoch grup RFLP. Stwier-
dzono, ze w obu badanych populacjach wyst¢gpowaty nie tylko te same grupy RFLP,
ale profil I byt dominujacy i charakterystyczny dla prawie 80% badanych izola-
tow[57].

Analiza wynikow uzyskanych metoda PCR-RFLP sugeruje, iz bakterie E. c.
subsp. atroseptica stanowig grupe malo zréznicowana. Nalezy podkreslié, iz badania
polimorfizmu fragmentu genu recA kodujacego rekombinaze, rowniez wykazaly wy-
stgpowanie tylko dwoch specyficznych grup RFLP w populacji bakterii z tego podga-
tunku [70]. Natomiast E. c. subsp. carotovora i gatunek E. chrysanthemi charaktery-
zowaly si¢ duza zmiennoscia sekwencji genu recA, w przypadku E. c. subsp. caro-
tovora wyrdzniono 18 profili restrykcyjnych, a w przypadku E. chrysanthemi 15 cha-
rakterystycznych profili PCR-RFLP [70].

Amplifikacja fragmentow restrykcyjnych (ang. Amplified Fragment Length
Polymorphism — AFLP; Selektywna amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych -
ang. Selective Restriction Fragment Amplification — SFRA). W pierwszym etapie
DNA trawione jest dwoma enzymami restrykcyjnymi: pierwszym trawiacym z duza
1 drugim — z malg czestotliwo$cia. Nastgpnie do uzyskanych fragmentow DNA
dotacza sig¢ (proces ligacji) tzw. adaptery czyli dwu-niciowe DNA, zawierajace se-
kwencj¢ rdzeniowgq i sekwencj¢ nukleotydow rozpoznawanych przez dana restrykta-
z¢. W oparciu o sekwencje adapterow projektuje si¢ startery powielajace fragmenty
DNA. Kolejnym etapem metody AFLP jest powielanie DNA z uzyciem zaprojekto-
wanych starteréow [69].

W metodzie AFLP ilo$¢ powielanych fragmentéw zalezy zarowno od wiasciwo-
sci badanego genomu jak réwniez od zastosowanych enzymow restrykcyjnych i licz-
by nukleotydow w czgsci selekcyjnej starteréw (im wigcej nukleotydéw, tym mnie;j
powielanych fragmentdw i tym samym wigksza specyficznosé testu).

Metoda znalazta zastosowanie m.in. w badaniu zréznicowania genetycznego

E. carotovora [16]. Do badan uzyto cDNA szczepéw E. c. subsp. atroseptica i E. c.
subsp. carotovora.

Podsumowanie i perspektywy

Z przeprowadzonego w niniejszej pracy przegladu metod stuzacych do wykrywa-
nia, identyfikacji i badania metod zréznicowania genetycznego E. carotovora wyni-
ka, 1z w chwili obecnej dysponujemy szeroka gama metod immunologicznych i mole-
kularnych pozwalajacych na wykonanie tych zadan. Dobér metody zalezy od celu ba-
dan i wymaganej specyficznosci i czuto$ci wynikéw. Lepsze poznanie zréznicowania
bakterii z obrgbie danej populacji pozwala na zastosowanie prostszych metod do wy-
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krywania bakterii. W krajach, w ktérych, ponad 90% stanowi serogrupa I E. c. subsp.
atroseptica, test ELISA z przeciwciatami specyficznymi dla tej serogupy jest testem
speiniajacym oczekiwania producentéw ziemniakéw. W Polsce do wykrywania tego
podgatunku niezbedne jest zastosowanie testow serologicznych z dodatkowymi prze-
ciwciatami badz metod opartych na reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla pod-
gatunku E. c. subsp. atroseptica [70].

Obecnie do wykrywania i identyfikacji patogendéw roslin opracowuje si¢ nowe
wersje testow serologicznych w formie paska nitrocelulozowego, na powierzchni kté-
rego umieszcza sig specyficzne przeciwciata mono- lub poliklonalne [8, 20]. Opraco-
wane i skomercjalizowane przez Central Science Laboratory (York, UK) oprzyrzado-
wanie pozwala na przeprowadzenie badania bezposrednio na polu uprawnym.
Dostgpnych jest kilka zmodyfikowanych i uproszczonych komercyjnych testow
okreslanych ogélnie jako ang. Lateral-Flow Assays/Devices (LFD) czy ang. Rapid
Immunofilter Paper Assays (RIPA). Testy te opracowano przede wszystkim do iden-
tyfikacji wirusowych patogenéw roslin [8]. Komercyjne testy LFD opracowano takze
dla bakterii z gatunku R. solanacearum i Xanthomonas sp. (www.pdiag.cls.gov.uk).

Testem, ktory moze by¢ wykorzystywany w masowym wykrywaniu i identyfikac;ji
patogen6w jest PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR, Fluorogenic PCR).
Technika ta polega na hybrydyzacji amplifikowanego DNA z sonda molekularng
potaczong z barwnikiem. TagMan PCR zastosowano juz do identyfikacji bakterii z ga-
tngu R. solanacearum w ekstrakcie z ziemniakow, a czulo$é testu okreslono na
10°j.tk. w 1 ml [61 ]. Obecnie realizowany jest projekt Port Check, w ktérym uczestni-
czy takze zesp6t, zmierzajacy do wykorzystania przenosnego aparatu do Real-Time
PCR do wykonywania testéw bezposrednio w polu (www.portcheck.eu.com).

Nowe mozliwosci stwarza coraz czgsciej stosowana cytometria przeptywowa
(ang. Flow Cytometry — FCM), bazujaca na zastosowaniu zwiazkéw fluorescencyj-
nych i specyficznych przeciwciat do wykrywania i identyfikacji patogenow roslin.
Metoda.ta pozwala na odr6znianie zywych i martwych komérek bakterii, a takze wy-

anie infekcji latentnych, czyli wykrywanie zywych komérek, ktére w dane;j
chwili nie dzielg si¢, badz dziela sie bardzo wolno, a w efekcie r.ie powoduja objawow
Chorobowych [50]. Metoda FCM z zastosowaniem specyficznych przeciwcial mono-

lOnalnych znalazta zastosowanie w identyfikacji X. ¢. pv. campestris, R. solanace-

arum [6, 65].
. Pﬁ.cyzyjne wykrywanie pa.togenéw roslin stwarza technologia okreslana jako
o géa.ulcr(?array technolo’gy' (I}/Ilcroc'hip:s) [39]. Polega ona na zastosowaniu réznego
branej) Sleill(ll(l‘opiytek - no$nikow tak.lch jak: mem.brar.ly nylonowe (ang. Nylon Mem-
Porus i\/Iet lar(l)e plytkl (ang. QIass sll.de) czy speqaln{e. skonstruowane podloza (gng.
0 ukleotyda( dxll((‘ile)’ na pow1erzchr.u.kt6rych 1m11210b11’120wane sq spf:cyﬁczne ohg_o-
szonym W};nf) 1 k.u.set do okc?%o .mlhona na 1 em?), ktére hybrydyzuja z DNA zawie-
te} technulq leszaninie reakcy:me.J . Obecnie pr.gwadzor.1§ sq prace nad zastosowaniem
gl do wykrywania i identyfikacji bakterii z gatunku R. solanacearum
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1 C. michiganensis subsp. sepedonicus oraz E. carotovora subs. atroseptica i Erwinia
chrysanthemi. Zesp6t Zaktadu Ochrony i Biotechnologii Roslin uczestniczy w pro-
jekcie (www.cost853.ch) zmierzajacym do wykorzystania zmiennosci w obrebie se-
kwencji tzw. houskeeping genes (recA, gyrA, gyr B, rpoS) do opisania oligonukleoty-
dow przydatnych do wykorzystania w microchipach do wykrywania patogenow
ziemniaka.
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Methods for detection, identification
and differentiation of the bacteria
Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum)

Key words: Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum), genetic
differentiation, soft rot

Summary

The species Erwinia carotovora (Pectobacterium carotovorum) consists of sev-
eral subspecies of gram-negative, non-spore-forming, peritrichous, fermentative
rod-shaped bacteria and belongs to the Enterobacteriaceae family. E. carotovora
causes highest losses of agricultural crops, vegetables and fruits of which the potato is
economically most important. The prevention and control strategies for this danger-
ous .bacterial pathogen is possible only through application of early and efficient de-
tection and identification methods. Biochemical, serological and molecular methods
suitable for the diagnosis of the pathogen were described. Application of several
methpds, including molecular markers, for genetic differentiation of the bacteria be-
longing to the same species or subspecies was also presented.



