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WSTEP

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Spieckermann & Kotthoff, 1914) Davis
I in. 1984 (Cms) jest bakterig chorobotworcza dla roslin i sprawcg choroby zwanej bakterioza
pierScieniowg ziemniaka. Rodzaj Clavibacter pierwotnie zaproponowany przez Davisa i in.
(1984) zawieral sze$¢ gatunkdéw patogenow roslin: Clavibacter michiganensis, Clavibacter
iranicum, Clavibacter rathayi, Clavibacter toxus, Clavibacter tritici i Clavibacter xyli. W
styczniu 2018 roku Li i wspotpracownicy zaproponowali na tamach Interantional Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology nowg klasyfikacje taksonomiczng bakterii
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus do rangi nowych gatunkow. Obecnie bakterie
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus stanowig odrebny gatunek: Clavibacter
sepedonicus (Xiang Li i in., 2018)

Bakterioza pierScieniowa ziemniaka ze wzgledu na ogromne straty w produkcji
ziemniakow posiada status choroby kwarantannowej w Unii Europejskiej i podlega
ustawowemu obowigzkowi zwalczania (Smith i in., 1997). W przypadku wykrycia tej choroby
podejmowane sg z urzedu dziatania administracyjne, okreslone w ustawie z dnia 18 grudnia
2003r. o ochronie roslin (Dz. U. z 2004r. Nr 11, poz. 94, ze zm.) i W rozporzadzeniu Ministra
Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi z 26 kwietnia 2017r. w sprawie szczegotowych sposobow
postepowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprzestrzeniania si¢ bakterii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Dz. U. Nr 1, poz. 911). Stwierdzenie wystepowania
bakteriozy pierscieniowej na plantacji ziemniaka skutkuje dyskwalifikacja plantacji,
nalozeniem kwarantanny na producenta, a w dalszej konsekwencji zakazem eksportu
I dystrybucji ziemniakow wewnatrz kraju. Producenci z tego tytutu ponosza niejednokrotnie
dotkliwe straty gospodarcze. Poza fizycznymi stratami materialnymi wigze si¢ to dodatkowo z
restrykcjami prawnymi skutkujagcymi czesto kwarantanng przedsigbiorstw produkujacych
ziemniaki, co w konsekwencji prowadzi do ich bankructwa (Rich, 1983).

Bakterioza pierscieniowa ziemniaka jest szeroko rozpowszechniong w §wiecie choroba
wywolywang przez organizmy szkodliwe z klasy patogenéw kwarantannowych. Choroba ta
rozpowszechniona jest w 31 Kkrajach na 5 réznych kontynentach (Elphinstone, 2004). Po raz
pierwszy bakterioza pierscieniowa zostata wykryta i opisana w 1906 roku w Niemczech przez
Spieckermanna. Jej obecnos¢ stwierdzono rowniez W wielu innych krajach takich jak: Stany
Zjednoczone, Ameryka Polnocna, Chiny, Kraje Europy potnocnej tj. Finlandia, Irlandia,
Norwegia, Szwecja, Wielka Brytania 1 Kraje baltyckie, Kraje Europy Potudniowej tj. Cypr,
Kreta, Hiszpania, Kraje Europy Zachodniej tj. Austria, Francja i Holandia oraz Kraje Europy
Wschodniej tj. Rosja (Baribeau, 1948; Massaer i in.,2014; Jorstad i in., 1932; Olsson, 1976).

W Polsce w latach 1998 i 2000 wystepowanie tej choroby stwierdzono we wszystkich szesnastu
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wojewodztwach. Za wolne od tego Cms sg obecnie uwazane Wtochy, Rumunia, Stowenia,
Stowacja, Irlandia, Luksemburg, Wegry i Portugalia jak rowniez Australia (Elphinstone, 2004).

Bakterioza pierScieniowa jest niezwykle trudna do wyeliminowania. Wyniszczenie
bakteriozy pier§cieniowej ziemniaka, a Scislej czynnika sprawczego w 100% jest w zasadzie
nieosiggalne. O pelnym wytepieniu czynnika sprawczego bakteriozy pierScieniowej nie moze
moéwi¢ zaden z powyzej wymienionych krajow, gdzie wystapita choroba. Wytlumaczenia
nalezy szuka¢ w fakcie wystgpowania bakteriozy pierscieniowej W systemie produkcji na
niskim poziomie 1 bezobjawowe porazenie bulw tg bakteria. Warto zaznaczy¢, ze
wystepowaniu choroby w Polsce sprzyja struktura sektora ziemniaczanego o bardzo duzej
liczbie producentéw ziemniaka i1 niekorzystnej strukturze uprawy, charakteryzujacej si¢
niewielkimi obszarowo plantacjami ziemniaka w produkcji towarowej. Ponadto, w Polsce
nadal stosuje si¢ tradycyjne metody do obsadzania plantacji towarowych i przydomowych
polegajace na wykorzystywaniu sadzeniakow z wlasnej produkcji, co skutkuje niska
wymienialno$cig kwalifikowanego materialu nasiennego, a to w konsekwencji sprzyja
rozprzestrzenianiu si¢ bakteriozy pierScieniowej. Patogen wywotujacy t¢ chorobe,
gdziekolwiek wystepuje, stwarza ogromne zagrozenie dla hodowli i nasiennictwa oraz utrudnia
krajowy obrot ziemniakiem. Wyeliminowanie ognisk bakteriozy jest trudne glownie z powodu
braku dostatecznie czutych metod jej detekcji i identyfikacji oraz czgstego wystgpowania tej
choroby w formie latentnej (utajonej) (Ciampi i in., 1981; Notle, 2005; Zielke i Naumann,
1984). Do tej pory nie opracowano skutecznych metod kontroli zakazen ziemniakow bakteria
Cms ani tez nie wyhodowano odmiany ziemniaka odpornego na wywotywang przez nia
chorobe. Rutynowe metody detekcji takie jak test immunofluorescencji (IF) oraz test posredniej
immunofluorescencji (IFAS) przy zastosowaniu przeciwciat poliklonalnych i monoklonalnych
nie sg dostatecznie czute. W dalszym ciagu poszukiwane sg skuteczne metody szybkiej detekcji
i identyfikacji bakterii Cms. Informacje dotyczace struktury i réznorodnosci populacji Cms sg

niezb¢dne w opracowaniu najefektywniejszej metody wykrywania i zwalczania tego patogena.

ZALOZENIA I CEL PRACY

Jak dotad niewiele wiadomo o zmienno$ci genetycznej, w tym zmiennosci cech
chorobotworczych populacji  bakterii  Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
wystepujacej w naszym kraju. Poszerzenie wiedzy dotyczacej struktury genetycznej populacji
Cms, pomogloby okresli¢ poziom zmienno$ci zdolnosci chorobotworczych w populacji
patogena 1 wynikajacego stad zagrozenia dla uprawy ziemniaka w r6znych regionach kraju. Co
wigcej, uzyskane wyniki mogly by sta¢ si¢ cennym zrodtem informacji przydatnych do

stworzenia efektywnej strategii lokalizacji plantacji ziemniaka przyczyniajacej si¢ do
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ograniczania wystgpowania bakteriozy pierscieniowej na tej roslinie w Polsce.
Dlatego za cel gléwny pracy postawiono zbadanie zakresu zmienno$ci genetycznej
1 zmienno$ci cech chorobotworczych izolatow Cms zebranych w roéznych regionach
geograficznych Polski 1 odniesienie uzyskanych wynikow do danych w $§wiatowej literaturze
przedmiotu.
Cel glowny pracy zostal osiagniety w wyniku realizacji nastgpujacych celow
czastkowych:
1.  zalozenie roboczej kolekcji izolatow bakterii z podgatunku Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms).pozyskanych z plantacji ziemniaka na terenie kraju,
2.  okreslenie zréznicowania patogenicznos$ci zebranych izolatéw Cms, w stosunku do roslin
baktazana (testy biologiczne).
3. okreslenie zakresu zmienno$ci zebranej w Polsce populacji izolatow bakterii Cms
z wykorzystaniem:
- biotestow na patogenicznos¢ izolatow Cms,
- testow biochemicznych,
- testow molekularnych na bazie fancuchowe;j reakcji polimerazy (ang. polymerase

chain reaction — PCR).

MATERIALY 1 METODY

Metodyka badan

Wszystkie prowadzone badania poprzedzajace zréznicowanie izolatow Cms oparte byty
0 ponizej przedstawiony schemat obrazujacy procedur¢ badania diagnostycznego, ktorego
celem byto wykrycie i identyfikacja bakterii Clavibacter michiganensis (Smith) Davis i in.
subsp. sepedonicus (Spieckermann et Kotthoff) Davis i in. (Rys. 1).
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C.m. subsp. sepedonicus C.m. subsp. sepedonicus

Rys. 1. Schemat wykrywania i identyfikacji bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus w probach
zakazonych bulw i roslin ziemniaka.

Material bakteryjny

W badaniach wykorzystano dwiescie izolatow bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus pozyskanych z szesnastu Wojewoddzkich Inspektoratow Ochrony Roslin
i Nasiennictwa (WIORIN), pochodzacych z polskiej kolekcji zebranej w latach 2005-2013
w Radzikowie. Do badan witaczono réwniez szczep wzorcowy Cms BPRIOR 527, najcze$ciej
stosowany do badan w polskich laboratoriach pochodzacy z Banku Patogendéw Roslin Instytutu
Ochrony Roslin oraz 5 izolatéw zagranicznych: NCPPB 3324 — izolat pochodzacy
z Belgii, NCPPB 3917 — izolat pochodzacy z Kanady, NCPPB 2416 — izolat pochodzacy
z Belgii, LMG 6385 — izolat pochodzacy z Norwegii, LMG 2889 — izolat pochodzacy
z Kanady. Do hodowli i izolacji bakterii Cms wykorzystano podtoza potselektywne: MNTA
i NCP-88 oraz podtoza wzrostowe: YPGA oraz YGM. Bakterie Cms hodowano na statych
podtozach w temperaturze 23°C w cieplarce laboratoryjnej. Kultury bakteryjne utrzymywano
na skosach w temperaturze 4°C.

Material roslinny

Roslinami bioindykatorowymi w testach biologicznych byly rosliny baktazana (Solanum
melongena L, odmiana Black Beauty). Nasiona baktazana przed wysiewem do kuwet,

zaprawiono grzybobdjczym preparatem miedzianu 50 WP. Siewki czternastodniowe w fazie
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rozwinigtych li§cieni, wysadzono po 1 sztuce do doniczki o wymiarach 90 mm x 90 mm x 100
mm (d}. x szer. X wys.) napetnionej ziemig wymieszang z perlitem (1:20). Po uptywie okoto 14
dni od przesadzenia, gdy co najmniej dwa, lecz nie wigcej niz trzy liscie byly
w pelni rozwinigte, rosliny zakazano zawiesinami bakterii Cms. Przez caty czas trwania
doswiadczenia ro$liny hodowano w komorze fitotronowej w temp. 21-24°C, przy 14 godz.
o$wietleniu o natezeniu 2000 lux.

Test IFAS (test immunofluorescencji posredniej)

W te$cie immunofluorescencji posredniej wykorzystano gotowe przeciwciata poliklonalne
i monoklonalne zakupione w firmie LOEWE. Test IFAS prowadzono dla 200 izolatow bakterii
Cms wlaczajac rowniez kontrole pozytywna. Dla wszystkich badanych izolatoéw przygotowano
seri¢ dziesigciokrotnych rozcienczen (10x, 100x, 1000x) w buforze PBS 0,01M pH 7.2., ktore
w ilosci 20pl nanoszono na szkietka wielopunktowe. Preparaty przegladano pod
powiekszeniem 100x w mikroskopie fluorescencyjnym typu Nikon E600.

Testy patogenicznosci

W celu oceny wirulencji badanych 200 izolatow Cms oraz dla potwierdzenia koncowe;j
diagnozy obecno$ci bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus w materiale
ro$linnym prowadzono testy patogenicznos$ci na roslinach indykatorowych — baktazanach
(Solanum melongena). Doswiadczanie prowadzono w komorze fitotronowej w $cisle
kontrolowanych warunkach §wiatla, wilgotnosci 1 temperatury. Siewki baklazana w stadium
trzeciego liscia, inokulowano zawiesinami bakterii Cms o koncentracji 10® jtk/ml. Wykonano
jednocze$nie kontrole negatywng inokulujac siewki baktazana woda destylowang. Rosliny
inkubowano przez 40 dni. Oceng¢ stopnia porazenia roslin prowadzono po 12, 24 1 36 dniach od
dnia inokulacji. Réwnolegle prowadzono rowniez oceng¢ fotograficzng dla wybranej zakazone;j
rosliny baktazana, w celu monitorowania rozwoju patogenicznosci kazdego izolatu z osobna.
Doswiadczenie przeprowadzono na trzech ro$linach dla kazdego izolatu w trzech
powtorzeniach. Objawy choroby oceniono wedhlug pigciostopniowej skali Stead’a i Janse
(2000).

Testy biologiczne

W celu okre§lania charakterystyki fenotypowej 200 izolatow bakterii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus przeprowadzono szereg testow biochemicznych
i fizjologicznych. Wyboru prowadzonych testow dokonano zgodne z zaleceniami zawartymi w
Dyrektywie Komisji 2006/56/WE z dnia 12 czerwca 2006 r. w sprawie zwalczania bakteriozy
pierScieniowej ziemniaka

Izolacja bakteryjnego DNA

Izolacje bakteryjnego DNA przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Easy — DNA TM
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(Invitrogen) postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Koncentracja i czysto$¢ uzyskanego
DNA okreslono spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy 260 nm
1 280 nm (Thermo Scientific NanoDrop 1000 spektrofotometer). Tak uzyskane DNA stosowano
w analizach PCR MP i VNTR.

Analiza PCR MP (PCR Melting Profile)

Metoda PCR MP scharakteryzowano 50 izolatow bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus rdéznigcych si¢ stopniem patogenicznosci W stosunku do roslin baklazana.
W analizie PCR MP wykorzystano 5 enzymow restrykcyjnych rozpoznajgcych sekwencje
cztero i szeScionukleotydowe: Apl, Pstl, Hindlll, BamHI i Xmal.

Analiza VNTR (zmienna liczba tandemowych powtorzen)

Wykorzystujac analiz¢ VNTR scharakteryzowano 50 izolatow bakterii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus roéznigcych si¢ stopniem patogeniczno$ci w stosunku do
ro$lin baktazana. Wyszukanie w bazie danych sekwencji repetytywnych w genomie bakterii
Cms nastgpito za pomoca programu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool). Do
analizy wybrano niewielkie fragmenty sekwencji powtarzajace si¢ w genomie w niewielkiej
liczbie kopii. W wyborze fragmentow VNTR kierowano si¢ tym, aby mozliwe byto
zaobserwowanie  zroznicowania  wielkoSci  amplifikowanych  fragmentéw  DNA
w elektroforezie w zelu agarozowym. Reakcje PCR prowadzono dwukrotnie w dwoch
termocyklerach celem oceny powtarzalno$ci otrzymanych wynikow.

Analiza produktow amplifikacji DNA

Produkty amplifikowane w wyniku przeprowadzonych reakcji PCR z uzyciem specyficznych
starterow sprawdzono na 1,5% zelu agarozowym i1 prowadzono elektroforeze przy 150V przez
1h w buforze TBE (pH=8). W przypadku reakcji MP PCR rozdziatu dokonywano na 2% zelu
agarozowym a elektroforez¢ prowadzono przy 120V przez 4 godziny i 45 minut. Natomiast w
przypadku analizy VNTR rozdziat produktéw prowadzono na 1,5% zelu agarozowym przy
napieciu 100V przez 4 godziny. Zele wybarwiano przez 5 min. w bromku etydyny (10 mg/ml)
a nastepnie odbarwiano przez 40 minut w dH20. Obraz rozdziatu elektroforetycznego
sfotografowano na transiluminatorze UV za pomocg Kodak Gel Logic 200 Imagine System
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY 14650, USA), wykorzystujac do tego program
Kodak Molecular Imaging Software, Version 4.0 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY
14650, USA). Wszystkie doswiadczenia analizy molekularnej przeprowadzono na
termocyklerach Mastercycler EP gradient.

Analiza danych statystycznych

Analiza danych opierata si¢ na podstawowych testach statystycznych tj. analiza wariancji oraz

procedurze Tukey’a. Porownywano stopien wirulencji 200 izolatéw bakterii Cms oraz wplyw
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mukoidalno$ci izolatow bakterii Cms na stopien porazenia kazdego z liSci baklazana Za
pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji badano zwigzek patogeniczno$ci izolatow bakterii
Cms w zaleznosci od roku ich wyizolowania oraz miejsca pochodzenia. Badano réwniez postgp
rozwoju choroby na poszczegolnych lisciach, odrebnie dla kazdego izolatu w trzech r6znych

okresach oceny.

WYNIKI

Identyfikacja bakterii Cms

Wstepna identyfikacja fenotypowa (morfologia komorek i ich barwienie metodg Grama,
morfologia kolonii na podtozu wzrostowym, mukoidalnos$¢) zakwalifikowata wszystkie 200
badanych izolatow do podgatunku Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.
Identyfikacja z zastosowaniem techniki PCR z uzyciem starterow gatunkowo-specyficznych
PSA-1i PSA-R rowniez data wyniki pozytywny dla wszystkich badanych izolatoéw Cms, gdyz
wszystkie one daty produkt amplifikacji 502pz, charakterystyczny fragment dla Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus. Charakterystyka morfologiczna na postawie obserwacji
mikroskopowych preparatéw IFAS wykonanych z zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych
1 monoklonalnych stwierdzono pozytywna reakcje dla 200 badanych izolatéw bakterii Cms,
gdyz wszystkie obserwowane kolonie bakteryjne morfologicznie (ksztaltem i wielko$cia)
odpowiadaty ogoélnie przyjetej charakterystyce kolonii bakterii Cms.

Testy Biochemiczne

Testy biochemiczne zastosowane w badaniach wlasnych okazaly si¢ malo skuteczne
w zroznicowaniu bakterii z podgatunku Cms, gdyz nie pozwolily na ustalenie takiej
wlasciwosci biochemicznej, ktora odrozniataby od siebie izolaty tej bakterii. Wszystkie 200
izolatéw Cms cechowato si¢ do$¢ zréznicowanymi wlasciwosciami biochemicznymi, ktore w
zaden sposob nie korelowalty z ich pochodzeniem geograficznym, mukoidalno$cia
i zmienno$cig genetyczng. Wyniki analizy biochemicznej przedstawiono w systemie binarnym
z wykorzystaniem Programu Bionumerix. W analizie zastosowano prosty w odczycie algorytm
klasteryzacji UPGMA a do poréwnania uzyto binarnego wspotczynnika korelacji Dice-a [Fot.

1].
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Fot. 1. Analiza binarna wynikdw testow biochemicznych

patogenicznos¢; A-najbardziej patogeniczne, B-érednio patogeniczne, C- najmniej patogeniczne).

Testy biologiczne (testy patogenicznosci na roslinach baklazana) prowadzone dla 200

izolatow bakterii Cms

Wiyniki testu patogeniczno$ci wykonanego dla 200 izolatow bakterii Cms ujawnily ich duze

zroznicowanie pod wzgledem wirulencji. W tescie tym jako podstawe zroznicowania izolatow

przyjeto tempo ich wzrostu in planta oraz produkcje czynnikéw wirulencji indukujgcych

wigdniecie w warunkach kontrolowanych. lzolaty Cms istotnie réznity si¢ pod wzgledem

nasilenia objawdw chorobowych na roslinach baktazana, co zobrazowano poprzez wykonanie

oceny fotograficznej porazonych roslin dla kazdego z trzech okresow oceny. Rosliny kontrolne

inokulowane dH.O pozostaly bezobjawowe.

Genetyczny polimorfizm 50 izolatow Cms ujawniony przez PCR MP oraz VNTR

Analiz¢ badanej grupy 50 izolatow bakterii Cms wykonano technika PCR MP oddzielnie dla 5

enzymow restrykcyjnych, z czego dla enzymu BamH]1 analiz¢ wykonano dla dwoch gradientow

temperatur denaturacji (90-92°C i 91-93 °C) [Fot. 2, Zalacznik 1].



EEEEE--E

[ Y

BamHI (91-93°C)
T i

- 5 E

H Ay §E
S RN I T

e
EEREREIRS

y T
Fot. 2. Profil elektroforetyczny produktow PCR uzyskanych metoda PCR MP dla 50 izolatow Clavibacter

michiganensis subsp. sepedonicus. M-marker wielko$ci Gene Ruler 100 DNA Ladder Plus (Thermo Scientific),
Ref- szczep referencyjny (BPRIOR 527).

Dla kazdego enzymu sporzadzono takze dendrogram przedstawiajacy genetyczne
podobienstwo izolatow Cms.

W przypadku zastosowania w reakcji PCR MP enzymu Apal stwierdzono niewielkie
zroznicowanie wsrod 50 izolatow Cms. 1zolaty pogrupowaty sie¢ w 4 grupy o réznych profilach
elektroforetycznych sktadajacych si¢ z powyzej 11-14 fragmentow DNA o dlugosci od 170 do
1290 pz. Najnizszy stopien podobienstwa miedzy czterema powstalymi grupami dla tego
enzymu wynosit 95,3%.

W przypadku enzymu HindIIl uzytego w reakcji PCR MP zaobserwowano najwigkszg
konserwatywno$¢ otrzymanego wzoru elektroforetycznego sposrod wszystkich zastosowanych
enzymow. Stopien zrdéznicowania wsréd badanej grupy 50 izolatéw Cms byt niski a
podobienstwo szacowato si¢ na poziomie 95%. W tym przypadku mozna byto wyr6znic 4 grupy
szczepow Cms, gdyz typowanie takie pozwolito wyodrebni¢ 4 rozne wzory elektroforetyczne,
sktadajace si¢ z 2-4 fragmentow DNA o dtugosci od 650 do 1450 pz.

W przypadku enzymu Pstl uzytego w reakcji PCR MP obserwowano réwniez male
zréznicowanie wsrod 50 izolatow Cms. Izolaty pogrupowaty sie¢ w 4 grupy o roznych profilach
elektroforetycznych sktadajacych sie z powyzej 12 fragmentéw DNA o dtugosci od 120 do 850
pz. Wigkszo$¢ badanych izolatow wykazato podobienstwo na poziomie 94,1%. Przy
zastosowaniu enzymu Xmal do przeprowadzenia PCR MP stwierdzono duze zrdznicowanie
wsrod 50 badanych izolatow Cms. Izolaty pogrupowaty sie w 26 klasterow

o réznych profilach elektroforetycznych, co obrazuje ponizszy dendrogram. Najnizszy stopien
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podobienstwa migdzy powstatymi grupami wynosit 83%. Pasma elektroforetyczne kazdej
z powstatych grup zawieraty od 13 do 25 fragmentéw DNA o dtugosci od 310 do 1310 pz.
Dla enzymu BamHI w reakcji PCR MP uzyto dwoéch roznych temperatur denaturacji
(90°C-92°C 1 91°C-93°C), ktore wykazaty wyrazne roznice wsrdd profili elektroforetycznych
dla kazdego z zestawianych zestawoéw temperatur. Kazda z temperatur kreowata inng liczbe
otrzymanych Kklasterow. W przypadku enzymu BamHI, gdzie zastosowano temperature
denaturacji z przedziatu 90°C-92°C otrzymano 8 klasterow réznicujacych sktadajacych sie 3-9
produktow DNA o dtugosci od 500 do 1270 pz, natomiast dla enzymu BmaH1l gdzie
zastosowano temperaturg z przedziatu 91°C-93°C otrzymano 12 grup o roznych profilach
elektroforetycznych w sktad ktorych wchodzito 6-19 fragmentow DNA o dtugosci od 400 do
1290 pz.

Procent podobienstwa pomigdzy izolatami Cms zobrazowany poprzez zbiorcze drzewo
filogenetyczne stuzace jako narzgdzie do badan epidemiologicznych a nie filogenetycznych byt
bardzo wysoki i wynosi 90% nawet po zastosowaniu do rdéznicowania 5 réoznych enzymow,
jednakze zastosowanie pojedynczego enzymu Xmal pozwalato na réznicowanie izolatow z
uzyskaniem podobienstwa na poziomie 83%. Najnizszy stopien podobienstwa miedzy

wyodrgbnionymi grupami wynosit 82,2% [Fot. 3].

IZOLAT  PATOGENICZNOSC
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Fot. 3. Dendrogram przedstawiajacy genetyczne podobienstwo izolatow Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus z wykorzystaniem wspotczynnika podobiefistwa Dice’a oraz metody klasteryzacji UPMGA na

podstawie wynikow genotypowania metoda PCR MP.

Przeprowadzone badania wtasne dla kazdego z 50 izolatéw Cms z zastosowaniem metody PCR

11



MP: pozwolity na opracowanie schematu diagnostycznego we wszystkich zastosowanych
wariantach PCR MP, ktory pozwolil w sposob wydajny zréznicowac bakterie Cms na poziomie
pojedynczego izolatu, czego nigdy wczesniej nie opisano w odniesieniu do bakterii z
podgatunku Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

W obecnej pracy uzyskano mniej zadowalajace rezultaty w odniesieniu do analizy
VNTR od ktérej odstgpiono w réznicowaniu pozostalej grupy izolatdow Cms z racji ograniczen
zwigzanych z relatywnie niska powtarzalnos$cia wynikow. Podczas elektroforezy w zelu
agarozowym obserwowano duze i fatwo zauwazalne réznice w wielko$ci pomiedzy allelami
wybranych markeréw VNTR, jednakze wystgpowatl brak powtarzalnosci VNTR
W ocenie zmiennosci izolatbw Cms ktory mogt wynikaé =z niewystraczajaco
zoptymalizowanych warunkow amplifikacji lub tak wysokiej wrazliwosci reakcji na drobne
zmiany warunkéw, ze uniemozliwiajgcej osiagniecie, w praktyce, powtarzalnosci

prowadzonych reakcji [Fot. 4].

VNTR | +1I1 100ng pow. | VNTR | +lII 100ug pow. Il

Fot. 4 Przyktadowy elektroforegram markera VNTRI i VNTRIII w zelu agarozowym. M- wzorzec wielkosci DNA
GeneRuler 100 pz DNA Ladder Plus, $ciezki 1-12 izolaty bakterii Cms, KN- kontrola negatywna.

WNIOSKI

» Testy patogeniczno$ci na roslinach baklazana wykazaly statystycznie istotne
zroznicowanie wirulencji izolatow bakterii Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

» Zaprojektowane testy PCR MP pozwolity wykaza¢ genetyczne rdéznice pomiedzy 50
izolatami bakterii Cms zar6wno z tego samego jak i odlegtych regionéw
geograficznych.

» Metoda PCR MP pozwala w sposob jednoznaczny identyfikowaé i genetycznie
roznicowac izolaty wewnatrz podgatunku Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus. Z uwagi na duza site dyskryminacji metoda ta powinna by¢ stosowana

w molekularnym typowaniu izolatow bakterii Cms.
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» Nie wykazano Kkorelacji pomigdzy cechami biochemicznymi, genetycznymi

a stopniem patogenicznos$ci izolatow bakterii Cms w stosunku do ro$lin baktazana.
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