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Celem badan byto okre$lenie przydatnosci réznych wariantow techniki real-time PCR do wykrywania
Erwinia amylovora w materiale ro$linnym w tym rowniez porazonym bezobjawowo, a takze opracowanie
metody wykrywania szczepéw o standardowej i wysokiej wirulencji. Wykonanie analizy wptywu nowego
plazmidu na wirulencje Erwinia amylovora i mozliwosci jego rozprzestrzeniania si¢ wérdd innych szczepow.

Testowano dwa warianty techniki real-time PCR do wykrywania bakterii E. amylovora: i/z zastosowaniem
barwnika SYBR Green; ii/ z zastosowaniem sondy TaqMan. Badania specyficzno$ci obu technik wykazaly, ze
real-time PCR z sondag TagMan reaguje specyficznie tylko i wylacznie z DNA szczepéw E. amylovora.
Natomiast real-time PCR z barwnikiem SYBR Green dawatl wynik pozytywny rowniez dla bakterii
Pseudomonas i Xanthomonas, chociaz o duzo nizszej intensywnosci. Sposrod dwoch wariantow techniki real-
time PCR do wykrywania i identyfikacji Erwinia amylovora, technika z zastosowaniem barwnika SYBR Green
wykazata nieco wyzsza czuto§é. Stwierdzono, ze obie metody sa podobnie czasochtonne i pracochtonne, a koszt
real-time PCR z zastosowaniem sondy TagMan jest nieznacznie wyzszy.

Oceniano przydatno$¢ technik real-time PCR z SYBR Green i real-time PCR z sondg TagMan do
wykrywania infekcji utajonych. W tym celu pobierano probki z dwuletnich roslin jabtoni w pigciu sadach w woj.
mazowieckim. Kazda proba sktadata si¢ ze 100 fragmentow peddéw bocznych o dtugosci 10 cm. We wszystkich
probkach uzyskiwano sygnat fluorescencyjny technikg real-time PCR z SYBR Green, jednak analiza krzywej
topnienia produktow wykazata, ze w zadnej probce nie byto produktu charakterystycznego dla E. amylovora.
Technikg real-time PCR z sondg TagMan uzyskiwano sygnat fluorescencyjny dla wigkszosci testowanych probek,
jednak pojawiat si¢ on dopiero po 30 cyklu amplifikacji co moze wskazywac na niewielka liczbe bakterii w badanych
probkach. Jednoczes$nie, w trakcie sezonu letniego monitorowano sady, z ktdrych pobierano probki z drzew bez
objawow zarazy ogniowej. W zadnym z sadow, nie obserwowano wystepowania choroby.

Badano za pomoca techniki PCR grupe 60 szczepow E. amylovora izolowanych w naszym kraju pod katem
obecnosci mutacji warunkujacej ich wysoka wirulencje. Zaden z testowanych szczepow nie posiadat takiej mutacji.

Analizowano sekwencje nowego plazmidu pEA68 wyizolowanego ze szczepu 692 Erwinia amylovora.
Wsrdéd 79 rejonow kodujacych, zidentyfikowano dwa operony zwigzane z mobilno$cig: tra kodujacy geny
zwigzane z koniugacja plazmidow — czyli wymiang z przenoszeniem do innych komorek bakteryjnych i region
pil kodujacy system sekrecji typu IV. Plazmid nie posiada jakichkolwiek genow zwigzanych z odporno$cia na
antybiotyki tudziez znanych gendéw zwiazanych z wirulencja bakterii, ale wykazuje wysoka stabilnos¢
w komorkach bakteryjnych. Usunigto plazmid pEA68 z komoérek szczepu 692 Erwinia amylovora i testowano
jego wirulencje w stosunku do szczepu dzikiego. Testy wykazaly, ze badany plazmid nie ma wpltywu na
wirulencje bakterii.

Scharakteryzowano nowy plazmid pEA68 u Erwinia amylovora, ktory jest przedstawicielem nowej, jak
dotad nieopisanej rodziny plazmidow bakteryjnych.

Technika real-time PCR z sondg TagMan moze by¢ zastosowana do diagnostyki materiatu roslinnego pod
katem infekcji E. amylovora.



