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1. Wstêp

Bioró¿norodno�æ bakteryjnych patogenów ro�lin
jest efektem ich zmienno�ci spowodowanej zarówno
warunkami �rodowiskowymi, prowadz¹cymi do nie-
dziedzicznych zmian fenotypu, jak i zmienno�ci¹
w materiale genetycznym, przekazywan¹ na kolejne
pokolenia. Zmiany genotypu mog¹ prowadziæ do
zmian patogeniczno�ci bakterii np. zmniejszenia lub
wzrostu ich wirulencji, w tym uzyskania zdolno�ci
pora¿ania odmian czy gatunków ro�lin uprawnych do-
tychczas odpornych na chorobê, której dana bakteria
jest sprawc¹. Stanowi to g³ówn¹ przeszkodê w wyho-
dowaniu odmian odpornych. Zmienno�æ patogenów
mo¿e byæ równie¿ przyczyn¹ powstawania oporno�ci
na �rodki ochrony ro�lin, zw³aszcza antybiotyki.

Ocena genetycznego zró¿nicowania patogenów
jest wa¿na w badaniach epidemiologicznych, m.in.
nad ich rozprzestrzenianiem siê, w hodowli odporno�-

ciowej ro�lin na choroby, ochronie ro�lin i kwarantan-
nie, w tym selekcji grup patogenów do oceny efek-
tywno�ci ró¿nych czynników biologicznej ochrony
ro�lin przed chorobami. Dane pochodz¹ce z badañ nad
genetycznym zró¿nicowaniem mog¹ byæ wykorzysty-
wane do monitorowania wystêpowania szczepów pa-
togenicznych, wykrywania i identyfikacji mo¿liwych
�róde³ infekcji pierwotnej, mapowania genów bakterii
i ro�lin, identyfikacji poszczególnych szczepów w ba-
daniach nad genetyk¹ populacji i studiach filoge-
netycznych czy fizjografi¹ chorób. Techniki u¿ywane
w badaniach nad genetycznym zró¿nicowaniem maj¹
daæ informacje pomocne w rozró¿nianiu szczepów, jak
i o ich pokrewieñstwie.

Rozwój technik molekularnych pozwoli³ na ujaw-
nienie zmienno�ci w materiale genetycznym bakterii
patogenicznych dla ro�lin i to zarówno w ich chro-
mosomalnym, jak plazmidowym DNA. Prowadzo-
ne s¹ intensywne prace w tym zakresie nad Erwinia
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amylovora, patogenem powoduj¹cym straty o znacze-
niu gospodarczym w wielu rejonach uprawy jab³oni
i grusz oraz innych ro�lin.

2. Analiza cech fenotypowych

2.1. Ro�liny-gospodarze i wirulencja E. amylovora

Bakteria E. amylovora jest patogenem ponad
130 gatunków ro�lin, zaliczanych do 40 rodzajów,
g³ównie z rodziny Rosaceae [75]. W Polsce, poza gru-
sz¹ (Pyrus), jab³oni¹ (Malus) i pigw¹ (Cydonia) cho-
robê stwierdzono dotychczas na g³ogu (Crataegus),
jarz¹bie (Sorbus), irdze (Cotoneaster), �wido�liwie
(Amelanchier) oraz ogniku (Pyracantha). Generalnie
uwa¿a siê, ¿e E. amylovora jest gatunkiem jednorod-
nym i nie wykazuje specjalizacji patogenicznej co ozna-
cza, ¿e potencjalnie ka¿dy z izolatów tego patogena jest
w stanie zakaziæ ka¿d¹ z dotychczas poznanych ro�lin-
gospodarzy [53]. Jednak De L e y  i wsp. [13] na pod-
stawie badañ z zastosowaniem sztucznej inokulacji
ro�lin udowodnili, ¿e poszczególne izolaty mog¹ wy-
kazywaæ pewne ró¿nice w zakresie pora¿anych ro�lin.
Na uwagê zas³uguj¹ izolaty wyosobnione z ro�lin ro-
dzaju Rubus, niezdolne do pora¿ania jab³oni i gruszy
[1, 13, 17, 62, 71]. Jednocze�nie wiêkszo�æ izolatów
pochodz¹cych z drzew ziarnkowych okaza³a siê nie-
patogeniczna w stosunku do maliny i je¿yny [13, 62].
Jedynie E v a n s  [17] donosi³ o udanej inokulacji pê-
dów malin izolatem E. amylovora z jab³oni. Ze wzglê-
du na wymienione ró¿nice S t a r r  i wsp. [71] postu-
lowali utworzenie dla izolatów pora¿aj¹cych krzewy
z rodzaju Rubus, odrêbnego taksonu � Erwinia amy-
lovora f.sp. rubi.

Poszczególne izolaty E. amylovora mog¹ natomiast
ró¿niæ siê znacznie miêdzy sob¹ wirulencj¹ w stosunku
do tego samego genotypu ro�liny [7, 26, 59, 67]. O pa-
togeniczno�ci tej bakterii decyduje g³ównie jej zdolno�æ
do biosyntezy egzopolisacharydu (EPS) oraz bia³ek,
zw³aszcza harpiny. EPS jest zwi¹zkiem kompleksowym
i mo¿e zawieraæ amyloworan, lewan i glukan [22]. Sta-
nowi on g³ówny sk³adnik wycieku bakteryjnego, towa-
rzysz¹cego czêsto nekrozom i zgorzelom na pora¿o-
nych ro�linach. Wokó³ komórki bakteryjnej EPS tworzy
otoczkê chroni¹c¹ j¹ przed niekorzystnym wp³ywem
otoczenia, a tak¿e przed rozpoznaniem patogena przez
system obronny zaatakowanej ro�liny. Utrata tej otocz-
ki wp³ywa tak¿e na aktywno�æ harpiny � bia³ka zbudo-
wanego g³ównie z glicyny, które jest induktorem reak-
cji nadwra¿liwo�ci, a ponadto, co jest najwa¿niejsze,
dzia³a jako cz¹steczka sygna³owa indukuj¹ca zapro-
gramowan¹ �mieræ komórki ro�liny-gospodarza [24].

Badane przez N o r e l l e g o  i wsp. [56] szcze-
py E. amylovora wykazywa³y ró¿ne zdolno�ci cho-

robotwórcze wobec kilku odmian jab³oni. Z kolei
S c h w a r t z  i wsp. [68] wykazali, ¿e tylko niektóre
izolaty tej bakterii hamowa³y wzrost komórek gruszy
w po¿ywce agarowej, co wi¹za³o siê z ich zdolno�ci¹
do wytwarzania toksycznej dla ro�lin dihydrofenylo-
alaniny (DPH). Poszczególne izolaty mog¹ siê rów-
nie¿ ró¿niæ patogeniczno�ci¹ na zawi¹zkach owoców
gruszy oraz zdolno�ci¹ indukowania reakcji nadwra¿-
liwo�ci na tytoniu. Jakkolwiek dla wiêkszo�ci z nich
otrzymuje siê na ogó³ pozytywny wynik obu testów,
w niektórych przypadkach uzyskiwano wynik nega-
tywny jednego lub obu z nich [13, 77].

2.2. Biochemiczne i fizjologiczne w³a�ciwo�ci
E. amylovora

Izolaty E. amylovora stanowi¹ do�æ jednorodn¹
grupê pod wzglêdem w³a�ciwo�ci biochemicznych
i fizjologicznych [15, 27, 50, 58]. Pewne ró¿nice mog¹
jednak wystêpowaæ miêdzy poszczególnymi izolata-
mi w zdolno�ci wykorzystania niektórych wêglowo-
danów jako �ród³a wêgla. Analiza numeryczna profili
metabolicznych ró¿nych izolatów E. amylovora wy-
konana w oparciu o system BIOLOG, umo¿liwiaj¹cy
okre�lenie zdolno�ci utylizacji 95 organicznych zwi¹z-
ków wêgla, pozwoli³a na odró¿nienie, tworz¹cych
jednorodn¹ grupê izolatów wyosobnionych z ro�lin
nale¿¹cych do podrodziny Pomoideae, od izolatów
pochodz¹cych z ro�lin nale¿¹cych do rodzaju Rubus.
W�ród tych ostatnich wyró¿niono dwie podgrupy:
Rubus I i Rubus II [33]. Nasze badania nad opracowa-
niem charakterystyki fenotypowej polskich izolatów
E. amylovora z zastosowaniem zestawów API 50CH,
API ZYM i API 20NE wykaza³y, ¿e na 87 badanych
cech, niektóre z testowanych izolatów ró¿ni³y siê tylko
w zdolno�ci utylizacji melibiozy, celobiozy, sorbitolu,
D-glukozy i L-arabinozy [59].

2.3. Analiza kwasów t³uszczowych i bia³ek

Komórki wiêkszo�ci izolatów E. amylovora, nie-
zale¿nie od ich pochodzenia geograficznego i ro�liny-
gospodarza, maj¹ podobn¹ procentow¹ zawarto�æ
kwasów t³uszczowych, reprezentuj¹cych poszczególne
klasy. Jedynie izolaty wyosobnione z ro�lin rodzaju
Rubus posiadaj¹ nieznacznie wiêcej kwasów cyklo-
propanowych. Natomiast izolaty oporne na streptomy-
cynê maj¹ mniej tych kwasów, a wiêcej kwasów nasy-
conych, ni¿ izolaty wra¿liwe na ten antybiotyk [76].
Zdaniem ¯ a r n o w s k i e g o  i wsp. [85] ró¿nice ob-
serwowane w profilach kwasów t³uszczowych po-
szczególnych izolatów E. amylovora s¹ wystarczaj¹ce
do ich rozró¿niania, a G a r r e t t  i wsp. [21] stwier-
dzili nawet pewn¹ korelacjê miêdzy uzyskiwanymi
profilami, a wirulencj¹ badanych izolatów. Szersze
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zastosowanie analizy kwasów t³uszczowych w bada-
niach epidemiologicznych i taksonomicznych wymaga
jednak bardzo �cis³ego przestrzegania procedur, gdy¿
na uzyskiwane profile mo¿e mieæ wp³yw miêdzy inny-
mi wiek kolonii bakteryjnych oraz sk³ad po¿ywki, na
jakiej zosta³y wyhodowane [8]. Natomiast profile, uzys-
kane w wyniku rozdzia³u bia³ek bakteryjnych w ¿elu
poliakrylamidowym, wskazuj¹ na du¿¹ jednorodno�æ
europejskich izolatów E. amylovora, wyosobnionych
z ro�lin nale¿¹cych do podrodziny Pomoideae. W�ród
obserwowanych sporadycznie ró¿nic w�ród izolatów
nie stwierdzono korelacji z ich wirulencj¹, pochodze-
niem geograficznym i ro�lin¹ gospodarzem [13, 77].

2.4. Oporno�æ na streptomycynê

Streptomycyna, zaledwie 8 lat po jej odkryciu
przez S c h a t z a  i wsp. [65] w 1944 roku, zosta³a
w USA zarejestrowana jako �rodek ochrony ro�lin. Jej
skuteczno�æ w zwalczaniu zarazy ogniowej potwier-
dzono w szeregu badaniach na ró¿nych kontynentach.
Równie¿ w Polsce, w latach 2002�2004, zarejestro-
wany by³ �rodek przeciwko zarazie ogniowej �rodek
o nazwie Hortocyna 18 SP, bazuj¹cy na siarczanie
streptomycyny [70]. Szczepy E. amylovora, oporne na
streptomycynê wykryto po raz pierwszy w USA.
Pierwsze doniesienie na ten temat pochodzi z Kaliforni
z roku 1971 [51], nied³ugo pó�niej pojawi³y siê podob-
ne informacje ze stanów Oregon i Waszyngton [12],
a w kolejnych latach z innych rejonów USA, w których
równie¿ stosowano streptomycynê, jako �rodek prze-
ciw zarazie ogniowej. Ostatnio szczepy E. amylovora
oporne na ten antybiotyk odkryto równie¿ poza Ame-
ryk¹ Pó³nocn¹ m.in. w Egipcie [16], Nowej Zelandii
[73], Izraelu [45], Libanie [64]. W�ród szczepów opor-
nych wyró¿niono dwa g³ówne fenotypy � o wysokiej
i o �redniej oporno�ci [11, 12, 47]. Szczepy o niskim
poziomie oporno�ci wystêpuj¹ w naturze bardzo rzad-
ko [69]. Oporno�æ na streptomycynê u bakterii mo¿e
mieæ dwojakie pod³o¿e: jako wynik punktowej mutacji
w genie rpsL koduj¹cym rybosomalne bia³ko S12 lub
te¿ poprzez nabycie genów zwi¹zanych z oporno�ci¹
zlokalizowanych na mobilnych elementach genetycz-
nych, jak np. na plazmidach lub transpozonach. Stwier-
dzono, ¿e u E. amylovora o wysokiej oporno�ci na
streptomycynê wystêpuje mutacja chromosomalna
w genie rpsL uniemo¿liwiaj¹ca przy³¹czenie siê anty-
biotyku do rybosomu, a co za tym idzie inhibicji synte-
zy bia³ek. Natomiast u szczepów �rednio opornych ce-
cha ta jest czêsto zwi¹zana z nabyciem genów strA-strB
zlokalizowanych na plazmidach lub transpozonach
umo¿liwiaj¹cych syntezê enzymów modyfikuj¹cych
aminoglikozydy, które tak zmieniaj¹ strukturê strepto-
mycyny, ¿e nie mo¿e ona blokowaæ miejsca przy³¹-
czania antykodonu w tRNA do rybosomu, czyli nie

mo¿e hamowaæ syntezy bia³ek [9]. Geny strA-strB zna-
leziono na plazmidzie RSF1010 wystêpuj¹cym u ró¿-
nych bakterii, znalezionym w klinicznych szczepach
bakterii Gram-ujemnych. Dalsze badania wykaza³y, ¿e
geny te równie¿ znaleziono na transpozonie Tn5393
zlokalizowanym na koniugacyjnym plazmidzie pEA34
wystêpuj¹cym u bakterii E. amylovora [10]. Do ro-
ku 1994, oporno�æ na streptomycynê zwi¹zana z gena-
mi strA-strB by³a obserwowana w�ród szczepów izo-
lowanych tylko w stanie Michigan w USA. Pó�niej
znaleziono szczepy E. amylovora zawieraj¹ce plazmid
pEa8.7 z tymi genami w Kaliforni [57].

3. Analiza kwasów nukleinowych

3.1. Analiza plazmidowego DNA

Zastosowanie technik molekularnych w badaniach
nad zmienno�ci¹ E. amylovora pozwoli³o m.in. na
wykazanie ró¿nej wielko�ci charakterystycznego dla
gatunku plazmidu pEA29, która waha siê od ok. 27,6
do ok. 34,9 kpz [46]. Analiza restrykcyjna tego plaz-
midu ujawni³a natomiast do�æ du¿¹ jednorodno�æ izo-
latów pochodz¹cych z drzew owocowych, umo¿liwia-
j¹c jednocze�nie ³atwe ich odró¿nienie od izolatów
z malin oraz izolatów Erwinia pyrifoliae � gatunku,
do którego zaklasyfikowano bakterie powoduj¹ce
objawy podobne do zarazy ogniowej na azjatyckich
odmianach gruszy [34]. Bakterie te ró¿ni¹ siê od typo-
wych szczepów m.in. patogeniczno�ci¹ i zakresem
ro�lin-gospodarzy. Pierwotnie istnia³a w�ród badaczy
zgodno�æ, co do tego, ¿e plazmid pEA29 jest obecny
we wszystkich izolatach E. amylovora [4, 18]. Brak ge-
nów odpowiedzialnych za transfer i mobilizacjê w ob-
rêbie sekwencji tego plazmidu w powi¹zaniu z jego
wysok¹ stabilno�ci¹ wywo³a³o przekonanie, ¿e powi-
nien on wystêpowaæ u wszystkich dzikich szczepów
E. amylovora. W zwi¹zku z tym pierwsze próby za-
stosowania analizy DNA do identyfikacji i wykrywa-
nia patogena by³y oparte na analizie DNA plazmidu
pEA29 [4, 38, 48]. Jednak z czasem zaczê³o pojawiaæ
siê przypuszczenie, ¿e bakterie E. amylovora mog¹
³atwo zgubiæ pEA29 nie trac¹c przy tym patogenicz-
no�ci [3]. B r o w n  i wsp. [6] nie otrzymali ¿adnego
produktu z 5 izolatami wyosobnionymi z maliny, gru-
szy i jab³oni po przeprowadzeniu amplifikacji ze star-
terami komplementarnymi do tego plazmidu, co ich
zdaniem, �wiadczy³o o jego braku. Co wiêcej, jeden
z pozyskanych Gram-dodatnich, niezidentyfikowa-
nych izolatów tak¿e reagowa³ z tymi starterami, co
mo¿e �wiadczyæ o wcze�niejszym pozyskaniu pEA29
od bakterii E. amylovora. Natomiast w Hiszpanii,
L l o p  i wsp. [39] wyizolowali z g³ogu izolat E. amylo-
vora pozbawiony plazmidu pEA29. Stwierdzili tak¿e,
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wystêpowanie u tego izolatu innego plazmidu o wiel-
ko�ci oko³o 70 kpz (pEI70) nie wykazuj¹cego ho-
mologii z pEA29. Na podstawie analizy sk³adu
plazmidowego europejskich szczepów E. amylovora
stwierdzono, ¿e plazmid pEI70 wystêpuje do�æ po-
wszechnie u E. amylovora na naszym kontynencie.
W niektórych rejonach, np. w Polsce stwierdzono go
u ok. 10% spo�ród ponad 100 badanych szczepów,
a w innych np. w Belgii plazmid ten znaleziono we
wszystkich testowanych izolatach. Przypuszcza siê,
¿e plazmid pEA29 mo¿e nie�æ geny istotne dla wiru-
lencji E. amylovora [40].

Spo�ród starterów komplementarnych do plazmi-
dowego DNA najpowszechniej stosowane s¹ startery
A i B, zaprojektowane przez B e r e s w i l l a  i wsp.
[4], pozwalaj¹ce na amplifikacjê odcinka o d³ugo�ci
0,9 kpz powsta³ego po trawieniu plazmidu pEA29
restryktaz¹ PstI lub te¿ inne startery w obszarze tego
fragmentu DNA [38, 48]. Niektórzy badacze otrzy-
mywali jednak z niektórymi z tych starterów produk-
ty o innej d³ugo�ci [6, 33, 37]. Poddanie produk-
tów amplifikacji analizie restrykcyjnej wykaza³o, ¿e
w omawianym fragmencie pojawia siê insercja wiel-
ko�ci od 30 do 90 pz [37]. Sekwencjonuj¹c amplifi-
kowany fragment, S c h n a b e l  i  J o n e s  [66] oraz
K i m  i  G e i d e r  [35] opisali równolegle o�mionukle-
otydow¹, powtarzaj¹c¹ siê sekwencjê (Short Sequence
Repeats � SSR), która mo¿e wystêpowaæ u ró¿nych
izolatów w liczbie od 4 do 15 kopii. Opisywana cecha
oceniona jednak zosta³a jako niestabilna, na przyk³ad
w warunkach stresowych [31]. W zwi¹zku z tym ana-
liza SSR nie jest polecana w badaniach epidemiolo-
gicznych i diagnostycznych [31, 35, 66]. Odmienne
obserwacje zosta³y odnotowane przez R u p p i t s c h a
i wsp. [63]. Analizowali oni 104 austriackie szczepy
E. amylovora pod k¹tem stabilno�ci liczby powtórzeñ
wcze�niej opisanych o�mionukleotydowych sekwencji,
w warunkach laboratoryjnych po wielokrotnym pasa-
¿owaniu oraz w warunkach stresowych. W zdecydo-
wanej wiêkszo�ci badañ liczba powtórzeñ badanych
SSR by³a niezmienna. W zale¿no�ci od rejonu Austrii
izolowano szczepy o ró¿nej liczbie SSR i na podsta-
wie wyników wyci¹gniêto wnioski, ¿e zaraza ognio-
wa nie rozprzestrzeni³a siê z jednego �ród³a, lecz na
przestrzeni kilku lat od pierwszego pojawienia siê tej
choroby w 1993 roku, nast¹pi³o wielokrotne wprowa-
dzenie �ród³a infekcji do tego kraju.

Intensywne badania nad genomem E. amylovora
wykaza³y obecno�æ równie¿ innych plazmidów w ko-
mórkach niektórych izolatów tego gatunku. F o s t e r
i wsp. [19] okre�lili sekwencjê nukleotydow¹ oraz
dystrybucjê plazmidów pEU30 wielko�ci 30,314 kpz
i pEL60 wielko�ci 60,145 kpz. Obecno�æ plazmidu
pEU30 stwierdzono u izolatów pochodz¹cych z za-
chodniej czê�ci USA, natomiast pEL60 u izolatów

z Libanu. Sekwencje plazmidów i rodzaj genów w nich
zlokalizowanych sugeruj¹, ¿e mniejszy z nich jest po-
dobny do innych plazmidów izolowanych z bakterii
zwi¹zanych z ro�linami, natomiast wiêkszy � do plaz-
midów wystêpuj¹cych u ludzkich bakterii jelitowych.

3.2. Analiza chromosomalnego DNA

3.2.1. Analiza sekwencji powtarzalnych � Rep-PCR
Jedna z pierwszych prób zastosowania analizy ge-

nomowego DNA w badaniach zmienno�ci genetycznej
E. amylovora opiera³a siê na amplifikacji obszarów
po³o¿onych miêdzy sekwencjami powtarzalnymi typu
REP (ang. Repetitive Extragenic Palindromic sequen-
ces), ERIC � (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) oraz sekwencjami repetetywnymi BOX
[49]. Technika ta jest wykorzystywana obecnie zarów-
no w diagnostyce bakteriologicznej, jak i badaniach
epidemiologicznych [41, 42, 74, 78]. Zastosowanie
metody na bazie sekwencji powtarzalnych pozwoli³o
M c M a n u s  i  J o n e s  [49] na ³atwe odró¿nienie
izolatów pochodz¹cych z malin i je¿yn od izolatów
pochodz¹cych z ro�lin nale¿¹cych do podrodziny Po-
moideae. Te ostatnie okaza³y siê ma³o zró¿nicowane.
Amplifikacja DNA ponad 170 izolatów, pochodz¹cych
g³ównie z kontynentu pó³nocnoamerykañskiego, po-
zwoli³a na uzyskanie jedynie od 2 do 3 profili, w zale¿-
no�ci od zastosowanych starterów (najwiêksze zró¿ni-
cowanie uzyskano stosuj¹c startery komplementarne
do sekwencji typu ERIC). Warto przy tym zaznaczyæ,
¿e niezale¿nie od zastosowanych starterów, zawsze
jeden z otrzymanych profili by³ dominuj¹cy. Dla wiêk-
szo�ci izolatów pochodz¹cych z ro�lin nale¿¹cych do
rodzaju Rubus otrzymano inne profile ni¿ dla izolatów
pochodz¹cych z drzew owocowych. Wyj¹tek stanowi³
1 izolat, dla którego otrzymano profile typowe dla
izolatów wyosobnionych z drzew owocowych. R i c o
i wsp. [60] równie¿ stwierdzili ma³¹ u¿yteczno�æ tech-
niki rep-PCR do okre�lenia zwi¹zków filogenetycz-
nych miêdzy szczepami E. amylovora. Zró¿nicowanie
uzyskanych produktów amplifikacji by³o niewielkie,
lecz nieliczne obserwowane produkty polimorficzne
pozwoli³y na opracowanie starterów amplifikuj¹cych
markerowe fragmenty DNA. Mog¹ one pos³u¿yæ jako
narzêdzie w badaniach epidemiologicznych � np. do
�ledzenia dróg rozprzestrzeniania siê patogena z okre�-
lonego ogniska choroby.

3.2.2. Rybotypowanie
M a c M a n u s  i  J o n e s  [49] amplifikowali rów-

nie¿ obszar DNA le¿¹cy w operonie rnn, pomiêdzy
genami koduj¹cymi 16S rRNA i 23S rRNA (rybotypo-
wanie � ribotyping) [25]. Amplifikacja obszaru miêdzy
genami 16S rDNA i 23S rDNA izolatów E. amylovora
pozwoli³a na ³atwe wyró¿nienie tworz¹cych jednolit¹
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grupê izolatów wyosobnionych z ro�lin nale¿¹cych do
rodzaju Rubus. Równie¿ izolaty pochodz¹ce z drzew
owocowych okaza³y siê ma³o zró¿nicowane � ampli-
fikacja DNA oko³o 170 izolatów umo¿liwi³a uzyska-
nie jedynie 3 ró¿nych profili [49]. Podobne wyniki
rybotypowania uzyskali J e n g  i wsp. [28] � izolaty
wyosobnione z krzewów z rodzaju Rubus, oraz izolaty
pochodz¹ce z ro�lin podrodziny Pomoideae tworzy³y
dwie jednorodne grupy. M o m o l  i wsp. [55] za-
stosowali modyfikacjê rybotypowania, polegaj¹c¹ na
dodatkowym trawieniu otrzymanych produktów za po-
moc¹ enzymów restrykcyjnych � ARDREA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Enzyme Analysis). Umo¿-
liwi³o to jedynie odró¿nienie izolatów pochodz¹cych
z malin i je¿yn od izolatów wyosobnionych z innych
ro�lin-gospodarzy. Natomiast G a r b e v a  i wsp.
[20], stosuj¹c tê sam¹ technikê, wykazali zró¿nicowa-
nie równie¿ w�ród izolatów z drzew owocowych. Od-
mienne profile uzyskali jednak dla tylko 2 izolatów,
spo�ród 14 badanych.

3.2.3. Analiza restrykcyjna � RFLP
K i m  i wsp. [33] trawili genomowy DNA wybra-

nych izolatów E. amylovora wykorzystuj¹c w tym celu
enzym EcoRI, a nastêpnie przeprowadzili hybrydyza-
cjê otrzymanych produktów z sond¹, obejmuj¹c¹ gru-
pê genów hrp. Dla wszystkich izolatów pochodz¹cych
z drzew owocowych otrzymali jeden profil, podczas
gdy dla izolatów wyosobnionych z krzewów nale¿¹-
cych do rodzaju Rubus otrzymali dwa odmienne pro-
file. Technikê RFLP (Restriction Fragment Lenth
Polymorphism) stosowali równie¿ W a l e r o n  i wsp.
[81], amplifikuj¹c gen recA koduj¹cy rekombinazê A
dziewiêciu izolatów E. amylovora, wyosobnionych
z drzew owocowych w ró¿nych rejonach �wiata. Pro-
dukty amplifikacji poddano nastêpnie trawieniu cztere-
ma enzymami restrykcyjnymi. Dla wszystkich izolatów
otrzymano jednak jednakowe profile. Podobne wyniki
uzyskano stosuj¹c analizê RFLP recA i dodatkowo
2 innych genów: gyrA i rpoS. Tylko jeden z siedmiu
enzymów restrykcyjnych zastosowanych do trawienia
fragmentu genu recA pozwoli³ na odró¿nienie 5 od
pozosta³ych 12 testowanych szczepów E. amylovora.
Wszystkie pozosta³e wzory restrykcyjne by³y iden-
tyczne dla E. amylovora, ale umo¿liwia³y odró¿nienie
tego gatunku od bakterii Erwinia wyizolowanych z po-
dobnych do zarazy ogniowej symptomów na gruszach
w Japonii [80].

3.2.4. Losowo wzmocnione polimorficzne DNA � RAPD
Do badania zmienno�ci genetycznej E. amylovora

M o m o l  i wsp. [54] zastosowali technikê RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) [43, 82]. Pro-
file, uzyskane w wyniku amplifikacji DNA 16 izola-
tów E. amylovora pochodz¹cych z ró¿nych rejonów

geograficznych, z sze�cioma przypadkowymi startera-
mi pozwoli³y na odró¿nienie ka¿dego z izolatów. Jed-
nocze�nie izolaty wyosobnione z ro�lin z rodzaju
Rubus i drzew z podrodziny Pomoideae tworzy³y dwie
grupy, przy czym podobieñstwo miêdzy nimi, okre�-
lone metod¹ UPGMA i wyra¿one za pomoc¹ wspó³-
czynnika Nei-Li wynosi³o oko³o 0,7 [54]. Te same
startery zastosowali B r e n n a n  i wsp. [5] do badania
izolatów pochodz¹cych g³ównie z Irlandii. Wprawdzie
podobieñstwo wiêkszo�ci uzyskanych profili wynosi³o
powy¿ej 0,9 (wspó³czynnik Nei-Li, metoda UPGMA),
to jednak niektóre z nich znacznie ró¿ni³y siê od po-
zosta³ych. Technika RAPD wykaza³a tak¿e wysok¹
jednorodno�æ izolatów E. amylovora, pochodz¹cych
z innych rejonów geograficznych [32, 44, 72].

Technikê RAPD zastosowano równie¿ do badania
zró¿nicowania izolatów E. amylovora pochodz¹cych
z Polski. Badaniami objêto 64 izolaty, spo�ród których
50 izolowano w latach 1983�2002 z odmiennych ro�lin
gospodarzy (jab³oñ, grusza, pigwa, ognik, g³óg i irga)
z ró¿nych rejonów kraju. Pozosta³e 12 izolatów po-
chodzi³o z innych krajów europejskich, w tym 2 z Bli-
skiego Wschodu. We wstêpnych badaniach DNA
wzorcowego izolatu 691 amplifikowano w reakcjach
z 87 ró¿nymi starterami RAPD (OPERON). Do dal-
szych badañ wybrano 3 startery: U19, W20 i AR03,
które w wyniku reakcji amplifikacji pozwala³y na
uzyskanie najwiêkszej liczby produktów. Dodatkowo
wykorzystano 2 startery CUGEA 1 i CUGEA 5, które
zosta³y wcze�niej opisane przez innych autorów jako
umo¿liwiaj¹ce ró¿nicowanie izolatów E. amylovora.
Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, ¿e
ró¿nicowanie izolatów E. amylovora umo¿liwi³y jedy-
nie startery AR03, CUGEA 1 i CUGEA 5, podczas
gdy profile uzyskane w reakcji ze starterami W20
i U19 by³y jednakowe dla wszystkich izolatów. Prze-
prowadzone badania potwierdzi³y wysok¹ jednorod-
no�æ testowanych izolatów E. amylovora, choæ czê�æ
z nich wykazywa³a znaczne ró¿nice w wirulencji
badanej zarówno na li�ciach jab³oni, jak i na pêdach
jab³oni, gruszy i g³ogu. Nie znaleziono równie¿ kore-
lacji miêdzy zró¿nicowaniem genetycznym izolatów
a ich pochodzeniem geograficznym lub ro�lin¹, z której
zosta³y wyosobnione. Brak zró¿nicowania badanych
szczepów stwierdzono równie¿ na podstawie analizy
restrykcyjnej fragmentu genu amsB (bior¹cego udzia³
w produkcji specyficznego dla E. amylovora polisa-
charydu � amyloworanu) o d³ugo�ci oko³o 1600 pz
z u¿yciem gêsto tn¹cych enzymów BsuRI i HpaII, [59].

3.2.5. Polimorfizm d³ugo�ci amplifikowanych
fragmentów � AFLP

W prowadzonych we W³oszech badaniach epidemio-
logicznych pos³u¿ono siê technik¹ AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) [79]. Zastosowanie
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tej techniki pozwoli³o na stwierdzenie, ¿e wyst¹pienie
zarazy ogniowej w prowincjach Modena i Ferrara,
by³o spowodowane jednym szczepem E. amylovora
[52]. Podobnie, analiza austriackich i wêgierskich izo-
latów tej bakterii, wykonana w oparciu o technikê
AFLP, nie wykaza³a miêdzy nimi ¿adnych ró¿nic [32].

W Hiszpanii podjêto próbê rozró¿nienia izolatów
E. amylovora pochodz¹cych z ró¿nych krajów zarów-
no technikami tzw. odcisku palca (fingerprinting) ze
starterami komplementarnymi do sekwencji powtarzal-
nych (tzw. Rep-PCR): ERIC, BOX, IS50 i starterem
M13 oraz technik¹ AFLP. Spo�ród 23 testowanych
izolatów 18 nie by³o rozró¿nialnych z zastosowaniem
rep-PCR. Na ich rozró¿nienie pozwoli³o natomiast za-
stosowanie AFLP z 6 kombinacjami starterów posia-
daj¹cych po 1 nukleotydzie ró¿nicuj¹cym. Dla wszyst-
kich, oprócz 2 szczepów, otrzymano unikalne kom-
binacje profili AFLP [61]. Poszerzone badania nad
charakterystyk¹ zarówno fenotypow¹, jak i genotypo-
w¹ 63 szczepów wyizolowanych w ró¿nych rejonach
Hiszpanii potwierdzi³y, ¿e spo�ród wszystkich technik
najwiêksze rozró¿nienie uzyskano przy zastosowaniu
AFLP. Technika ta pozwoli³a na rozró¿nienie bakterii
w zale¿no�ci od ich pochodzenia geograficznego.
Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e nowe ogniska zarazy
ogniowej w Hiszpanii s¹ efektem wielokrotnego wpro-
wadzenia zaka¿onego materia³u ro�linnego lub innych
�róde³ inokulum z ró¿nych pañstw Europy [14].

3.2.6. Elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym � PFGE

Obiecuj¹ce wyniki uzyskano stosuj¹c technikê PFGE
[36] (Pulsed Field Gel Electrophoresis) [2, 29, 83, 84],
Technika ta pozwoli³a na wyró¿nienie w�ród europej-
skich izolatów E. amylovora 6 typów i przedstawienie
hipotetycznych dróg rozprzestrzeniania siê choroby:
z Wysp Brytyjskich do Europy �rodkowej; z Wysp
Brytyjskich do Francji i dalej, na Pó³wysep Iberyjski
oraz do pó³nocnych W³och, z zachodniej Francji do
pó³nocno-wschodniej Hiszpanii, z Egiptu, przez Bliski
Wschód do Azji Mniejszej i na Ba³kany [2, 29, 83, 84].

W przeciwieñstwie do szczepów europejskich, pro-
file PFGE szczepów pochodz¹cych z Ameryki Pó³-
nocnej by³y du¿o bardziej zró¿nicowane. Europejskie
izolaty mo¿na zaklasyfikowaæ do 6 ró¿nych grup
na podstawie profili restrykcyjnych, natomiast w�ród
pó³nocnoamerykañskich izolatów tylko czê�æ mia³a
profil identyczny, jak izolaty E. amylovora pochodz¹-
ce z pó³nocy Hiszpanii, zachodniej Francji i Anglii.
Inna grupa by³a identyczna jak izolaty z Europy
Centralnej, a pozosta³e charakteryzowa³y siê profila-
mi o du¿ym stopniu zró¿nicowania, niespotykanymi
w Europie. Ta obserwacja doprowadzi³a do hipotezy,
¿e zaraza ogniowa rozprzestrzeni³a siê po �wiecie
�uciekaj¹c� z Ameryki P³n. tylko kilka razy [29].
Na jeszcze wiêksze rozró¿nienie bakterii pozwoli³o
badanie liczby SSR plazmidu pEA29. Liczba tych

Odró¿nienie izolatów z ro�lin rodzaju Rubus od izolatów z rodziny Pomoidae [49]

Rep-PCR
Nieliczne produkty polimorficzne pos³u¿y³y do opracowania starterów
amplifikuj¹cych markerowe fragmenty DNA

[60]

18 z 23 izolatów z Hiszapnii nie by³o rozró¿nialnych [61]

Rybotypowanie
Odró¿nienie izolatów z ro�lin rodzaju Rubus od izolatów z rodziny Pomoidae [25, 28, 55]

Niewielkie zró¿nicowanie w�ród izolatów z drzew owocowych [20]

RFLP genomu + hybrydyzacja
Odró¿nienie izolatów z ro�lin rodzaju Rubus od izolatów z rodziny Pomoidae.

z sond¹ komplementarn¹
Jednorodne izolaty z drzew owocowych, natomiast z Rubus � 2 grupy [33]

do genów hrp

Wyró¿nienie w�ród europejskich izolatów E. amylovora 6 typów

RFLP genomu + PFGE
i przedstawienie hipotetycznych dróg rozprzestrzeniania siê choroby [2, 29, 83, 84]
do ró¿nych krajów

Du¿e zró¿nicowanie w�ród izolatów z Ameryki Pó³nocnej [29]

RFLP recA, gyr, rpoS 5 izolatów spo�ród 12 zosta³o odró¿nionych tylko na podstawie genu recA [80]

RFLP amsB Brak zró¿nicowania w�ród 14 izolatów pochodz¹cych z Polski [59]

Rozró¿nienie wszystkich spo�ród16 badanych izolatów. Odró¿nienie izolatów

RAPD
z ro�lin rodzaju Rubus od izolatów z rodziny Pomoidae.

[54]

Du¿a jednorodno�æ w�ród badanych izolatów
[5, 32, 44,

59, 72]

Brak rozró¿nienia w�ród izolatów pochodz¹cych z Modeny i Ferrary (W³ochy) [52]

AFLP Brak ró¿nic w�ród izolatów pochodz¹cych z Wêgier [32]

Rozró¿nienie izolatów, zale¿nie od ich pochodzenia geograficznego w Hiszapnii [14, 61]

T a b e l a  I
Zró¿nicowanie izolatów E. amylovora na podstawie analizy ich DNA chromosomalnego

Metoda Wynik Pi�miennictwo
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powtórzeñ by³a du¿o bardziej zró¿nicowana ni¿ profi-
le PFGE lecz z nimi nie korelowa³a. Równie¿ analiza
sekwencji genu hrpN koduj¹cego harpinê, jak i se-
kwencji aminokwasowej tego bia³ka wydedukowanej
na podstawie sekwencji nukleotydów, potwierdzi³a
wiêksz¹ ró¿norodno�æ szczepów amerykañskich ni¿
europejskich, których sekwencje tego genu by³y pra-
wie identyczne [30]. Badania przeprowadzone przez
G i o r g i  i  S c o r t i c h i n i  [23] z izolatami euro-
pejskimi, jak i pochodz¹cymi spoza Europy, równie¿
potwierdzi³y wiêksze zró¿nicowanie genu hrpN u bak-
terii wyizolowanych w Ameryce Pó³nocnej, gdzie za-
raza ogniowa by³a wykryta i opisana po raz pierwszy
na �wiecie. Zarówno w przypadku analizy genu hrpN,
jak i rejonu genów dspA/E koduj¹cych czynniki wiru-
lencji, obserwowano znaczne ró¿nice w profilach
RFLP oraz sekwencjach miêdzy szczepami izolowa-
nymi z ro�lin rodzajów Amelanchier i Rubus, a bak-
teriami pochodz¹cymi z ro�lin nale¿¹cych do rodzi-
ny Maloidae [23].

4. Podsumowanie

Szczepy bakterii Erwinia amylovora, chocia¿ zró¿-
nicowane pod wzglêdem wirulencji, nale¿¹ do jedne-
go z bardziej homogennych pod wzglêdem bioche-
micznym i genetycznym gatunków. Wyra�ne ró¿nice
zaobserwowano jedynie miêdzy izolatami pochodz¹-
cymi z malin i je¿yn, a izolatami wyosobnionymi
z jab³oni i grusz oraz innych ro�lin-gospodarzy (Ta-
bela I). W rejonach, gdzie stosowano �rodki na bazie
streptomycyny przeciwko zarazie ogniowej, u czê�ci
szczepów zaobserwowano pojawienie siê oporno�ci
na ten antybiotyk. Zale¿nie od rodzaju mechanizmu
odpowiedzialnego za oporno�æ, bakterie podzielono
na szczepy o wysokiej i �redniej oporno�ci. Badania
nad zró¿nicowaniem genetycznym E. amylovora wy-
kaza³y wiêksz¹ ró¿norodno�æ w�ród szczepów pocho-
dz¹cych z Ameryki Pó³nocnej, gdzie zarazê ogniow¹
opisano po raz pierwszy, ni¿ w�ród szczepów euro-
pejskich. Najnowsze badania wykazuj¹, ¿e bakterie
E. amylovora mog¹ siê ró¿niæ zawarto�ci¹ DNA plaz-
midowego. Co wiêcej, niektóre plazmidy, jak odkryty
w Hiszpanii pEI70, mog¹ nie�æ ze sob¹ geny istotne
dla patogeniczno�ci bakterii inne ni¿ dotychczas
poznane odpowiedzialne za syntezê: egzopolisachary-
dów, sideroforów, bia³ek np. harpiny. Pomimo znacz-
nego postêpu w badaniach funkcji poszczególnych
genów ich ca³o�ciowe znaczenie nie zosta³o dotych-
czas rozpoznane. Wykorzystywane coraz powszech-
niej nowoczesne techniki, np. Real-time PCR, po-
winny dostarczyæ wiêcej informacji na temat genów
E. amylovora zwi¹zanych z patogeniczno�ci¹ i wi-
rulencj¹ bakterii.
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