POST. MIKROBIOL.,
2009, 48, 2, 133141
http://www.pm.microbiology.pl

BIOROZNORODNOSC BAKTERII ERWINIA AMYLOVORA
— SPRAWCY ZARAZY OGNIOWEJ

Joanna Pulawska'*, Krzysztof Kielak?", Piotr Sobiczewski!

!Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa, ul. Pomologiczna 18, 96-100 Skierniewice
2Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Departament Hodowli i Ochrony Roslin, ul. Wspolna 30, 00-930 Warszawa

Wplyneto w styczniu 2009 r.

1. Wstep. 2. Analiza cech fenotypowych. 2.1 Rosliny-gospodarze i wirulencja E. amylovora. 2.2. Biochemiczne i fizjologiczne wlasci-
wosci E. amylovora. 2.3. Analiza kwasoéw tluszczowych i biatek. 2.4. Opornos$¢ na streptomycyng. 3. Analiza kwaséw nukleinowych.
3.1. Analiza plazmidowego DNA. 3.2. Analiza chromosomalnego DNA. 3.2.1.Analiza sekwencji powtarzalnych — Rep-PCR.
3.2.2. Rybotypowanie. 3.2.3. Analiza restrykcyjna — RFLP. 3.2.4. Losowo wzmocnione polimorficzne DNA — RAPD. 3.2.5. Polimor-
fizm dtugosci amplifikowanych fragmentow — AFLP. 3.2.6. Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE. 4. Podsumowanie

Biodiversity of Erwinia amylovora — the causal agent of fire blight

Abstract: Strains of Erwinia amylovora, the causal agent of fire blight of Rosaceae plants, form very homogenous species, regarding
both biochemical and genotypic characters. However, they show diversity of virulence. The differences in phenotype and genotype
of this bacterium have been observed only between strains originating from Rubus and those from Maloidae plants. In regions where
streptomycin was used to control fire blight, the presence of streptomycin resistant strains was found. However strains highly and
moderately resistant to streptomycin can be distinguished depending on their mechanism of resistance. Strains originating from
North America, where fire blight was described for the first time, are generally more genetically heterogeneous than those from
Europe. It was found that E. amylovora isolates can differ in plasmid content. Moreover, some of plasmids, like pEI70 discovered in
Spain, can posses genes essential for pathogenicity and different than presently known ones — responsible for synthesis of siderophores,
exopolysaccharides and proteins eg. harpin.

1. Introduction. 2. Analysis of phenotypic properties. 2.1. Host-plants and virulence of E. amylovora. 2.2. Biochemical and physio-
logical properties of E. amylovora. 2.3. Analysis of fatty acids and protein patterns. 2.4. Resistance to streptomycin. 3. Nucleic acid
based methods. 3.1. Analysis of plasmid DNA. 3.2. Analysis of chromosomal DNA. 3.2.1. Analysis of repetitive extragenic palindromic
elements. 3.2.2. Ribotyping. 3.2.3. Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP. 3.2.4. Random Amplified Polymorphic DNA
—RAPD. 3.2.5. Amplified Fragment Lenght Polymorphism — AFLP. 3.2.6. Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE. 4. Summary

Stowa kluczowe: DNA chromosomalny, DNA plazmidowy, Erwinia amylovora, wirulencja, zréznicowanie genetyczne i fenotypowe

Key words:

chromosomal DNA, plasmid DNA, Erwinia amylovora, genotypic and phenotypic diversity, virulence

1. Wstep

Bioroznorodno$¢ bakteryjnych patogendéw roslin
jest efektem ich zmienno$ci spowodowanej zaré6wno
warunkami $rodowiskowymi, prowadzacymi do nie-
dziedzicznych zmian fenotypu, jak i zmiennoscia
w materiale genetycznym, przekazywana na kolejne
pokolenia. Zmiany genotypu moga prowadzi¢ do
zmian patogenicznosci bakterii np. zmniejszenia lub
wzrostu ich wirulencji, w tym uzyskania zdolnosci
porazania odmian czy gatunkow ro$lin uprawnych do-
tychczas odpornych na chorobg, ktérej dana bakteria
jest sprawca. Stanowi to gtéwna przeszkode w wyho-
dowaniu odmian odpornych. Zmienno$¢ patogendéw
moze by¢ réwniez przyczyna powstawania opornosci
na $rodki ochrony roslin, zwlaszcza antybiotyki.

Ocena genetycznego zroéznicowania patogenow
jest wazna w badaniach epidemiologicznych, m.in.
nad ich rozprzestrzenianiem si¢, w hodowli odpornos-

ciowej roslin na choroby, ochronie roslin i kwarantan-
nie, w tym selekcji grup patogenéw do oceny efek-
tywnos$ci roznych czynnikdéw biologicznej ochrony
roslin przed chorobami. Dane pochodzace z badan nad
genetycznym zroéznicowaniem moga by¢ wykorzysty-
wane do monitorowania wystgpowania szczepoOw pa-
togenicznych, wykrywania i identyfikacji mozliwych
zrddet infekcji pierwotnej, mapowania gendw bakterii
i roslin, identyfikacji poszczegdlnych szczepdéw w ba-
daniach nad genetyka populacji i studiach filoge-
netycznych czy fizjografia chorob. Techniki uzywane
w badaniach nad genetycznym zroéznicowaniem maja
da¢ informacje pomocne w rozréznianiu szczepow, jak
i 0 ich pokrewienstwie.

Rozwoj technik molekularnych pozwolit na ujaw-
nienie zmienno$ci w materiale genetycznym bakterii
patogenicznych dla ro§lin i to zar6wno w ich chro-
mosomalnym, jak plazmidowym DNA. Prowadzo-
ne sa intensywne prace w tym zakresie nad Erwinia
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amylovora, patogenem powodujacym straty o znacze-
niu gospodarczym w wielu rejonach uprawy jabtoni
i grusz oraz innych roslin.

2. Analiza cech fenotypowych
2.1. Rosliny-gospodarze i wirulencja E. amylovora

Bakteria E. amylovora jest patogenem ponad
130 gatunkow roslin, zaliczanych do 40 rodzajow,
glownie z rodziny Rosaceae [75]. W Polsce, poza gru-
sza (Pyrus), jablonia (Malus) i pigwa (Cydonia) cho-
robg stwierdzono dotychczas na gtogu (Crataegus),
jarzabie (Sorbus), irdze (Cotoneaster), $widosliwie
(Amelanchier) oraz ogniku (Pyracantha). Generalnie
uwaza si¢, ze E. amylovora jest gatunkiem jednorod-
nym i nie wykazuje specjalizacji patogenicznej co ozna-
cza, ze potencjalnie kazdy z izolatow tego patogena jest
w stanie zakazi¢ kazda z dotychczas poznanych roslin-
gospodarzy [53]. Jednak De Ley i wsp. [13] na pod-
stawie badan z zastosowaniem sztucznej inokulacji
roslin udowodnili, ze poszczegdlne izolaty moga wy-
kazywa¢ pewne réznice w zakresie porazanych roslin.
Na uwagg zashuguja izolaty wyosobnione z ro§lin ro-
dzaju Rubus, niezdolne do porazania jabtoni i gruszy
[1, 13, 17, 62, 71]. Jednoczes$nie wigkszo$¢ izolatow
pochodzacych z drzew ziarnkowych okazata si¢ nie-
patogeniczna w stosunku do maliny i jezyny [13, 62].
Jedynie Evans [17] donosit o udanej inokulacji pe-
dow malin izolatem E. amylovora z jabtoni. Ze wzglg-
du na wymienione réznice Starr i wsp. [71] postu-
lowali utworzenie dla izolatéow porazajacych krzewy
z rodzaju Rubus, odrgbnego taksonu — Erwinia amy-
lovora f.sp. rubi.

Poszczegolne izolaty E. amylovora moga natomiast
r6zni¢ si¢ znacznie migdzy soba wirulencja w stosunku
do tego samego genotypu rosliny [7, 26, 59, 67]. O pa-
togenicznosci tej bakterii decyduje gldwnie jej zdolnosé
do biosyntezy egzopolisacharydu (EPS) oraz biatek,
zwlaszcza harpiny. EPS jest zwiazkiem kompleksowym
i moze zawiera¢ amyloworan, lewan i glukan [22]. Sta-
nowi on gtowny sktadnik wycieku bakteryjnego, towa-
rzyszacego czesto nekrozom i zgorzelom na porazo-
nych roslinach. Wokot komorki bakteryjnej EPS tworzy
otoczke chroniaca ja przed niekorzystnym wpltywem
otoczenia, a takze przed rozpoznaniem patogena przez
system obronny zaatakowanej rosliny. Utrata tej otocz-
ki wplywa takze na aktywno$¢ harpiny — biatka zbudo-
wanego gtéwnie z glicyny, ktore jest induktorem reak-
cji nadwrazliwosci, a ponadto, co jest najwazniejsze,
dziata jako czasteczka sygnatowa indukujaca zapro-
gramowana $mier¢ komorki rosliny-gospodarza [24].

Badane przez Norellego i wsp. [56] szcze-
py E. amylovora wykazywaly roézne zdolnosci cho-
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robotworcze wobec kilku odmian jabloni. Z kolei
Schwartz i wsp. [68] wykazali, ze tylko niektore
izolaty tej bakterii hamowaty wzrost komorek gruszy
W pozywce agarowej, co wigzato si¢ z ich zdolnoscia
do wytwarzania toksycznej dla roslin dihydrofenylo-
alaniny (DPH). Poszczegolne izolaty moga sig¢ row-
niez r6zni¢ patogenicznoscia na zawiagzkach owocow
gruszy oraz zdolnos$cia indukowania reakcji nadwraz-
liwosci na tytoniu. Jakkolwiek dla wigkszos$ci z nich
otrzymuje si¢ na ogo6t pozytywny wynik obu testow,
w niektorych przypadkach uzyskiwano wynik nega-
tywny jednego lub obu z nich [13, 77].

2.2. Biochemiczne i fizjologiczne wlasciwoS$ci
E. amylovora

Izolaty E. amylovora stanowia do$¢ jednorodna
grupe pod wzgledem wiasciwosci biochemicznych
i fizjologicznych [15, 27, 50, 58]. Pewne rdznice moga
jednak wystepowac¢ migdzy poszczegdlnymi izolata-
mi w zdolno$ci wykorzystania niektérych weglowo-
danow jako zrodta wegla. Analiza numeryczna profili
metabolicznych réznych izolatow E. amylovora wy-
konana w oparciu o system BIOLOG, umozliwiajacy
okreslenie zdolnos$ci utylizacji 95 organicznych zwiaz-
kow wegla, pozwolita na odroznienie, tworzacych
jednorodna grupeg izolatéw wyosobnionych z roslin
nalezacych do podrodziny Pomoideae, od izolatow
pochodzacych z roslin nalezacych do rodzaju Rubus.
Wsréd tych ostatnich wyrézniono dwie podgrupy:
Rubus 11 Rubus 11 [33]. Nasze badania nad opracowa-
niem charakterystyki fenotypowej polskich izolatow
E. amylovora z zastosowaniem zestawow API SOCH,
API ZYM i API 20NE wykazaly, ze na 87 badanych
cech, niektore z testowanych izolatéw roznity si¢ tylko
w zdolnosci utylizacji melibiozy, celobiozy, sorbitolu,
D-glukozy i L-arabinozy [59].

2.3. Analiza kwaséw thuszczowych i bialek

Komorki wigkszosci izolatow E. amylovora, nie-
zaleznie od ich pochodzenia geograficznego i rosliny-
gospodarza, maja podobna procentowa zawarto$¢
kwasow thuszczowych, reprezentujacych poszczegolne
klasy. Jedynie izolaty wyosobnione z ros$lin rodzaju
Rubus posiadaja nieznacznie wigcej kwasow cyklo-
propanowych. Natomiast izolaty oporne na streptomy-
cyn¢ maja mniej tych kwasow, a wigcej kwaséw nasy-
conych, niz izolaty wrazliwe na ten antybiotyk [76].
Zdaniem Zarnowskiego i wsp. [85] rdznice ob-
serwowane w profilach kwasow thluszczowych po-
szczegdlnych izolatow E. amylovora sa wystarczajace
do ich rozrozniania, a Garrett i wsp. [21] stwier-
dzili nawet pewna korelacj¢ migdzy uzyskiwanymi
profilami, a wirulencja badanych izolatow. Szersze
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zastosowanie analizy kwasow thuszczowych w bada-
niach epidemiologicznych i taksonomicznych wymaga
jednak bardzo $cislego przestrzegania procedur, gdyz
na uzyskiwane profile moze mie¢ wplyw migdzy inny-
mi wiek kolonii bakteryjnych oraz sktad pozywki, na
jakiej zostaly wyhodowane [8]. Natomiast profile, uzys-
kane w wyniku rozdziatu biatek bakteryjnych w zelu
poliakrylamidowym, wskazuja na duza jednorodnos$¢
europejskich izolatéw E. amylovora, wyosobnionych
z ro$lin nalezacych do podrodziny Pomoideae. Wrdd
obserwowanych sporadycznie réznic wsrod izolatow
nie stwierdzono korelacji z ich wirulencja, pochodze-
niem geograficznym i ro$ling gospodarzem [13, 77].

2.4. Opornos$¢ na streptomycyneg

Streptomycyna, zaledwie 8 lat po jej odkryciu
przez Schatza i wsp. [65] w 1944 roku, zostala
w USA zarejestrowana jako $rodek ochrony roélin. Jej
skuteczno$§¢ w zwalczaniu zarazy ogniowej potwier-
dzono w szeregu badaniach na réznych kontynentach.
Réwniez w Polsce, w latach 2002-2004, zarejestro-
wany byl $rodek przeciwko zarazie ogniowej $rodek
o nazwie Hortocyna 18 SP, bazujacy na siarczanie
streptomycyny [70]. Szczepy E. amylovora, oporne na
streptomycyne wykryto po raz pierwszy w USA.
Pierwsze doniesienie na ten temat pochodzi z Kaliforni
z roku 1971 [51], niedlugo pdzniej pojawily si¢ podob-
ne informacje ze stanéw Oregon i Waszyngton [12],
a w kolejnych latach z innych rejonow USA, w ktorych
réwniez stosowano streptomycyng, jako srodek prze-
ciw zarazie ogniowej. Ostatnio szczepy E. amylovora
oporne na ten antybiotyk odkryto réwniez poza Ame-
ryka Potnocna m.in. w Egipcie [16], Nowej Zelandii
[73], Izraelu [45], Libanie [64]. W$rod szczepow opor-
nych wyrézniono dwa gtowne fenotypy — o wysokiej
i o $redniej opornosci [11, 12, 47]. Szczepy o niskim
poziomie oporno$ci wystgpuja w naturze bardzo rzad-
ko [69]. Opornos¢ na streptomycyng u bakterii moze
mie¢ dwojakie podtoze: jako wynik punktowej mutacji
w genie rpsL kodujacym rybosomalne biatko S12 lub
tez poprzez nabycie gendw zwiazanych z opornoscia
zlokalizowanych na mobilnych elementach genetycz-
nych, jak np. na plazmidach lub transpozonach. Stwier-
dzono, ze u E. amylovora o wysokiej opornosci na
streptomycyng wystgpuje mutacja chromosomalna
w genie rpsL uniemozliwiajaca przylaczenie sig anty-
biotyku do rybosomu, a co za tym idzie inhibicji synte-
zy bialek. Natomiast u szczepdw $rednio opornych ce-
cha ta jest czgsto zwigzana z nabyciem genow strA-st7B
zlokalizowanych na plazmidach lub transpozonach
umozliwiajacych syntezg¢ enzymdéw modyfikujacych
aminoglikozydy, ktdre tak zmieniaja strukturg strepto-
mycyny, ze nie moze ona blokowa¢ miejsca przyta-
czania antykodonu w tRNA do rybosomu, czyli nie
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moze hamowac syntezy biatek [9]. Geny strA-strB zna-
leziono na plazmidzie RSF1010 wystgpujacym u roz-
nych bakterii, znalezionym w klinicznych szczepach
bakterii Gram-ujemnych. Dalsze badania wykazaly, ze
geny te rowniez znaleziono na transpozonie Tn5393
zlokalizowanym na koniugacyjnym plazmidzie pEA34
wystgpujacym u bakterii £. amylovora [10]. Do ro-
ku 1994, oporno$¢ na streptomycyng zwiagzana z gena-
mi strA-strB byta obserwowana wérdd szczepow izo-
lowanych tylko w stanie Michigan w USA. Pdzniej
znaleziono szczepy E. amylovora zawierajace plazmid
pEa8.7 z tymi genami w Kaliforni [57].

3. Analiza kwaséw nukleinowych
3.1. Analiza plazmidowego DNA

Zastosowanie technik molekularnych w badaniach
nad zmienno$cia E. amylovora pozwolilo m.in. na
wykazanie roéznej wielkosci charakterystycznego dla
gatunku plazmidu pEA29, ktéra waha si¢ od ok. 27,6
do ok. 34,9 kpz [46]. Analiza restrykcyjna tego plaz-
midu ujawnita natomiast do$¢ duza jednorodno$¢ izo-
latow pochodzacych z drzew owocowych, umozliwia-
jac jednoczesnie tatwe ich odroznienie od izolatow
z malin oraz izolatow Erwinia pyrifoliae — gatunku,
do ktorego zaklasyfikowano bakterie powodujace
objawy podobne do zarazy ogniowej na azjatyckich
odmianach gruszy [34]. Bakterie te r6znig si¢ od typo-
wych szczepéw m.in. patogeniczno$cia i zakresem
roslin-gospodarzy. Pierwotnie istniata wsrod badaczy
zgodnos¢, co do tego, ze plazmid pEA29 jest obecny
we wszystkich izolatach E. amylovora [4, 18]. Brak ge-
néw odpowiedzialnych za transfer i mobilizacj¢ w ob-
rgbie sekwencji tego plazmidu w powiazaniu z jego
wysoka stabilno$cia wywotato przekonanie, ze powi-
nien on wystgpowac u wszystkich dzikich szczepow
E. amylovora. W zwiazku z tym pierwsze proby za-
stosowania analizy DNA do identyfikacji i wykrywa-
nia patogena byly oparte na analizie DNA plazmidu
pEA29 [4, 38, 48]. Jednak z czasem zaczglo pojawiac
si¢ przypuszczenie, ze bakterie E. amylovora moga
fatwo zgubi¢ pEA29 nie tracac przy tym patogenicz-
nosci [3]. Brown i wsp. [6] nie otrzymali zadnego
produktu z 5 izolatami wyosobnionymi z maliny, gru-
szy 1 jabtoni po przeprowadzeniu amplifikacji ze star-
terami komplementarnymi do tego plazmidu, co ich
zdaniem, $wiadczyto o jego braku. Co wigcej, jeden
z pozyskanych Gram-dodatnich, niezidentyfikowa-
nych izolatow takze reagowal z tymi starterami, co
moze $wiadczy¢ o wezesniejszym pozyskaniu pEA29
od bakterii E. amylovora. Natomiast w Hiszpanii,
Llop iwsp.[39] wyizolowali z glogu izolat E. amylo-
vora pozbawiony plazmidu pEA29. Stwierdzili takze,
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wystgpowanie u tego izolatu innego plazmidu o wiel-
kosci okoto 70 kpz (pEI70) nie wykazujacego ho-
mologii z pEA29. Na podstawie analizy sktadu
plazmidowego europejskich szczepow E. amylovora
stwierdzono, ze plazmid pEI70 wystepuje dos¢ po-
wszechnie u E. amylovora na naszym kontynencie.
W niektdrych rejonach, np. w Polsce stwierdzono go
u ok. 10% sposréd ponad 100 badanych szczepow,
a w innych np. w Belgii plazmid ten znaleziono we
wszystkich testowanych izolatach. Przypuszcza sig,
ze plazmid pEA29 moze nie$¢ geny istotne dla wiru-
lencji E. amylovora [40].

Sposrod starterow komplementarnych do plazmi-
dowego DNA najpowszechniej stosowane sa startery
A 1 B, zaprojektowane przez Bereswilla i wsp.
[4], pozwalajace na amplifikacje odcinka o dtugosci
0,9 kpz powstatego po trawieniu plazmidu pEA29
restryktaza Pstl lub tez inne startery w obszarze tego
fragmentu DNA [38, 48]. Niektorzy badacze otrzy-
mywali jednak z niektorymi z tych starter6w produk-
ty o innej dlugosci [6, 33, 37]. Poddanie produk-
tow amplifikacji analizie restrykcyjnej wykazato, ze
w omawianym fragmencie pojawia si¢ insercja wiel-
kosci od 30 do 90 pz [37]. Sekwencjonujac amplifi-
kowany fragment, Schnabel i Jones [66] oraz
Kim i Geider [35] opisali rownolegle osmionukle-
otydowa, powtarzajaca si¢ sekwencj¢ (Short Sequence
Repeats — SSR), ktéra moze wystepowaé u rdéznych
izolatéw w liczbie od 4 do 15 kopii. Opisywana cecha
oceniona jednak zostala jako niestabilna, na przyktad
w warunkach stresowych [31]. W zwiazku z tym ana-
liza SSR nie jest polecana w badaniach epidemiolo-
gicznych i diagnostycznych [31, 35, 66]. Odmienne
obserwacje zostaly odnotowane przez Ruppitscha
i wsp. [63]. Analizowali oni 104 austriackie szczepy
E. amylovora pod katem stabilno$ci liczby powtorzen
wczesniej opisanych osmionukleotydowych sekwencji,
w warunkach laboratoryjnych po wielokrotnym pasa-
zowaniu oraz w warunkach stresowych. W zdecydo-
wanej wigkszo$ci badan liczba powtorzen badanych
SSR byta niezmienna. W zaleznosci od rejonu Austrii
izolowano szczepy o réznej liczbie SSR i na podsta-
wie wynikow wyciagnigto wnioski, ze zaraza ognio-
wa nie rozprzestrzenila si¢ z jednego zrdodla, lecz na
przestrzeni kilku lat od pierwszego pojawienia sig tej
choroby w 1993 roku, nastapito wielokrotne wprowa-
dzenie zrdédta infekeji do tego kraju.

Intensywne badania nad genomem E. amylovora
wykazaty obecnos¢ rowniez innych plazmidow w ko-
morkach niektorych izolatéw tego gatunku. Foster
i wsp. [19] okreslili sekwencje¢ nukleotydowa oraz
dystrybucje plazmidow pEU30 wielkos$ci 30,314 kpz
1 pEL60 wielkos$ci 60,145 kpz. Obecno$é¢ plazmidu
pEU30 stwierdzono u izolatow pochodzacych z za-
chodniej czgsci USA, natomiast pEL60 u izolatéw
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z Libanu. Sekwencje plazmidéw i rodzaj gendw w nich
zlokalizowanych sugeruja, ze mniejszy z nich jest po-
dobny do innych plazmidow izolowanych z bakterii
zwiazanych z ro$linami, natomiast wigkszy — do plaz-
midow wystegpujacych u ludzkich bakterii jelitowych.

3.2. Analiza chromosomalnego DNA

3.2.1. Analiza sekwencji powtarzalnych — Rep-PCR

Jedna z pierwszych prob zastosowania analizy ge-
nomowego DNA w badaniach zmiennosci genetycznej
E. amylovora opierala si¢ na amplifikacji obszarow
potozonych migdzy 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 zarow-
no w diagnostyce bakteriologicznej, jak i badaniach
epidemiologicznych [41, 42, 74, 78]. Zastosowanie
metody na bazie sekwencji powtarzalnych pozwolito
McManus i Jones [49] na latwe odroznienie
izolatow pochodzacych z malin i jezyn od izolatow
pochodzacych z roslin nalezacych do podrodziny Po-
moideae. Te ostatnie okazaly si¢ mato zréznicowane.
Amplifikacja DNA ponad 170 izolatow, pochodzacych
gléwnie z kontynentu pdinocnoamerykanskiego, po-
zwolila na uzyskanie jedynie od 2 do 3 profili, w zalez-
nosci od zastosowanych starterow (najwigksze zr6zni-
cowanie uzyskano stosujac startery komplementarne
do sekwencji typu ERIC). Warto przy tym zaznaczyc¢,
ze niezaleznie od zastosowanych starterow, zawsze
jeden z otrzymanych profili byt dominujacy. Dla wigk-
szo$ci izolatow pochodzacych z roslin nalezacych do
rodzaju Rubus otrzymano inne profile niz dla izolatow
pochodzacych z drzew owocowych. Wyjatek stanowit
1 izolat, dla ktorego otrzymano profile typowe dla
izolatéw wyosobnionych z drzew owocowych. Rico
i wsp. [60] réwniez stwierdzili mata uzytecznosc¢ tech-
niki rep-PCR do okre§lenia zwiazkow filogenetycz-
nych migdzy szczepami E. amylovora. Zréznicowanie
uzyskanych produktéw amplifikacji byto niewielkie,
lecz nieliczne obserwowane produkty polimorficzne
pozwolily na opracowanie starterow amplifikujacych
markerowe fragmenty DNA. Moga one postuzy¢ jako
narzgdzie w badaniach epidemiologicznych — np. do
$ledzenia drog rozprzestrzeniania si¢ patogena z okres-
lonego ogniska choroby.

3.2.2. Rybotypowanie

MacManus i Jones [49] amplifikowali réw-
niez obszar DNA lezacy w operonie rnn, pomiedzy
genami kodujacymi 16S rRNA i 23S rRNA (rybotypo-
wanie — ribotyping) [25]. Amplifikacja obszaru mi¢dzy
genami 16S rDNA 1 23S rDNA izolatow E. amylovora
pozwolila na fatwe wyr6znienie tworzacych jednolita
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grupg izolatéw wyosobnionych z roslin nalezacych do
rodzaju Rubus. RoOwniez izolaty pochodzace z drzew
owocowych okazaty si¢ mato zréznicowane — ampli-
fikacja DNA okoto 170 izolatow umozliwita uzyska-
nie jedynie 3 réznych profili [49]. Podobne wyniki
rybotypowania uzyskali Jeng i wsp. [28] — izolaty
wyosobnione z krzewow z rodzaju Rubus, oraz izolaty
pochodzace z roslin podrodziny Pomoideae tworzyty
dwie jednorodne grupy. Momol i wsp. [55] za-
stosowali modyfikacj¢ rybotypowania, polegajaca na
dodatkowym trawieniu otrzymanych produktow za po-
moca enzymow restrykeyjnych — ARDREA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Enzyme Analysis). Umoz-
liwito to jedynie odroznienie izolatow pochodzacych
z malin 1 jezyn od izolatdw wyosobnionych z innych
ro$lin-gospodarzy. Natomiast Garbeva 1 wsp.
[20], stosujac t¢ sama technike, wykazali zréznicowa-
nie rowniez wsrod izolatow z drzew owocowych. Od-
mienne profile uzyskali jednak dla tylko 2 izolatéw,
sposrod 14 badanych.

3.2.3. Analiza restrykcyjna — RFLP

Kim iwsp. [33] trawili genomowy DNA wybra-
nych izolatow E. amylovora wykorzystujac w tym celu
enzym EcoRlI, a nast¢pnie przeprowadzili hybrydyza-
cj¢ otrzymanych produktéw z sonda, obejmujaca gru-
pe gendw Arp. Dla wszystkich izolatow pochodzacych
z drzew owocowych otrzymali jeden profil, podczas
gdy dla izolatow wyosobnionych z krzewow naleza-
cych do rodzaju Rubus otrzymali dwa odmienne pro-
file. Technike RFLP (Restriction Fragment Lenth
Polymorphism) stosowali rowniez Waleron i wsp.
[81], amplifikujac gen recA kodujacy rekombinazg A
dziewigciu izolatow E. amylovora, wyosobnionych
z drzew owocowych w roznych rejonach $wiata. Pro-
dukty amplifikacji poddano naste¢pnie trawieniu cztere-
ma enzymami restrykcyjnymi. Dla wszystkich izolatow
otrzymano jednak jednakowe profile. Podobne wyniki
uzyskano stosujac analiz¢ RFLP rec4 i dodatkowo
2 innych genow: gyr4 i rpoS. Tylko jeden z siedmiu
enzymow restrykcyjnych zastosowanych do trawienia
fragmentu genu recA pozwolil na odrdznienie 5 od
pozostalych 12 testowanych szczepow E. amylovora.
Wszystkie pozostale wzory restrykcyjne byly iden-
tyczne dla E. amylovora, ale umozliwiaty odréznienie
tego gatunku od bakterii Erwinia wyizolowanych z po-
dobnych do zarazy ogniowej symptomow na gruszach
w Japonii [80].

3.2.4. Losowo wzmocnione polimorficzne DNA —RAPD

Do badania zmiennosci genetycznej E. amylovora
Momol i wsp. [54] zastosowali technik¢ RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) [43, 82]. Pro-
file, uzyskane w wyniku amplifikacji DNA 16 izola-
tow E. amylovora pochodzacych z réznych rejonow
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geograficznych, z sze§cioma przypadkowymi startera-
mi pozwolily na odrdznienie kazdego z izolatow. Jed-
noczes$nie izolaty wyosobnione z roslin z rodzaju
Rubus 1 drzew z podrodziny Pomoideae tworzyly dwie
grupy, przy czym podobienstwo migdzy nimi, okres-
lone metoda UPGMA i wyrazone za pomoca wspot-
czynnika Nei-Li wynosito okoto 0,7 [54]. Te same
startery zastosowali Brennan iwsp. [5] do badania
izolatow pochodzacych glownie z Irlandii. Wprawdzie
podobienstwo wigkszosci uzyskanych profili wynosito
powyzej 0,9 (wspdtczynnik Nei-Li, metoda UPGMA),
to jednak niektore z nich znacznie r6éznity si¢ od po-
zostatych. Technika RAPD wykazata takze wysoka
jednorodnos$¢ izolatéw E. amylovora, pochodzacych
z innych rejonéw geograficznych [32, 44, 72].
Technike RAPD zastosowano rowniez do badania
zroéznicowania izolatow E. amylovora pochodzacych
z Polski. Badaniami objgto 64 izolaty, sposrod ktorych
50 izolowano w latach 1983-2002 z odmiennych roslin
gospodarzy (jabton, grusza, pigwa, ognik, gtdg i irga)
z roznych rejonow kraju. Pozostate 12 izolatow po-
chodzito z innych krajow europejskich, w tym 2 z Bli-
skiego Wschodu. We wstepnych badaniach DNA
wzorcowego izolatu 691 amplifikowano w reakcjach
z 87 réznymi starterami RAPD (OPERON). Do dal-
szych badan wybrano 3 startery: U19, W20 i ARO3,
ktore w wyniku reakcji amplifikacji pozwalaty na
uzyskanie najwigkszej liczby produktow. Dodatkowo
wykorzystano 2 startery CUGEA 1 1 CUGEA 5, ktore
zostaly wczesniej opisane przez innych autorow jako
umozliwiajace roznicowanie izolatow E. amylovora.
Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze
réznicowanie izolatow E. amylovora umozliwily jedy-
nie startery AR03, CUGEA 1 i CUGEA 5, podczas
gdy profile uzyskane w reakcji ze starterami W20
1 U19 byly jednakowe dla wszystkich izolatéw. Prze-
prowadzone badania potwierdzily wysoka jednorod-
no$¢ testowanych izolatow E. amylovora, cho¢ czgé¢
z nich wykazywala znaczne rdéznice w wirulencji
badanej zar6wno na liSciach jabloni, jak i na pedach
jabtoni, gruszy i glogu. Nie znaleziono réwniez kore-
lacji migdzy zréznicowaniem genetycznym izolatow
a ich pochodzeniem geograficznym lub roslina, z ktérej
zostaly wyosobnione. Brak zrdznicowania badanych
szczepOéw stwierdzono réwniez na podstawie analizy
restrykcyjnej fragmentu genu amsB (bioracego udzial
w produkcji specyficznego dla E. amylovora polisa-
charydu — amyloworanu) o dhugosci okoto 1600 pz
z uzyciem gesto tnacych enzyméw BsuR1 i Hpall, [59].

3.2.5. Polimorfizm dlugo$ci amplifikowanych
fragmentéw — AFLP
W prowadzonych we Wtoszech badaniach epidemio-
logicznych postuzono si¢ technika AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) [79]. Zastosowanie
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tej techniki pozwolilo na stwierdzenie, ze wystapienie
zarazy ogniowej w prowincjach Modena i Ferrara,
bylo spowodowane jednym szczepem E. amylovora
[52]. Podobnie, analiza austriackich i wegierskich izo-
latow tej bakterii, wykonana w oparciu o technike
AFLP, nie wykazata migdzy nimi zadnych réznic [32].
W Hiszpanii podjgto probg rozroznienia izolatow
E. amylovora pochodzacych z réznych krajow zar6w-
no technikami tzw. odcisku palca (fingerprinting) ze
starterami komplementarnymi do sekwencji powtarzal-
nych (tzw. Rep-PCR): ERIC, BOX, IS50 i starterem
M13 oraz technika AFLP. Sposréd 23 testowanych
izolatéw 18 nie byto rozréznialnych z zastosowaniem
rep-PCR. Na ich rozr6znienie pozwolito natomiast za-
stosowanie AFLP z 6 kombinacjami starter6w posia-
dajacych po 1 nukleotydzie réznicujacym. Dla wszyst-
kich, oprécz 2 szczepdw, otrzymano unikalne kom-
binacje profili AFLP [61]. Poszerzone badania nad
charakterystyka zar6wno fenotypowa, jak i genotypo-
wa 63 szczepdw wyizolowanych w réznych rejonach
Hiszpanii potwierdzity, ze spo$rod wszystkich technik
najwigksze rozroéznienie uzyskano przy zastosowaniu
AFLP. Technika ta pozwolila na rozréznienie bakterii
w zalezno$ci od ich pochodzenia geograficznego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze nowe ogniska zarazy
ogniowej w Hiszpanii sa efektem wielokrotnego wpro-
wadzenia zakazonego materiatu ro§linnego lub innych
zrodet inokulum z réznych panstw Europy [14].

JOANNA PULAWSKA, KRZYSZTOF KIELAK, PIOTR SOBICZEWSKI

3.2.6. Elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym — PFGE

Obiecujace wyniki uzyskano stosujac technik¢ PFGE
[36] (Pulsed Field Gel Electrophoresis) [2, 29, 83, 84],
Technika ta pozwolita na wyrdznienie wsrod europej-
skich izolatow E. amylovora 6 typdw i przedstawienie
hipotetycznych drég rozprzestrzeniania si¢ choroby:
z Wysp Brytyjskich do Europy Srodkowej; z Wysp
Brytyjskich do Francji i dalej, na Poétwysep Iberyjski
oraz do pétnocnych Wioch, z zachodniej Francji do
pdétnocno-wschodniej Hiszpanii, z Egiptu, przez Bliski
Wschod do Azji Mniejszej i na Batkany [2, 29, 83, 84].

W przeciwienstwie do szczepow europejskich, pro-
file PFGE szczepoéw pochodzacych z Ameryki Pot-
nocnej byly duzo bardziej zréznicowane. Europejskie
izolaty mozna zaklasyfikowa¢ do 6 réznych grup
na podstawie profili restrykcyjnych, natomiast wsrdd
pénocnoamerykanskich izolatow tylko czg¢$¢ miata
profil identyczny, jak izolaty E. amylovora pochodza-
ce z poilnocy Hiszpanii, zachodniej Francji i Anglii.
Inna grupa byta identyczna jak izolaty z Europy
Centralnej, a pozostate charakteryzowaly sig¢ profila-
mi o duzym stopniu zréznicowania, niespotykanymi
w Europie. Ta obserwacja doprowadzita do hipotezy,
Ze zaraza ogniowa rozprzestrzenita si¢ po Swiecie
»uciekajac” z Ameryki Phn. tylko kilka razy [29].
Na jeszcze wigksze rozroznienie bakterii pozwolilo
badanie liczby SSR plazmidu pEA29. Liczba tych

Tabela 1

Zrdznicowanie izolatow E. amylovora na podstawie analizy ich DNA chromosomalnego

Metoda Wynik PiSmiennictwo

Odroéznienie izolatdw z roslin rodzaju Rubus od izolatow z rodziny Pomoidae [49]

Rep-PCR Nlellf:zne_produkty polimorficzne postuzyty do opracowania starterow [60]
amplifikujacych markerowe fragmenty DNA
18 z 23 izolatow z Hiszapnii nie bylo rozréznialnych [61]

. Odréznienie izolatow z roslin rodzaju Rubus od izolatow z rodziny Pomoidae [25, 28, 55]

Rybotypowanie — - - -

Niewielkie zroznicowanie w$rod izolatow z drzew owocowych [20]
" -
RFLP genomu + hybrydyzacja Odroéznienie izolatow z roslin rodzaju Rubus od izolatéw z rodziny Pomoidae.
z sonda komplementarng . .
; Jednorodne izolaty z drzew owocowych, natomiast z Rubus — 2 grupy [33]

do genéw hrp
Wyréznienie wérdd europejskich izolatow E. amylovora 6 typow

RFLP genomu + PFGE i prz’e.dstaw1en1'e’ hipotetycznych drég rozprzestrzeniania si¢ choroby [2, 29, 83, 84]
do réznych krajow
Duze zréznicowanie wsrdd izolatéw z Ameryki Pétnocnej [29]

RFLP recA, gyr, rpoS 5 izolatow sposrdod 12 zostato odroznionych tylko na podstawie genu recA [80]

RFLP amsB Brak zroznicowania wsrod 14 izolatow pochodzacych z Polski [59]
Rozréznienie wszystkich sposrod16 badanych izolatow. Odrdznienie izolatow
z roslin rodzaju Rubus od izolatdw z rodziny P id [54]

RAPD ju Rubus y Pomoidae. —
Duza jednorodnos$¢ wérdd badanych izolatow [5, 32, 44,

59, 72]

Brak rozréznienia wérdd izolatéw pochodzacych z Modeny i Ferrary (Wtochy) [52]

AFLP Brak réznic wérod izolatow pochodzacych z Wegier [32]
Rozréznienie izolatow, zaleznie od ich pochodzenia geograficznego w Hiszapnii [14, 61]
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powtdrzen byta duzo bardziej zréoznicowana niz profi-
le PFGE lecz z nimi nie korelowata. Rowniez analiza
sekwencji genu ArpN kodujacego harping, jak i se-
kwencji aminokwasowej tego biatka wydedukowanej
na podstawie sekwencji nukleotydoéw, potwierdzita
wigksza réznorodnos¢ szczepdw amerykanskich niz
europejskich, ktorych sekwencje tego genu byly pra-
wie identyczne [30]. Badania przeprowadzone przez
Giorgi i Scortichini [23] z izolatami euro-
pejskimi, jak i pochodzacymi spoza Europy, rowniez
potwierdzity wigksze zréznicowanie genu hrpN u bak-
terii wyizolowanych w Ameryce Pdtnocnej, gdzie za-
raza ogniowa byla wykryta i opisana po raz pierwszy
na $wiecie. Zarowno w przypadku analizy genu ArpN,
jak i rejonu gendéw dspA/E kodujacych czynniki wiru-
lencji, obserwowano znaczne roznice w profilach
RFLP oraz sekwencjach migdzy szczepami izolowa-
nymi z ro$lin rodzajow Amelanchier i Rubus, a bak-
teriami pochodzacymi z roélin nalezacych do rodzi-
ny Maloidae [23].

4. Podsumowanie

Szczepy bakterii Erwinia amylovora, chociaz zroz-
nicowane pod wzgledem wirulencji, naleza do jedne-
go z bardziej homogennych pod wzgledem bioche-
micznym i genetycznym gatunkoéw. Wyrazne roznice
zaobserwowano jedynie migdzy izolatami pochodza-
cymi z malin i jezyn, a izolatami wyosobnionymi
z jabtoni i grusz oraz innych roslin-gospodarzy (Ta-
bela I). W rejonach, gdzie stosowano $rodki na bazie
streptomycyny przeciwko zarazie ogniowej, u czgsci
szczepOw zaobserwowano pojawienie si¢ opornosci
na ten antybiotyk. Zaleznie od rodzaju mechanizmu
odpowiedzialnego za oporno$¢, bakterie podzielono
na szczepy o wysokiej i $redniej opornosci. Badania
nad zréznicowaniem genetycznym E. amylovora wy-
kazaty wigksza roznorodnos¢ wsrod szczepow pocho-
dzacych z Ameryki Pélnocnej, gdzie zaraz¢ ogniowa
opisano po raz pierwszy, niz wsrod szczepow euro-
pejskich. Najnowsze badania wykazuja, ze bakterie
E. amylovora moga si¢ r6zni¢ zawartoscia DNA plaz-
midowego. Co wigcej, niektore plazmidy, jak odkryty
w Hiszpanii pEI70, moga nie$¢ ze soba geny istotne
dla patogeniczno$ci bakterii inne niz dotychczas
poznane odpowiedzialne za syntezg: egzopolisachary-
dow, sideroforow, biatek np. harpiny. Pomimo znacz-
nego postgpu w badaniach funkcji poszczegdlnych
gendéw ich calo$ciowe znaczenie nie zostato dotych-
czas rozpoznane. Wykorzystywane coraz powszech-
niej nowoczesne techniki, np. Real-time PCR, po-
winny dostarczy¢ wigcej informacji na temat genoéw
E. amylovora zwiazanych z patogenicznoscia i wi-
rulencja bakterii.
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