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BAKTERIJE 1Z RODU PSEUDOMONAS KOT PATOGENI NA FIZOLU

Mateja Grum', Maja Ravnikar'

1ZVLECEK

S kombiniranjem metod imunoflucrescence, izolacijle na semiselektivnem MSP gojis¢u in
testom patogenosti na obdutfivem gostitelju smo potrdili okuzenost semen fizola sort
'starozagorski' in 'jeruzalemski' s povzrociteliem mastne fizolove pegavesti Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola in rjave fizolove pegavosti Pseudomonas syringae pv. syringae.

Kljuéne besede: mastna fizolova pegavost, rjava fizolova pegavost, imunofluorescenca, test
patogenosti

ABSTRACT
BACTERIA FROM GENUS PSEUDOMONAS AS BEAN PATHOGENS

The causal agents of halo blight Pseudomonas syringae pv. phaseolicola and of bacterial
brown spot Pseudomonas syringae pv. syringae were determined in bean seeds of cv.
Starozagorski and cv. Jeruzalemski by use of combination of methods like
immunofluorescence, dilution-plating on semiselective MSP medium and pathogenicity test.

Key words: halo blight, bacterial brown spot, immunofluorescence, pathogenicity test

1UVOD

Med Stevilnimi predstavniki bakterij iz vrste Pseudomonas syringae navadni fiZzol
okuZujeta dva patogena razlicka. To sta pv. phaseolicola, ki povzrota mastno fizolovo
pegavost in pv. syringae, povzroditelj rjave fizolove pegavosti. Oba sta najpogosteje
locirana na notranji in zunanji strani teste semen. Lo¢imo ju predvsem po znalilnih
bolezenskih znamenjih, ki jih povzroéata na listih okuZenih rastlin (Magek, 1991;
Saettler, 1991).

Prepoznavanje bolezenskih znamenj na nadzemnih delih rastlin, detekcija
povzroditeljev v semenih in uporaba zdravega semena $e vedno predstavijajo
najboljse varstvo pred Sirjenjem bakterijskih bolezni. Se posebej pomembna je
detekcija patogenov v semenih, pri tem je kljuénega pomena hitrost in enostavnost
testov. Razliéni avtorji navajajo kombinacije razli¢nih postopkov, kot so testiranje
ekstrakta semen z: 1./ imunofluorescenco, kombinirano z izolacijo na sploSnem
bakterijskem gojistu in preverjeno s testom patogenosti (Van Vuurde et al., 1991);
2./ izolacijo na semiselektivnem gojis¢u (MSP gojis¢e), kombinirano s testom
patogenosti (Mohan in Schaad, 1987); 3./ izolacijo na MSP gajis¢u, kombinirano z
biotestom za fazeolotoksin (Jansing in Rudolph, 1990); 4./ detekcijo z BIO-PCR
(Schaad et al., 1995).

7 namenom detekcije in razlikovanja obeh patogenih razliCkov v semenih sort
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'starozagorski' in 'jeruzalemski' ter ugotavljanja povzroéiteljev bolezenskih znamenj
na strokih sorte 'ptujski maslenec', smo testirali nekatere od priporo¢enih metod.

2 MATERIALIIN METODE

Pri identifikaciji izolatov in detekciji z imunofluorescenco smo uporabljali kontroine kulture
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB 1321 in Pseudomonas syringae pv. syringae
NCPPB 2684.

2.1 Ekstrakcija iz strokov

Stroke fizola z bolezenskimi znameniji sorte 'ptujski maslenec’ smo najprej obrisali s 70 %
etanolom, nato pa s sterilnim skalpelom izrezali tkivo okoli pege in ga strli v sterilni terilnici ob
dodatku 1 ml 0.01 M MgSO,. Polovico ekstrakta smo redgéili do 1000-krat, nato pa 0.1 mi
ekstrakta in razred¢in nanesli na goji$¢e B po Kingu.

2.2 Ekstrakcija iz semen

Pri detekciji v semenih fizola smo testirali sorti 'starozagorski' in ‘'jeruzalemski', ki smo ju dobili
iz Selekcijskega centra Ptuj, Semenarne Ljubljana. Seme vsake sorte smo razdelili v vzorce po
1000 semen. Vzorce smo sprali z vodo in jih inkubirali 20 ur pri 4 °C v sterilni raztopini 0.85 %
NaCl z dodanim 0.01% Tween 20. Po inkubaciji smo odvzeli 100 ml ekstrakta, ga centrifugirali
pri 6000 x g 20 minut in pelet suspendirali v 1 mi 0.01 M PBS pufru, pH 7.2. Za vsak vzorec
smo polovico suspendiranega peleta serijsko red¢ili v PBS do 1000-krat. Razred¢ine in
ostanek peleta vsakega vzorca smo uporabili za pripravo objektnikov za imunofluorescenco in
za nacepitev na semiselektivno gojisée (Jansing in Rudolph, 1990).

2.3 Indirektni imunofluorescenéni test

Na objektnike z vzorci smo nanesli suspendirani pelet in razredéine, na titer objekinika pa
suspenzije sevov NCPPB 1321 (pozitivna kontrola) in NCPPB 2684 (navzkrizna reaktivnost),
ter pustili, da so se kapljice zasusile. Zasusene madeze smo fiksirali s hladnim acetonom. V
opisanem postopku (Van Vuurde in Van Den Bovenkamp, 1987) smo za objektnike z vzorci
uporabili primarna protitelesa, redéena 1:50, 1:100 in 1:200, za titer objekinike pa smo
primarna protitelesa redgili serijsko od 1:25 do 1:6400. Sekundarna protitelesa z vezanim FITC
kot fluorokromom smo red¢ili 1:80. Objektnike smo pregledovali z invertnim mikroskopom
Nikon DIAPHOT TMD s 100-kratnim fluorescenénim objektivom, kombiniranim z 10-kratno
povecavo okularja.

2.4 Gojenje bakterijskih kultur

0.1 ml suspendiranega peleta in vsake od razreddin smo razmazali na modificirano gojisée z
glukozo in s peptonom (modified sucrose pepton agar, MSP; Mohan in Schaad, 1987), plosce
inkubirali pri 28 °C in po 4 dneh odbrali tipi¢ne kolonije, po 7 dneh pa le-te precepili na gojis¢e
B po Kingu. Ciste kulture smo preverili z oksidaznim testom in jih shranili na posevna gojisca s
kvasnim ekstraktom in kalcijevim karbonatom (yeast dextrose chalk agar, YDC).

2.5 Test hipersenzitivne reakcije

Razlikovanje med patogenimi sevi in saprofiti smo dologili s testom hipersenzitivhe reakcije
listov tobaka sorte 'xanthi'. Bakterijske suspenzije, ki smo jih pripravili iz 48 ur starih kultur in so
vsebovale ve¢ kot 107 cfu/ml v 0.01 M MgSO,, smo z brizgalko vbrizgali v intercelularne
prostore listov tobaka (Klement, 1983).

2.6 Test patogenosti

Za potrditev virulentnosti patogenih sevov, ki so povzroéili pozitivne hipersenzitivne reakcije,
smo inokulirali prve trifoliatne liste fizola obcutljive sorte 'red kidney'. Bakterijske suspenzije
smo pripravili iz 24 ur starih kultur v 0.01 M MgSO, in so vsebovale 10° cfu/ml. Rastline smo
inokulirali tako, da smo suspenzije razprsili na spodnjo povrsino listov fizola (Klement, 1980).
Testne rastline za oba testa smo gojili v rastni komori pri temperaturi 25 °C in 80 % vlagi.
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3 REZULTATI IN DISKUSIJA

3.1 Izolacija bakterij iz bolezenskih znamenj na strokih

Za fizol patogene pseudomonade spadajo med fluorescentne pseudomonade, zanje je
znacilna produkcija fluoresceina na gojiséu B po Kingu. Kolonije bakterijskih izolatov
iz mastnih madeZev na strokih sorte 'ptujski maslenec' so oblikovale, za bakterije vrste
Pseudomonas syringae znacilen, rahlo zelen, difuzibilni flourescentni pigment na
gojis¢u B po Kingu.

Na inokuliranih listih tobaka je tkivo najprej kolabiralo in izsuSena, nekrotiéna
obmod¢ja na mestih inokulacije so se izoblikovala v ¢asu 24 ur po zacetku inokulacije.
Pozitivna hipersenzitivna reakcija tobaka, kot odgovor negostiteljske rastline na
inokulacijo listov kaZe, da so izolirani sevi patogene rastlinske bakterije.

Za natanéno razlikovanje pv. phaseolicola od pv. syringae je najbolj zanesljiv test
virulentnosti na obCutljivem gostitelju. Testirali smo izolirana seva M1 in M2 ter
NCPPB 1321 in NCPPB 2684 kot kontrolna seva. Znamenja okuZbe z izoliranima
sevoma so se pojavila kot drobni mastni madeZi in prve kloroze 7 dni po inokulaciji.
Po 12 dneh so se razvili vedji nekrotiéni madeZi, obrobljeni s tkivom neZno rumene
barve, tako imenovani "oreoli" (ang.: halo). Razvoj tipi¢nih znamenj mastne pegavosti
fizola in primerjava znamenj s kontrolnimi sevi potrjujeta izolacijo Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola iz bolezenskih znamenj na strokih.

3.2 Dolocanje bakterij v semenih

V semenih sorte jeruzalemski' letnik 1995 smo z izolacijo na MSP goji§éu in testom
patogenosti na obcutljivem gostitelju potrdili okuZenost semen s Pseudomonas
syringae pv. syringae. Po 2 dneh inkubacije na MSP gojiséu so bile tipiéne kolonije
svetlo rumene, rahlo motne, kupolaste in okrogle, po 4 dneh so robovi dvignjenih
kolonij postali $ir§i in prozomni, centri pa manj gosti, barva bolj intenzivno rumena.
Morfologija kolonij se tudi po 7 dneh inkubacije ni razlikovala od videza tipi€nih
kolonij pv. phaseolicola.

Razvoj rjavih nekrotiénih peg na testnih rastlinah fiZola 14 dni po inokulaciji, ki niso
bile mastne in obrobljene s klorozami, je potrdil okuZbo s patogenim razliCkom
syringae.

Pri testiranju sort 'starozagorski' in 'jeruzalemski' letnika 1996 pa smo izolaciji na
MSP gojis€u prikljuéili Se detekcijo z indirektno imunofluorescenco. Titer protiteles
proti pv. phaseolicola je 1:200, kot delovno razred¢itev protiteles smo doloéili
red€enje 1:100. Test navzkrizne reakcije protiteles proti pv. syringae kaZe slabo
reakcijo samo pri redCenju 1:25, zato pri¢akujemo, da so protitelesa specifi¢na za
dokaz pv. phaseolicola. Z indirektnim imunofluorescenénim testom smo dokazali
zastopanost pv. phaseolicola pri obeh sortah letnika 1996, vendar pa posameznih
kolonij na MSP gojis€u, zaradi velike koli¢ine saprofitskih bakterij, posebno pri sorti
'starozagorski' tudi pri 1000-kratnem red€enju vzorca, nismo uspeli izolirati. Pri
preostalem vzorcu sorte 'jeruzalemski' letnik 1995 smo detekcijo pv. phaseolicola s
protitelesi potrdili tudi z izolacijo na MSP gojiu, vendar bomo izolirane seve
preverili tudi s testom patogenosti, pri nadaljnjem testiranju pa $e bolj redéili
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suspendirani pelet. Prednost imunofluorescence pred ostalimi metodami je hitrost in
obcutljivost, predpogoj pa je specifiénost protiteles za iskano bakterijo.

4 SKLEPI

Poleg Ze opisane karantenske bakterije Xanthomonas campestris pv. phaseoli
(Ravnikar et al., 1996) smo pri sortah ‘starozagorski' in 'jeruzalemski' potrdili
okuZenost semen z dvema patogenima razli¢koma vrste Pseudomonas syringae, to je
pv. phaseolicola in pv. syringae.
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