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1ZVLECEK

Patogene bakterije rodu Pseudomonas so v Sloveniji precej razSirjene. Pri okuZenih drevesih
so sadeZi slabse kvalitete, pridelek je manj§i, hkrati so rastline bolj obgutljive na druge
povzroditelje bolezni. V letu 2003 smo bakterije iz rodu Pseudomonas izolirali tudi iz rastlin s
posebej hudimi znamenji oZiga. Bolezenska znamenja povzrogena z bakterijami iz rodu
Pseudomonas in tista, ki jih povzroa okuzba z bakterijo Erwinia amylovora je zelo tezko
razlikovati. Tako smo v letu 2003, v sklopu sistemati¢nega nadzora bakterijskega hrusevega
oZiga, ki ga koordinira Fitosanitarna uprava RS, testirali 441 vzorcev z bolj ali manj tipi¢nimi
bolezenskimi znamenji hruSevega oZiga. Med izolacijo bakterije Erwinia amylovora na

podobne bakterijam iz rodu Pseudomonas. V letu 2004 smo patogene bakterije rodu
Pseudomonas izolirali iz 26 od skupno 129 vzorcev (20,2%). OkuZene gostiteljske rastline pri
katerih smo potrdili patogene bakterije iz rodu Pseudomonas so bile jablana, hrugka, kutina,
ognjeni trn, panesplja, japonska kutina, vrtnica in photinia. Za vse izolate smo izvedli LOPAT
teste. Na podlagi preliminarnih testov smo z namenom zajeti ¢im ve¢jo raznolikost gostiteljev
in izolatov izvedli Se dodatne teste, kot so profil magcobnih kislin, profil celotnih celi¢nih
proteinov, test patogenosti na razli¢nih gostiteljih ter biotest tvorbe toksinov. Od biolosko -
molekularnih tehnik smo izvedli 16S rDNA RFLP in tipizacijo z rep-PCR. Opazili smo veliko
raznolikost HR pozitivnih izolatov (najverjetnzje patovarjev Pseudomonas syringae ali
Pseudomonas syringae pv. syringae) na testih patogenosti na razli¢nih gostiteljih in tudi po
molekularnem profilu, pridobljenem z rep-PCR. Bakterije rodu Pseudomonas so znani
inhibitorji drugih bakterij, zato smo preverili njihovo sposobnost inhibicije rasti Erwinia
amylovora na gojiséu King B, ker bi to lahko oviralo dolo€anje te bakterije. Sposobnost
inhibicije smo potrdili pri 4 od 46 testiranih sevov.

Kljucne besede: 16S rDNA RFLP, Erwinia amylovora, oZig, Pseudomonas ssp., rep — PCR
ABSTRACT
Pseudomonas ssp. FROM SAMPLES WITH BLIGHT SYMPTOMS

Plant pathogenic bacteria belonging to the genus Pseudomonas are common on fruit trees in
Slovenia. They reduce fruit quality and may lower yield. Trees infected by pathogenic
Pseudomonas species are also more susceptible to other pathogens. In 2003 some
Pseudomonas isolates were obtained that were from samples with more severe blight
symptoms of apple shoots than are usually observed. Pseudomonas and Erwinia amylovora
infections are difficult to distinguish. In the frame of systematic survey of fire blight
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coordinated by the Phytosanitary Administration of the Republic of Slovenia in 2003, 441
samples showing more or less typical fire blight symptoms were tested. During Erwinia
amylovora isolation on sucrose nutrient agar and King’s B media Pseudomonas-like colonies
were observed and isolated from 34 samples (8 %). In 2004 pathogenic bacteria from genus
Pseudomonas were isolated from 26 (20,2%) out of 129 samples tested on Erwinia
amylovora. Infected samples included apple and pear trees, quince, Pyracantha, Cotoneaster,
Japanese Quince, rose and Photinia. Biochemical (LOPAT) tests were performed for all
isolates. On the basis of preliminary tests isolates from different host plants were selected and
further tested using fatty acids profile analysis, whole cell protein profiles, toxin production
bioassay, pathogenicity tests on various hosts and molecular methods such as 16S rDNA
RFLP and rep-PCR. High diversity of the HR-positive strains (most likely pathovars of
Pseudomonas syringae or P. syringae pv. syringae) was observed in pathogenicity tests and
rep-PCR profiles. Because bacteria from genus Pseudomonas often show inhibitory effects on
growth of other bacteria their possible influence on efficacy of Erwinia amylovora detection
was checked. Marked inhibitory effects on Erwinia amylovora on King’s B media were
observed in 4 out of 46 tested isolates.
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1. UVOD

Patogene bakterije rodu Pseudomonas so v Sloveniji precej razsirjene. Najpomembnejsa vrsta
iz tega rodu, ki povzroca bolezni na rastlinah, je Pseudomonas syringae. Vrsta je na podlagi
razlicnih gostiteljskih rastlin razdeljena v veé¢ kot 50 patovarjev, ki pa jih je s standardnimi
bakterijskimi taksonomskimi testi tezko razlikovati. Dodatno se patovarji med seboj
razlikujejo Se po etiologiji bolezni, virulenci in sposobnosti tvoriti kemi¢no razli¢ne
fitotoksine (Scholz et al, 1994). Bolezenska znamenja, ki jih povzroga ta bakterija so
podobna znakom hruSevega oZiga povzrodenim z bakterijo Erwinia amylovora, ki povzrota
bolezni pri rastlinah iz druZine Rosaceae in je ena najnevarnejih bolezni sadnega drevja ter je
raz8irjena prakti¢no po vsej Evropi.

Med izbruhom hruSevega oziga v Sloveniji v letih 2003 in 2004 smo iz vzorcev, ki smo jih
testirali na bakterijo Erwinia amylovora, pogosto izolirali tudi kolonije morfolosko podobne
bakterijam rodu Pseudomonas. Da bi ugotovili raznolikost izoliranih patogenih bakterij iz
rodu Pseudomonas smo seve karakterizirali z razli¢nimi metodami kot so profil masobnih
kislin, test patogenosti na razli¢nih gostiteljih, biotest tvorbe toksinov, 16S rDNA RFLP in
tipizacija z rep-PCR. Ker so bakterije iz rodu Pseudomonas znani inhibitorji drugih bakterij,
smo preverili tudi njihovo sposobnost inhibicije rasti Erwinia amylovora na gojiséu King B,
ker bi to lahko oviralo dolocanje te bakterije.

2. MATERIAL IN METODE
2.1. Rastlinski vzoreci in izolacija bakterij

V letu 2003 in 2004 smo pregledali skupno 570 vzorcev z bolj ali manj tipinimi znamenji
hrusevega oziga iz obmogja celotne Slovenije. Vzoréenje je potekalo vsako leto od aprila do
oktobra, ko se pojavijo bolezenska znamenja hruSevega oZiga. Izolacija iz rastlinskega
materiala je potekala kot je opisano v EPPO standardu za doloCanje bakterije Erwinia
amylovora (OEPP/EPPO Phytosanitary procedures PM 3/40 (1). Erwinia amylovora.

ter jih inkubirali 2-3 dni pri 28°C.

V raziskavo smo vkljugili tudi 6 izolatov iz rodu Pseudomonas iz leta 2001 in 2002 in sicer iz
kutine, slive, breskve in stro¢jega fizola. Vkljucili smo tudi 4 referenéne seve in sicer: NCPPB
281 (Pseudomonas syringae pv. syringae), NCPPB 2684 (Pseudomonas syringae pv.
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syringae), GSPB 2204 (Pseudomonas syringae pv. phasolicola) in GSPB 1836 (Pseudomonas
syringae pv. glycinea).

2.2. Karakterizacija izoliranih sevov

LOPAT teste (L-tvorba levana , O-oksidaza, P-pektinoliti¢nost, A-arginin dihidrolazni test,
T-hipersenzitivna reakcija na tobaku), test razgradnje Zelatine ter test fluorescence na gojiscu
King B.

Za doloene izolate smo izvedli tudi profil mas&obnih kislin, kot je opisano v Janse (1991).

Tipizacija z molekularnimi metodami. Seve smo tipizirali glede na polimorfizem dolZin
restrikcijskih fragmentov pomnoZene16S rDNA (16S rDNA RFLP) z encimoma Rsal in Mn/l.
Izolacijo grobe DNA s Chelexom in pomnoZevanje 16S rDNA z verizno reakcijo s
polimerazo smo izvedli kot so opisali Cankar et al.(2005). Tipizacijo smo izvedli tudi z rep —
PCR (Rademaker et al, 2000). Pri tej metodi z oligonukleotidni zaetniki, ki so
komplementarni ohranjenim ponavljajoéim se delom DNA v bakterijskem genomu,
pomnozujemo med njimi lezede dele DNA. Ti deli so razli¢no veliki in ko jih lo¢imo po
velikosti z agarozno elektroforezo, dobimo znagilen profil. V nasi analizi smo uporabili BOX
oligonukleotidni zagetnik. '

Inhibicija rasti bakterije Erwinia amylovora s psevdomonadami. Na gojid¢e King B smo v
&rti nacepili testirani sev Pseudomonas ssp. in nato po 24 urni inkubaciji na celotno gojisce
nanesli §e suspenzijo bakterije Erwinia amylovora. Cono inhibicije smo od¢itali po 72 urni
inkubaciji na 28°C.

Produkcija toksinov. Pri izbranih 57 izolatih smo preverili tvorbo toksinov, predvsem
siringomicina, ki je bolj toksiSen za indikatorsko glive Rhodotorula pilimanae od ostalih
toksinov, ki jih lahko tvori Pseudomonas syringae. Toksini, ki pronicajo iz bakterij zavirajo
rast indikatorske glive Rhodotorula pilimanae, kar je vidno v ¢isti coni okoli bakterijskih
kolonij (Bultreys et al., 1999, Bender et al., 1999)

Test patogenosti. S 26 izolati smo izvedli test patogenosti na listih hruske Conference in na
plodovih jablane sorte Braeburn (Yessad er al., 1992) ter pri 30 izolatih test patogenosti na
stro&jem fizolu. Opazovali smo razlike v izraZenih bolezenskih znamenjih pri razlitnih
gostiteljih in med posameznimi izolati.

3. REZULTATIIN RAZPRAVA

V letih 2003 in 2004 smo iz vzorcev z bolj ali manj tipi¢nimi bolezenskimi znamenji
hrugevega oZiga izolirali kolonije morfologko podobne bakterijam rodu Pseudomonas. Da bi
ugotovili, ali gre za dolofen tip bakterij znotraj tega rodu, ki lahko povzrofa simptome
podobne hrugevemu oZigu oziroma za tip, ki se pogosto pojavlja na materialu okuZenem z £.
amylovora, smo preverjali njthovo virulenco, sposobnost zaviranja rasti E. amylovora in
genetsko raznolikost z molekularnimi tipizacijskimi metodami.

Od 441 vzorcev v letu 2003 smo opazili in izolirali kolonije morfolosko podobne bakterijam
rodu Pseudomonas pri 34 vzorcih. Izolirani sevi so bili tako patogeni kakor tudi nepatogeni.
V letu 2004 smo od vseh izoliranih bakterij iz rodu Pseudomonas v nadaljevanju testirali
samo tiste, ki so imeli pozitivno hipersenzitivno reakcijo na tobaku. Od 129 vzorcev iz
sistemati¢nega nadzora bakterijskega hrudevega oZiga in 11 lastnih vzorcev smo patogene
seve izolirali iz 35 vzorcev.

V preglednici 1 je prikazano $tevilo vzorcev z izoliranimi bakterijami iz rodu Pseudomonas
po gostiteljih v letu 2003 in 2004. Pri dologenih vzorcih smo izolirali po dva ali ve¢ razli¢nih
izolatov, tako da je skupno §tevilo izolatov 180 .
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Preglednica 1: Stevilo vzorcev in izolatov iz rodu Pseudomonas po gostiteljih v letu 2003 in

2004.
Gostitelj Stevilo .Stevilo
VZOorcev izolatov
glog 2 2
hrugka 6 8
jablana 42 144
japonska kutina 2 3
jerebika 3 5
kutina 7 9
ognjeni tm 1 1
panesplja 4 5
photinia 1 1
vrtnica 1 2
SKUPAJ 69 180

ter fluorescence na gojis¢u King B. Patogenost teh bakterij smo potrdili s hipersenzitivno
reakcijo na tobaku. V vrsto Pseudomonas syringae smo seve uvrstili na podlagi LOPAT testa.

Pri analizi izolatov z molekularnimi metodami nasi preliminamni rezultati kaZejo, da imajo
izolati s pozitivno hipersenzitivno reakcijo (HR) na tobaku drugaen 16S rDNA Rsal
restrikcijski profil od izolatov z negativno hipersenzitivno reakcijo. Za dokoncno potrditev te
hipoteze je potrebno poskus izvesti §¢ na ve¢jem §tevilu vzorcev. Dobljeni BOX-PCR profili
so bili veliko bolj raznoliki kot 16S restrikcijski profili. Tako smo lahko od 164 testiranih
izolatov 151 izolatov razvrstili v 13 BOX-PCR tipov, ostalih 13 izolatov pa kaZe edinstven
BOX-PCR tip. Dologen profil se je pojavljal pri bakterijah iz razli¢nih gostiteljskih rastlin in
iz razliénih lokacij. Dobljeni rezultati se ujemajo z ugotovitvami drugih avtorjev (Stead et al.,
2003; Weingart ef al.,1997), ki opisujejo, da so profili pri dologenih patovarjih zelo podobni
in je teZko razlikovati tudi med zelo sorodnimi patovarji, medtem ko so dolo¢ni patovarji po
profilih zelo razliéni in ima veliko sevov svoj profil. Med zelo heterogene patovarje sodi tudi
patovar syringae. Ena od moZnih razlag je, da so te bakterije epifitske bakterije, ki imajo zelo
velik krog gostiteljskih rastlin. S prilagoditvijo na razliéne okoljske razmere je tudi genska
heterogenost ve&ja (Weingart et al., 1997).

Pri dolo&enih izolatih rodu Pseudomonas smo testirali sposobnost tvorbe toksinov, predvsem
siringomicina, bakterijskega toksina, ki povzro¢a nekroze rastlinskega tkiva. Od testiranih 57
izolatov jih je 30 (52,6%) na gojis€u tvorilo toksin. Delez toksi¢nih sevov pri jablanah in
hrugkah je bil 45% in 33%, pri ve€ini drugih rastlin pri katerih smo testirali manjse Stevilo
sevov, pa so toksine proizvajali vsi testirani sevi (sevi iz breskev, kutin, paneSplje, slive,
§panskega bezga in vrtnice).

Test patogenosti na stro¢jem fiZolu, listih hruske sorte Conference in na plodovih jablane
sorte Bracburn smo delali samo z izolati s pozitivno hipersenzitivno reakcijo na tobaku.
Ugotovili smo, da se izolati med seboj moé¢no razlikujejo po virulenci na dolotenem
gostitelju. Tako nekateri izolati povzrodijo razvoj bolezenskih znamenj hitreje in v vejem
obsegu samo na enem ali dveh izmed testiranih gostiteljskih rastlin. Pege, ki so se razvile na
stro&jem fiZolu, so bile razli¢no velike. Veéina je bila rjavih in udrtih, kakrdni so znacilni za
Pseudomonas syringae pv. syringae, vidne pa so bile tudi vodene pege z izcedkom, ki so
znaéilne za Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Povezave med velikostjo in tipom peg in
sposobnostjo tvorbe siringomicina na goji§¢ih nismo opazili. Pri listih  hruSke sorte
Conference so se pri bolj virulentnih izolatih pojavile nekroze Ze po 24 urah in tudi obseg
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nekroz na listih pri teh izolatih je bil vegji kakor pri ostalih. Pri plodovih jablane sorte
Braeburn so se prva bolezenska znamenja, v obliki majhnih mastnih peg ob mestu vboda,
pojavila po 4 dneh. Izrazitej$e nekroze ob mestu vboda pa so se razvile po 14 dneh.

V letu 2003 smo poleg patogenih bakterij iz rodu Pseudomonas, izolirali in karakterizirali tudi
nekaj nepatogenih izolatov. Pri vseh izolatih iz tega leta smo testirali sposobnost inhibicije
rasti bakterije Erwinia amylovora na gojis€u King B. Pri 4 izolatih, ki so se vsi izkazali za
nepatogene, smo ugotovili, da so sposobni moéno inhibirati rast bakterije Erwinia amylovora.
Ceprav te bakterije ne povzro¢ajo bolezenskih znamenj, so lahko pomembne pri diagnostiki
bakterije Erwinia amylovora, povzro€iteljice bakterijskega hruSevega oZiga, saj lahko ovirajo
izolacijo te bakterije na gojiscu. Nekateri nepatogeni sevi iz rodu Pseudomonas se uporabljajo
tudi za omejevanje $irjenja hruSevega oziga kot bioti¢ni antagonisti. Da bi preverili moZnost
delovanja nasih izolatov kot bioti¢nih agensov bi bilo potrebno opraviti nadaljnje teste v
naravnih razmerah, saj je znano, da je stopnja inhibicije v kulturi in naravi lahko zelo razliéna
(Vanneste, J, 2000).

4. SKLEPI

Na podlagi izvedenih testov lahko sklenemo, da je v Sloveniji na sadnem drevju in okrasnih rastlinah
veliko razli¢nih bakterij iz rodu Pseudomonas (predvsem Pseudomonas syringae pv. syringae). Bakterije
se razlikujejo med seboj tako po molekularnih lastnostih, kakor tudi po patogenosti in tvorbi toksinov.
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