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|ZVLECEK

Bakterijski hruSev oZig predstavlja groznjo pridelavi jablan, hrusk in drugih gostiteljskih
rastlin. Laboratorijska diagnostika povzrocitelja, bakterije Erwinia amylovora, ima
pomembno vlogo pri zgodnjem odkrivanju in obvladovanju bolezni, sg je hitro izlocanje
okuzenih rastlin bistveno. V zadnjih letih je priSlo do razvoja novih metod in pristopov, tako
za laboratorijsko okolje kot tudi za uporabo na terenu, uporabo razli¢nih diagnosti¢nih metod
Vv povezavi s prognosticnimi modeli ter razvoj novih orodij za epidemioloske raziskave. Z
inovativno uporabo metod PCR v realnem ¢asu in hitrega seroloskega testa v vzorcih cvetov
jablan smo preverjali pojav E. amylovora v nasadih z razli¢cno zgodovino hruSevega oziga.
Okuzba cvetov je epidemiolosko ena najpomembnejSih faz razvoja bolezni, sgj se bakterije na
cvetovih zelo hitro namnozijo, med cvetovi pa jih ucinkovito Sirijo zuzelke. Zaznavanja
bakterije v fazi cvetenja in dolo¢anje njene koncentracije je uporabna informacija pri
odlocanju o ukrepih, posebg o uporabi, casu in Stevilénosti aplikacije fitofarmacevtskih
sredstev. V prispevku bomo predstavili izdedke nasih raziskav in nekatere druge novosti v
diagnostiki hrusevega oziga.

Kljuéne besede: hrusSev ozig, cvetovi, Erwinia amylovora, Malus domestica, PCR v realnem
Casu

ABSTRACT

NOVEL APPROACHES IN DETECTION OF THE CAUSATIVE AGENT OF FIRE BLIGHT,
Erwinia amylovora, IN LABORATORIES AND IN ORCHARDS

Fire blight poses a threat to the production of apple, pear and other host plants of the
causative agent, bacteria Erwinia amylovora. Its laboratory diagnosis plays an important role
in early detection and management of the disease, as fast elimination of infected plants is
crucial. In recent years there has been development of new methods and approaches, both
for the laboratory environment as well as for the field use, employing different diagnostic
methods, their integration with prognostic models and development of new tools for
epidemiological research. We examined the presence of E. amylovora in orchards with
different histories of fire blight, analyzing flowers before any visible symptoms, using real-
time PCR and handy quick serological tests. Infection of flowers is one of the most important
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stages of the epidemiological development of the disease because the bacteria can rapidly
propagate on flowers, and are successfully spread by bees and other insects. Detection of
bacteria in the flowering phase and determination of their concentration is useful information
when deciding on measures, specifically on the application, time and number of applications
for plant protection. We present the results of our research and some other innovations in the
diagnosis of fire blight.

Keywords: fire blight, flowers, Erwinia amylovora, Malus domestica, real-time PCR
1 UuvOoD

Bakterijski hruSev oZig predstavlja groznjo pridelavi jablan, hrusk in drugih gostiteljskih
rastlin, tudi v Sloveniji (FURS, 2011). Laboratorijska diagnostika povzrocitelja, bakterije
Erwinia amylovora, ima pomembno vliogo pri zgodnjem odkrivanju in obvladovanju bolezni,
sg je hitro izlo¢anje okuzenih rastlin bistveno (Steiner, 2000). V Evropi za dolo¢anje
bakterije v vzorcih sadnega drevja in drugih gostiteljskih rastlin uporabljamo diagnosticne
protokole razvite v okviru organizacije EPPO (EPPO, 1992; EPPO, 2004). V zadnjih letih se
je podrocje hitro razvijalo tudi po zaslugi mednarodnih projektov kot so ERWINDECT v
okviru ERA-NET Euphresco projektov (EUHRESCO Final Report, 2010), COST 864 in
drugih mednarodnih sodelav, predvsem s Svicarskim laboratorijem Agroscope. Razvite so bile
nove metode in pristopi, tako za laboratorijsko okolje kot tudi za uporabo na terenu, uporaba
razlicnih diagnosti¢nih metod v povezavi s napovedovanimi modeli ter razvoj novih orodij za
epidemioloske raziskave. V prispevku bomo opisali pomen: (i) inovativne uporabe metod
PCR v reanem casu in hitrega seroloskega testa v vzorcih cvetov jablan in (ii) metode
ustrezne za uporabo naterenu.

2 MATERIALI IN METODE

Uporaba PCR v realnem ¢asu in hitrega seroloSkega testa za dolocanje bakterije Erwinia
amylovora v cvetovih jablan. PCR v realnem ¢asu za dolo¢anje bakterije E. amylovora, ki je
bil razvit za njeno dolo¢anje v drugih delih rastlin (Pirc in sod., 2009), smo prilagodili za
analizo kumulativnih vzorcev cvetov jablan (50-100 cvetov/vzorec). Kadar so bili podatki na
voljo, smo cvetove nabirali v fizioloSkem stadiju, ki je najbolj ustrezen za namnoZevanje
bakterije in okuzbo cvetov. Prilagojeno metodo smo uporabili v preliminarnem poskusu na
vzorcih cvetov v Sloveniji (4 vzorci odvzeti na 4 lokacijah) in v Svici (skupno preko 690
vzorcev odvzetih na 5 lokacijah). Vsi nasadi so imeli zgodovino okuzb s hruSevim ozigom. V
Svici smo pri izbiri datuma vzoréenja upostevali napovedi programa Maryblyte™ (Lightner in
Steiner, 1992). V nekaterih primerih smo v kasnejSem ¢asu testirali tudi poganjke jablan na
istih lokacijah z uveljavljenimi metodami (EPPO, 2004; EPPO, 1992) in PCR v realnem ¢asu
(Pirc in sod., 2009).

Hitri seroloski test za dolo¢anje E. amylovora Serolo3ki test (Ea AgriStrip, Bioreba) smo
uporabili za testiranje vzorcev cvetov na enak nacin kot PCR v realnem &asu.

Metoda izotermalnega pomnozevanja DNA bakterije E. amylovora — LAMP (angl. »Loop-
mediated isothermal amplification of DNA«). Metodo, ki so jo razvili raziskovalci Univerze v
Oregonu, ZDA (Temple in sod., 2008; Temple in Johnson, 2010), smo preverjali v okviru
medlaboratorijskega preverjanja novih metod (Lopez M. M. In sod., 2010). Test smo izvajali
na rastlinskem materialu zdravih gostiteljskih rastlin bakterijskega hruSevega oziga, ki smo
mu dodajali znano koli¢ino bakterij E. amylovora, od 10 do 10° CFU/ml, in slepih vzorcih.
DNA smo iz pripravljenih vzorcev ter pozitivne in negativnhe kontrole izolirali po modificiranem
postopku Taylor in sod., 2001. Metodo LAMP smo izvajali v skladu z navodili prejetimi v
medlaboratorijski primerjavi.
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Pri testiranju cvetov jablan smo z molekularno metodo PCR v realnem c¢asu (Pirc in sod.,
2009), ki smo jo razvili pri nas in je posebg obcutljiva, zaznali bakterijo Erwinia amylovora,
ne glede na to ali so se v nasadih kasngje pojavila bolezenska znamenja ai ne. V
preliminarnem eksperimentu v katerem smo testirali kumulativne vzorce cvetov odvzete na 4
lokacijah v nasadih v Sloveniji, ki so bili v prejsnjih letih okuzeni, smo pojav bakterije E.
amylovora potrdili v dveh. To je posebgj pomembno z vidika ¢asa vzorcenja, ki ni bil posebej
prilagojen klimatskim razmeram ali napovedim okuzb programa Maryblyte™, niti ni bilo
vzoréenje posebeg usmerjeno na bolj obcutljive sorte jablan, zaradi ¢esar bi pricakovali
manjSo uspesnost doloc¢anja. Koncentracije bakterij v vzorcih, so segae od log 3 do log 5
CFU E. amylovora/mL vzorca. V Svicarskih nasadih, kjer so bila vzoréenja izvedena zelo
zgodaj in glede na napovedi programa Maryblyte™, smo z uporabo PCR v realnem &asu
ravno tako lahko potrdili pojav bakterije E. amylovora v vseh nasadih, na vseh lokacijah in ob
vseh izbranih datumih vzoréenja Delez pozitivnih vzorcev in koncentracija bakterij v
cvetovih se je razlikovala predvsem med obema testiranima sezonama, 2008 in 2009. Delez
pozitivnih rezultatov je bil vecji v letu 2008, ko je bilo ve¢ kot polovica vzorcev pozitivnih,
kot v letu 2009 (5 % pozitivnih rezultatov). Ravno tako so bile koncetracije bakterije v
cvetovih v letu 2008 prece vige, v povprecju log 4,5 CFU/mL, kot v letu kasnegje, ko so bile
nameji detekcije metode PCR v realnem casu (v povprecju log 2,3 CFU/mL).

Domnevamo, da se je po letu 2007, ki je bilo zelo ugodno za razvoj bolezenskih znamenj in
namnozevanje bakterije E. amylovora, njena koncentracija v naravi in v samih gostiteljskih
rastlinah zmanjSevala. Kljub pozitivnim rezultatom v letu 2009, ki so potrdili pojav bakterije
E. amylovora v casu cvetenja v vseh Svicarskih nasadih, kasngie ni prislo do razvoja
bolezenskih znamenj, ne glede na tehnoloske in fitofarmacevtske ukrepe (vkljuceni so bili
tako organski nasadi kot tudi proizvodni nasadi v katerih je bila dovoljena uporaba
streptomicing). Rezultati potrjujejo opazanja, daje bakterijav naravi sposobna preziveti daljsa
obdobja v razmerah, ki niso ugodne za razvoj bolezenskih znamenj. Zaradi pojava v zelo
nizkih koncetracijah jo lahko v taksnih obdobjih zaznamo le z uporabo zelo obcutljivih
metod, kot je PCR v realnem ¢asu. Z upoStevanjem rezultatov analiz pojava in koncentracije
bakterij E. amylovora lahko izboljSamo natancnost napovedovalnih modelov in racionalno
odlocamo o ukrepih, posebel o uporabi, ¢asu in Stevil¢nosti aplikacije fitofarmacevtskih
Sredstev.

V primerjavi s PCR v realnem ¢asu smo z uporabo hitrega seroloskega testa zaznai le manjse
Stevilo pozitivnih vzorcev v letu 2008, medtem ko so hili vsi testirani vzorci v letu 2009,
negativni. Glede na nizke koncentracije bakterij je to pricakovan rezultat, sg je obcutljivost
hitrega seroloskega testa precgl nizka. Kljub njegovi prakti¢nosti, enostavnosti uporabe na
terenu in niZji ceni, ta test ni ustrezen za ugotavljanje prikritih okuzb z E. amylovora, je pa
njegova obcutljivost v obmocju koncentracij E. amylovora v tkivu z izrazenimi bolezenskimi
Znamenji.

Po enostavnosti izvedbe je hitrim seroloskim testom blizu nova metoda specifi¢nega
pomnoZevanja DNA bakterije E. amylovora, LAMP PCR (Temple in sod., 2008; Temple in
Johnson, 2011). Za razliko od klasi¢nih reakcij PCR in PCR v realnem ¢asu LAMP PCR
poteka pri stalni temperaturi, njen produkt pa je lahko viden s prostim ocesom (Notomi in
sod., 2000). Reakcije LAMP PCR so bile do sedg razvite in se izkazale za uporabne
predvsem za viruse, Skodljive za ¢lovekain Zivali (Parida in sod., 2008). Zaradi obetavnosti
metode je bil LAMP PCR za dolo¢anje bakterije E. amylovora izbran za eno od metod v
med|aboratorijskem testu v katerem smo sodelovali (Lépez in sod., 2010). Prednost LAMP
reakcije je, da je lahko njen produkt viden tudi s prostim ocesom. Kljub natancni izvedbi
metode v laboratoriju pri nobenem od testiranih vzorcu tega produkta v obliki belega
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precipitata po koncani reakciji nismo opazili, kar zmanjSuje njeno uporabnost na terenu.
Nastgjanje produkta smo lahko zaznali z dodatnimi postopki razlocevanja produktov na
agaroznem gelu ai z barvanjem produktov reakcije z barvilom (Picogreen) in sicer v
obmogju koncentracij 10* in vet cfu/mL. Na ta nagin bi zaznai veliko vetino vzorcev z
izraZzenimi bolezenskimi znamenji.

4 SKLEPI

Pokazali smo, da je testiranje cvetov jablan z metodo PCR v realnem ¢asu ustrezna metoda za
zgodnje odkrivanje pojava bakterije E. amylovora, Se pred pojavom bolezenskih znamen.
Predvidevamo, da bi bil pristop testiranja kumulativnih vzorcev cvetov jablan ai tudi drugih
okrasnih rastlin koristen v ugotavljanju Sirjenja bolezni na nova, dosedaj neokuzena obmocja
in v epidemioloih tudijah.

Enostavne metode, ustrezne za uporabo na terenu, ki smo jih testirali (hitri seroloski test in
LAMP PCR), zahtevagjo tehni¢ne izboljSave, da bi zaznale bakterijo E. amylovora v nizkih
koncentracijah prikritih okuzb, zanesjivo pa lahko zazngjo bakterijo v vzorcih z izrazenimi
bolezenskimi znamenji.

5 ZAHVALA

Zahvaljujemo se Fitosanitarni upravi RS in Fitosanitarni inSpekciji RS, Se posebej inSpektoricama ge.
Emi Pavli¢-Nikoli¢ in ge. Klaudiji Matjaz Petek s FSI enote Celje ter g. Andreju Poto¢niku s FSI enote
Brnik, za sodelovanje pri vzoréenju in testiranju cvetov. Del analiz je bil opravljen v okviru
mednarodnega projekta »COST-Action 864: PomeFruitHealth, Combining traditional and advanced
strategies for plant protection in pome fruit growing«. Projekt ERWINDECT mreZe Euphresco
Phytosanitary ERA-NET je bil osnova nadaljnemu sodelovanju in izvedbi medlaboratorijske primerjave
testa LAMP PCR.
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