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VPLIV BAKTERIJE Agrobacterium tumefaciens NA VSTOP LICINK OGORCICE
Meloidogyne ethiopica V KORENINE GOSTITELJSKE RASTLINE in vitro

Janja LAMOVSEK?, Barbara GERIC STARE?, Gregor UREK?®
1.2.3 Kmetijski institut Slovenije, Oddelek za varstvo rastlin, Ljubljana
IZVLECEK

V rizosferi prihaja do Stevilnih medsebojnih vplivov med razlicnimi organizmi. Zanimal nas
je odnos med bakterijo Agrobacterium tumefaciens, povzrociteljico raka koreninskega vratu,
in rastlinsko parazitsko ogorCico Meloidogyne ethiopica. Vpliv A. tumefaciens na vstop
drugostopenjkih licink (J2) M. ethiopica v korenino je bil ovrednoten in vitro na gostiteljski
rastlini Arabidopsis thaliana s tehniko loCenih korenin. Zastopanost A. tumefaciens na eni
strani korenine ni vplivala na vstop liCink M. ethiopica na nasprotni strani korenine. Vstop
licink J2 je bil slabSi ob zastopanosti A. tumefaciens na isti strani korenine, vendar le pri
inokulumu 100 li¢ink na korenino. Predvidevamo, da zastopanost A. tumefaciens otezuje
vstop licinkam M. ethiopica v gostiteljsko rastlino zaradi nastanka biofilma okoli korenine.
Zmanjsano razmnozevanje ogorcCice ob zastopanosti A. tumefaciens je pokazal tudi loncni
poskus na paradizniku. Izbrana in vitro metoda se je izkazala kot dober sistem za hitre Studije
medsebojnih vplivov med omenjenimi organizmi, saj so nam rezultati takSnih hitrih Studij
lahko v pomoc pri zasnovi dolgotrajnejSih loncnih poskusov.

Kljuéne besede: Agrobacterium tumefaciens, in vitro, medsebojni vpliv, Meloidogyne
ethiopica

ABSTRACT

PENETRATION OF Meloidogyne ethiopica JUVENILES INTO HOST PLANT ROOTS
AFFECTED BY Agrobacterium tumefaciens in vitro

Rhizosphere presents a place of numerous interactions between various organisms. We
studied interaction between the crown gall bacterium Agrobacterium tumefaciens and root
knot nematode Meloidogyne ethiopica. The effect of A. tumefaciens on penetration of M.
ethiopica second-stage juveniles (J2) into plant host roots was assessed on the host plant
Arabidopsis thaliana with in vitro split root technique. The presence of A. tumefaciens on one
side of the split root had no effect on J2 penetration on the opposite split root. A significant
decrease in J2 penetration was observed when A. tumefaciens was present on the same
side of the roots, but only in treatment with 100 larvae per root. Penetration of J2 larvae may
be hindered due to biofilm formation on the plant roots by A. tumefaciens. Reduced
reproduction of M. ethiopica was shown also on tomato co-infected with A. tumefaciens in a
pot trial. The applied in vitro method proved as an excellent choice for short-term interaction
studies between the studied organisms, as it provides additional information useful in
designing long-term pot trials.
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1 uvoD

Rizosfera je okolje, kjer prihajajo v stik razlicni organizmi. KakSen medsebojni odnos bodo ti
razvili, je odvisno od ekoloske niSe ter vira prehrane. Bakterija Agrobacterium tumefaciens in
ogorcCica Meloidogyne ethiopica spadata v skupino ekonomsko najpomembnejSih Skodljivih
organizmov v kmetijstvu. Oba rodova povzroCita hipertrofijo rastlinskega tkiva, a preko
razlicnih mehanizmov. Patogenost bakterije A. tumefaciens je pogojena z zastopanostjo
plazmida Ti (ang. tumor-inducing) z zapisom za tumorigenost, kateri se prenese in vgradi v
genom rastlinske celice. lzrazanje genov patogenosti povzroCi nenadzorovano delitev
rastlinske celice, kar opazimo kot tumor. Navadno tumor nastane ob koreninskem vratu, lahko
pa nastane tudi na koreninah. Agrobakterije vstopijo in vgradijo patogene gene po prepoznavi
signala, ki ga oddaja poSkodovano rastlinsko tkivo. Znano je, da lahko agrobakterije vstopajo
skozi rane nastale ob prehranjevanju fitoparazitskih ogorcic (Karimi in sod., 2000). Ogorcice
koreninskih Sisk (Meloidogyne sp.) so obligatni paraziti, ki na koreninah Stevilnih rastlinskih
vrst povzrogajo znacilne odebelitve imenovane $iske. Siska nastane, ko li¢inka druge razvojne
stopnje (J2) po vstopu v korenino s svojimi Zleznimi izloCki vzpodbudi nastanek
prehranjevalnega mesta v obliki vecCjedrne rastlinske celice. Tako agrobakterije kot ogorcice
koreninskih Sisk vplivajo na transport vode in hranil od korenin do poganjkov (Veselov in
sod., 2003; Strajnar in sod., 2012), kar lahko privede do propada rastline.

(Lamovsek in sod., 2011), zastopanost vrste M. ethiopica pa smo v Evropi prviC zabelezili
prav na slovenskih tleh (Sirca in sod., 2004). M. ethiopica je tropska ogor¢ica, ki je sposobna
preziveti tudi v zmernih podnebnih razmerah (Strajnar in sod., 2011). Njeno zastopanost so v
Evropi pred kratkim potrdili tudi v Grciji in Turciji (Conceicéo in sod., 2012; Aydinli in sod.,
2013).

Za nastanek bolezni morajo bakterije 0z. ogorCice vstopiti v korenino. Z in vitro poskusom
smo zeleli oceniti vpliv patogene bakterije A. tumefaciens na vstop liCink M. ethiopica v
korenine navadnega repnjakovca Arabidopsis thaliana.

2 MATERIALI IN METODE

Za izvedbo in vitro poskusa smo uporabili tehniko loCenih korenin. Zasnova poskusa je
razvidna iz preglednice 1. Vsako obravnavanje smo naredili v Sestih ponovitvah.

Semena A. thaliana smo sterilizirali v 1 % NaOCI in nakalili na modificiranem gojiS¢u KNOP
(Sijmons in sod., 1991) v temi. Rast stranskih korenin smo stimulirali tretji dan po kalitvi tako,
da smo s skalpelom odrezali vrh glavne korenine. Plos¢e smo inkubirali na svetlobi (14 h) v
rastni komori pri povprecni dnevni temperaturi 23 °C. Deveti dan smo rastline prestavili na
KNOP gojisce v plos€ah s tremi predelki tako, da smo fizicno locili zeleni del in oba lateralno
razvita dela korenine. PloS€e smo za&citili z ovojnim trakom in inkubirali v rastni komori v Ze
omenjenih razmerah. Po sedmih dneh smo rastlinam dodali li¢inke J2 ogorc€ic M. ethiopica in
/ ali bakterije A. tumefaciens.

JajCeca ogorcic M. ethiopica smo pridobili s korenin okuZzenega paradiZznika po Hussey in
Barker-jevi metodi (Hussey in Barker, 1973). LiCinke J2 smo po izleganju v sterilni vodi
povrSinsko sterilizirali s tri-minutnim namakanjem v 0,5 % HgCl,. Nato smo licnike trikrat
sprali v sterilni deionizirani vodi na 20 um situ. Inokulum z li¢inkami J2 smo pripravili v sterilni
raztopini Gelrite®. Zelatinasta struktura pripravka Gelrite preprecuje prehitro usedanje ligink
in omogoCi pripravo enakomerne suspenzije licink.

Patogeni sev A. tumefaciens (slovenski izolat 06-424-7) smo namnoZzili na plos¢ah z
gojis¢em King's B. Suspenzijo z 80 % prosojnostjo dolo¢eno z tubidimetrom (Biolog, ZDA)
(okoli 10® CFU/mI) smo pripravili iz 24 h starih kolonij v sterilni deionizirani vodi in inokulum
pripravili v raztopini Gelrite®.
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Tri tedne po inokulaciji obeh organizmov smo korenine obarvali s fuksinom (Byrd in sod.,
1983) in pod leCo presteli licinke, ki so vstopile v korenino. Podatke o Stevilu li€ink v korenini
smo statisticno ovrednotili s statisticnim programom R (v.3.0.0.) (R Development, 2008) s
paketoma Rcmdr (v. 1.9-6) in agricolae (v. 1.1-4). Razlike med obravnavanji smo ovrednotili
z analizo variance (ANOVA) in preizkusom mnogoterih primerjav (LSD) pri P < 0,05.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultati in vitro Studije nakazujejo na antagonisticen vpliv bakterij A. tumefaciens na vstop
licink ogorcCic koreninskih SiSk M. ethiopica. Vstop liCink M. ethiopica v korenine je bil
slabsi, kadar so bile na povr§ju hkrati tudi bakterije (preglednica 1: obravnavanji Ill in VI).
Predvidevamo, da biofilm oz. sluz (zunajcelicni polisaharidi), ki jo bakterija tvori na povrsini
korenine, otezuje premikanje liink, kar se kaZe v izrazito zmanjSanem vstopu. Rezultati
naSega lonCnega poskusa na koreninah paradiznika so pokazali 2,5-krat manjSe
razmnoZevanje ogorcic ob zastopanosti agrobakterij po 45-ih dneh inkubacije (rezultati niso
prikazani).

Preglednica 1. Vpliv zastopanosti bakterij A. tumefaciens na vstop liink J2 M. ethiopica v korenine A. thaliana
invitro.

Inokulum St. Delez M. ethiopica
Obravnavanje 1. predelek 2. predelek M.kethlopu:_av v korenini ( %)
orenini
I 100 J2 M. ethiopica / 30+£08b 3,0+£0,8bc
I 100 J2 M. ethiopica 100 CFQ A 28+08b 28+08bc
tumefaciens
100 J2 M. ethiopica
1| +10 CFU A / 0,0+£0,0a 0,0+£0,0c
tumefaciens
v 20 J2 M. ethiopica / 28+0,7b 138+35a
Y, 20 J2 M. ethiopica 100 CFU A. 28+13b 142+66a
tumefaciens
20 J2 M. ethiopica
VI + 10 CFU A / 16+06b 8,0+2,7ab
tumefaciens

Crke za $tevilom in delezem li¢ink (a-c) v stolpcih prikazujejo statisticno znaGilne razlike med obravnavanji
(LSD test, p <0,05). Enake €rke pripadajo obravnavanjem, med katerimi ni statisticno znacilnih razlik.

Za uspesSen vstop liCink J2 je pomembna zacCetna velikost populacije, ki ne sme preseci
kritiCne gostote v in vitro sistemu. lzkazalo se je, da je 100 li¢ink nanesenih na polovico
korenin prevec, kar se kaze v zmanjSanem delezu liCink, ki vstopijo v korenino pri visokem
inokulumu li¢ink. Ob vecjem inokulumu liCink smo opazili tudi veC raztrganih koreninskih
vrSickov, najverjetneje kot posledico tekmovanja med li¢inkami.

Zastopanost bakterij na koreninah ni vplivala na vstop licink M. ethiopica, Ce organizma nista
prisla v neposreden stik (preglednica 1: obravnavanji Il in V). Sklepamo, da zastopanost
bakterije na eni strani korenine ne izzove v rastlini sistemskega odziva, ki bi omejeval vstop
licnik M. ethiopica na nasprotni strani.

Korenine A. thaliana so tanke in prosojne, in kot take ustrezne za opazovanje vstopa liCink
ogorcic. Vstop liCinke v korenino je viden Ze tretji dan po inokulaciji kot zadebelitev na
mestu, Kjer si ogorcica ustvari prehranjevalno mesto (vecjedrna celica). Po enem tednu liCinka
ni ve¢ vidna zaradi hipertrofije tkiva. Stevilo ogor¢ic v korenini po tretiem dnevu in po treh
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tednih se ni razlikovalo (podatki niso prikazani). Z barvanjem smo se prepricali, da je v vsaki
Siski le ena liCinka M. ethiopica, Cetudi so se SiSke po velikosti razlikovale.

Bakterijski sev A. tumefaciens 06-424-7 povzroCa tumorje na gostiteljskih rastlinah, vendar
tumorjev v nasem in vitro poskusu nismo opazili. Znano je, da je nastanek tumorja odvisen od
gostote bakterij, ki mora doseci kriticno maso, da bakterije prenesejo in vgradijo T-DNA s
plazmida Ti v rastlinski genom. Ceprav je bila dodana koncentracija bakterij sprva nizka
(preglednica 1), se je gostota hitro dvignila zaradi rasti bakterij na gojiscu. Po enem tednu so
bakterije v celoti poselile korenino. Sev po treh tednih na koreninah ni izgubil patogenosti, saj
je po izolaciji s korenin in inokulaciji na testne rastline (paradiznik, soncnica in kalanhoja)
zopet povzroCil nastanek tumorjev. Ceprav sta bila gostota bakterij in ¢as zastopanosti ugodna
za nastanek tumorjev, pa so morda drugi pogoji v in vitro sistemu onemogocCili nastanek
tumorjev.

4 SKLEPI

Antagonisticni vpliv bakterij A. tumefaciens na vstop ogorCic M. ethiopica v rastlinsko
korenino v nasem in vitro sistemu temelji na fizicni prepreki, ki jo ustvari bakterijski biofilm.
Menimo, da je izbrana in vitro metoda bolj primerna za Studije medsebojnih odnosov med
glivami in ogorCicami kot bakterijami in ogorCicami. Zaradi narave vecine bakterijskih sevov,
kot sta hitra rast na gojisCu in proizvodnja zunajceli¢nih polisaharidov, izbrana metoda ne
more nadomestiti lon¢nih poskusov. Struktura biofilma bakterij na koreninah v naravnem
okolju ter v in vitro pogojih se razlikuje. Agrobakterije v naravi redko tvorijo tolikSne

.....

prosto dostopen v vecjih koliCinah. Kljub temu se je izbrana in vitro metoda izkazala kot
dober sistem za hitre Studije odnosov med omenjenimi organizmi, saj so nam rezultati takSnih
hitrih Studij lahko v pomoc€ pri zasnovi dolgotrajnejSih loncnih poskusov.
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