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Ozig na rastlinah iz druzine roznic lahko povzroc¢ajo bakterije Erwinia amylovora in
tudi patogene bakterije iz rodu Pseudomonas. Bolezenska znamenja, ki jih te
bakterije povzrocajo so lahko zelo podobna. Zaradi pomembnosti odkrivanja
bakterije Erwinia amylovora, predvsem v rastlinah brez bolezenskih znamenj, v
katerih se lahko bakterija §iri na nova neokuzena podro¢ja, smo v prvem delu razvili
specifi¢no in obcutljivo verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (PCR v
realnem casu), s tar¢o na kromosomski DNA (gen amsC in regija ITS). Na ta nacin
smo povecali zanesljivost ugotavljanja te bakterije v primerjavi z Ze obstoje¢imi
molekularnimi metodami. Novo metodo smo uporabili tudi za ugotavljanje
ucinkovitosti pri odstranjevanju inhibitorjev S tremi razli¢nimi ekstrakcijskimi
metodami DNA. Obcutljivost metode v vzorcih z izrazenimi znamenji bolezni v
kombinaciji z razliénimi ekstrakcijskimi metodami je vsaj 10° celic/mL (= 4 celice
na reakcijo). Pri testiranju vzorcev na prikrito okuzbo omogoca PCR Vv realnem casu
kvantifikacijo bakterije pred in po obogatitvi v sploSnem in selektivnem gojiScu s
¢imer ugotavljamo Zivost Erwinia amylovora, tudi kadar bakterij po obogatitvi na
gojis¢u ne moremo izolirati v Cisti kulturi. V drugem delu raziskave smo preucili
raznolikost bakterij iz rodu Pseudomonas. Po pri¢akovanju smo izolirali najveé
bakterij iz vrste Pseudomonas syringae. Poleg nekaterih sevov iz drugih patovarjev
smo vecino uvrstili v patovar syringae. Sevi se med seboj razlikujejo po sposobnosti
sinteze toksina siringomicina ali siringopeptina, patogenosti na razli¢nih gostiteljih,
restrikciji produkta pomnozevanja 16S rDNA z encimom Mnll ter prstnem odtisu
DNA z zacetnimi oligonukleotidi BOX. Ugotovili smo, da je patogenost na
preizkuSenih gostiteljih odvisna od sinteze toksinov. Najve¢jo raznolikost med sevi
smo dolo¢ili z analizo prstnih odtisov DNA pridobljenih z BOX-PCR, na podlagi
katere smo lahko tudi seve s pozitivno in negativno preobcutljivostno reakcijo na
tobaku razvrstili v razliéne skupine BOX.
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Blight on rosaceous plants can be caused by bacterial species Erwinia amylovora
and phytopathogenic bacteria from genus Pseudomonas. Symptoms are often very
similar. Since detection of E. amylovora is very important, particularly in
symptomless plants where bacteria can spread to new pathogen-free areas, we
developed a specific and sensitive TagMan real-time PCR assays targeting
chromosomal DNA of Erwinia amylovora (amsC gene and ITS region) in the first
part of this work. These assays increase the reliability of detection of E. amylovora
strains in comparison to the already developed molecular methods. The assays were
used for testing the efficiency of three different DNA extraction methods to remove
plant—based PCR inhibitors. The real-time PCR assays reliably detected at least 10°
cells/mL (= 4 cells per reaction) of the pathogen from blighted woody plant material
combined with various extraction methods. In testing symptomless samples,
absolute quantification of E. amylovora before and after the enrichment in liquid
media proved the viability of E. amylovora and its ability to multiply, also in cases
when subsequent isolation in pure culture was unsuccessful. In the second part of
this work the diversity of bacteria from genus Pseudomonas was studied. As
expected, the majority of isolated strains were identified as Pseudomonas syringae
most of which were identified as syringae pathovar. Strains differ in the production
of syringomicin and syringopeptin, pathogenicity on different hosts, restriction
analysis of the amplified 16S rDNA with Mnll enzyme and BOX fingerprinting. The
pathogenicity on tested hosts in general correlated with toxin production. The
greatest diversity of the strains was observed with BOX analysis where strains with
positive and negative hypersensitive response on tobacco were clustered in different
BOX groups.
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1 UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Bakterijski 0zig na rastlinah iz druzine roznic lahko povzroca bakterija Erwinia amylovora
(E. amylovora) ali patogene bakterije iz rodu Pseudomonas. E. amylovora je bakterija, ki
povzroca bolezen hrusev ozig s hudimi okoljskimi, ekonomskimi in socioloSkimi
posledicami. Po prvem odkritju v letu 2001, je v letu 2003 prislo do izbruha te bolezni v
Sloveniji. Zaradi obsezne gospodarske $kode, ki jo bakterija povzroc¢a je uvrS€ena na
seznam II.A.l1l. To pomeni, da moramo po Evropski zakonodaji hrusev ozig nadzorovati.
Nadzor vkljucuje vizualni pregled in opazovanje rastlin, odvzem vzorcev s sumljivimi
znamenji bolezni in vzorcev v mati¢nih nasadih in drevesnicah za testiranje prikrite
(latentne) okuzbe v laboratoriju. Testiranje prikrite okuzbe je zelo pomembno, saj lahko na
ta nacin prepre¢imo prenos iz okuzenega podro¢ja na neokuzeno ter preventivno
pregledujemo nasade. Ker pa je v teh vzorcih koncentracija bakterij zelo nizka je tudi
diagnostika zelo zahtevna, zato je potreben razvoj obcutljivih metod, s katerimi lahko
bakterijo odkrijemo.

Znamenja bolezni, ki jih povzroca bakterija Erwinia amylovora so zelo podobna tistim, ki
jih povzrocajo patogene bakterije iz rodu Pseudomonas. Najpomembnejsa vrsta iz tega
rodu, ki povzroc¢a bolezni pri rastlinah je Pseudomonas syringae. Vrsta je na podlagi
okuzevanja razli¢nih gostiteljskih rastlin razdeljena v ve¢ kot 50 patovarjev, ki pa jih je s
standardnimi bakterijskimi taksonomskimi testi tezko razlikovati. Kateri patovarji te vrste
in tudi katere druge vrste bakterij iz rodu Pseudomonas so v Sloveniji prisotne je $e slabo
raziskano. Poleg tega je malo znanega tudi o bioloski raznolikosti bakterij iz tega rodu, Ki
so prisotne na sadnem drevju.

1.2 CILJI RAZISKAVE

Za dolocanje bakterije E. amylovora so bile ze v uporabi molekularne metode verizne
reakcije s polimerazo (PCR) s tar¢o na kromosomski DNA in na plazmidu pEA29. Razvite
metode s tar¢o na kromosomski DNA so bile premalo specifi¢ne ali obcutljive. Metode s
tar¢o na plazmidu pEA29 pa z odkritjem virulentnih sevov brez tega plazmida lahko dajo
lazno negativen rezultat. Zato smo Zeleli z razvojem metode PCR v realnem casu na
kromosomski DNA bakterije E. amylovora razviti specifi¢cno metodo, s katero bi ugotovili
prisotnost vseh sevov E. amylovora ne glede na plazmidni profil in ki bi bila hitra in dovolj
obcutljiva za odkrivanje nizkega Stevila bakterij. To je pomembno pri ugotavljanju bakterij
v rastlinskem materialu z nizko koncentracijo bakterij.
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V seriji poskusov smo Zeleli preveriti obcutljivost razvitega testa PCR v realnem ¢asu na
bakterijskih suspenzijah in v kombinaciji z razli¢énimi postopki izolacije nukleinskih Kislin
ter primerjati novo razvito metodo z uveljavljeno metodo vgnezdene PCR. Preverili smo
specificnost metode s testiranjem velikega Stevila izolatov bakterije E. amylovora z
razli¢nimi lastnostmi in iz razli¢nih geografskih obmodcjih ter z nekaterimi ostalimi
sorodnimi bakterijami oziroma bakterijami, ki se pojavljajo na istih gostiteljskih rastlinah.

Metodo smo uporabili tudi za kvantitativno sledenje S$tevila bakterij med rastjo v

.....

.....

V zadnjem c¢asu porocajo o povecani prisotnosti in Skodi, Ki jo povzro¢ajo patogene
bakterije iz rodu Pseudomonas na sadnem drevju v Sloveniji pa tudi v Avstriji, Italiji in na
Balkanu. Zeleli smo ugotoviti kaksno je stanje teh bakterij pri nas: katere patogene
bakterije iz rodu Pseudomonas so prisotne na rastlinah iz druZzine Rosaceae in kaksna je
njihova bioloska raznolikost. Zeleli smo tudi ugotovili katere metode bi bile primerne za
iskanje razlik med izoliranimi sevi iz rodu Pseudomonas.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Hipoteza 1

Z razvojem PCR v realnem casu bomo lahko dolocili vse znane izolate bakterije
E. amylovora ne glede na plazmidni profil, metoda bo ucinkovita pri testiranju latentnih
okuzb, zato bomo skrajsali in poenostavili diagnostiko teh vzorcev. Moznost kvantitativne
analize s PCR v realnem ¢asu pa bo dala dodatne informacije o razmnozevanju te bakterije

.....

Hipoteza 2
Predvidevamo, da bomo z uporabljenimi metodami ugotovili, da je raznolikost patogenih
bakterij iz rodu Pseudomonas pri rastlinah iz druzine Rosaceae v Sloveniji velika.

Hipoteza 3
Z dovolj velikim stevilom razlicnih metod za razlikovanje bomo uspeli razlikovati izolate
iz rodu Pseudomonas in ugotoviti katere metode so najprimernejse za karakterizacijo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJE NA RASTLINAH I1Z DRUZINE ROSACEAE

NajpomembnejSa patogena bakterija, ki okuzuje gostiteljske rastline iz druzine Rosaceae,
predvsem iz poddruzine Maloideae, je bakterija Erwinia amylovora. Bolezen, ki jo
povzroca, hruSev ozig, je poznana ze ve¢ kot 200 let, medtem ko so bakterijo
povzrociteljico identificirali pred ve¢ kot 100 let. Kljub velikem napredku v poznavanju
epidemiologije, genetike in fiziologije, bakterija Se vedno povzroca veliko ekonomsko
Skodo po vsem svetu. Za kontrolo Sirjenja je bakterija uvrS¢ena na seznam karantenskih
organizmov ILA.II.

Patogene bakterije rodu Pseudomonas niso na karantenskih listah, ker so izredno razsirjene
in je njihovo izkoreninjanje praktiéno nemogoce. Izjema je le bakterija Pseudomonas
syringae pv. persicae na rastlinah Prunus persica in Prunus persica var. nectarina za
saditev. Bakterije rodu Pseudomonas lahko povzrocajo manjso $kodo, ker zmanjSajo
kvaliteto plodov, lahko pa v povezavi z zmrzaljo povzro€ijo tudi odpadanje cvetov in s
tem obcutno zmanjSanje pridelka ali oslabijo drevesa, S povzroanjem razjed na vejah in
deblih. Najpomembnejsa patogena bakterija na rastlinah iz tega rodu je vrsta Pseudomonas
syringae. Patovar syringae lahko med vsemi patovarji okuzuje najvecji spekter
gostiteljskih rastlin in ga najdemo na peckarjih, kos¢icarjih, okrasnih rastlinah, fiZzolu,
travah, zitu itd. Na jablanah je lahko prisoten tudi patovar papulans, na kos¢icarjih pa Se
patovar morsprunorum ter na breskvah patovar persicae.

2.2 BAKTERIJA Erwinia amylovora — POVZROCITELJICA
HRUSEVEGA OZIGA

2.2.1 Opisvrste

Bakterijo Erwinia amylovora uvrs¢amo v druzino Enterobacteriaceae. Je gram negativna
bakterija velikosti 0,3 — 1-3 um in jo obdajajo peritrihni bicki (slika 1).

Prva bolezenska znamenja so opazili Ze leta 1780 v drzavi New York, vendar pa je uspelo
Thomas J. Burrillu bakterijo izolirati Sele leta 1882. Poimenoval jo je Microccoccus
amylovorus. Od takrat je bila bakterija uvrs¢ena v razli¢ne rodove; Trevisan (1889) jo je
uvrstil v rod Bacillus, Chester (1901) v rod Bacterium, zadnjo dolocitev je leta 1920
napravil Winslow in bakterijo uvrstil v rod Erwinia in jo poimenoval Erwinia amylovora
(Martinec in Kocur, 1964).
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Slika 1: Bakterija Erwinia amylovora posneta s elektronskim mikroskopom (avtor: R.N. Goodman, Univerza
v Missouriju)

Figure 1: Bacteria Erwinia amylovora scanned with the electron microscope (author: R.N. Goodman,
University of Missouri)

2.2.2 Tipski sev

Tipski sev je S59/5. lIzoliral ga je R.A. Lelliott leta 1959 iz hruske v Veliki Britaniji.
Shranjen je v razli¢nih zbirkah mikroorganizmov pod Stevilkami NCPPB 683, ATCC
15580, CCM 1114, ICMP 1540, CFBP 1232, LMG 2024, NIB Z 3.

2.2.3 Homogenost vrste in sorodni sevi

Bakterija E. amylovora velja za homogeno vrsto, predvsem v primerjavi z vrsto
Pseudomonas syringae ali Xanthomonas campestris. Obstajata pa dve podskupini, ki sta
vezani na gostiteljske rastline, ki jih okuZzujeta. V eno skupino sodijo sevi, ki okuZujejo
gostiteljske rastline iz poddruzine Maloideae (skupina Maloidea) ter skupina, ki okuzujejo
gostiteljske rastline iz poddruzine Rosoideae (skupina Rubus). Seve lahko lo¢imo na
podlagi analize maS€obnih kislin (van der Zwet in Wells, 1993), z repetitivnimi PCR
(McManus in Jones, 1995), z analizo polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov
(RFLP) hrp genov (Laby in Beer, 1992) ter nekaterimi drugimi metodami. Z napredkom
molekularnih tehnik so razvili metode, s katerimi je mogoce razlikovali razli¢ne skupine
tudi znotraj zelo podobnih sevov skupine Maloideae. Mnogokrat uporabljena metoda za
ugotavljanje iz katere geografske lokacije so se Sirili novi izbruhi okuzbe je metoda gelske
elektroforeze v pulzirajocem elektriécnem polju (PFGE) (Zhang in sod., 1996). Na podlagi
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te metode so nastale tudi hipoteze o tem, kako se je od leta 1982 bakterija Sirila v
vzhodnem Mediteranu in Balkanu (Bazzi in sod., 1999). V zadnjem ¢asu se za razlikovanje
med sevi uvaja metoda VNTR (angl. variable number of tandem repeat) oziroma MLVA
(angl. multiple-locus VNTR analysis).

Posebni status imajo sevi iz rodu Erwinia iz Japonskega otoka Hokkaido. Seve, ki so
povzrocali ozig poganjkov na japonskih hruskah (Pyrus ussuriemis Maxim) so opazili ze
pred letom 1970 (Tanii in sod., 1981). Glede na njihove bakterioloske znacilnosti in ker
sevi niso povzrocali bolezenskih znamenj na drugih gostiteljskih rastlinah razen na hruskah
so predlagali ime bakterije E. amylovora pv. pyri (Tanii in sod., 1983) in kot ime bolezni
predlagali bakterijski ozig poganjkov na hruSkah (angl. bacterial shoot blight of pear —
BSBP), vendar je bilo ime v Names of Plant Pathogenic Bacteria 1864-1995 (Young in
sod., 1996) zavrnjeno. Tudi Beer in sod. (1996) in Kim in sod. (1996) so zakljucili, da na
podlagi tradicionalnih bakterioloskih testov, analize s sistemom BIOLOG™ in
hibridizacijo genomske DNA regije hrp ni dovolj argumentov, da bi sevi sodili v novo
vrsto. Mizuno in sod. (2000) so predlagali, da se na podlagi 9 fizioloskih in biokemijskih
znacilnosti vrsto E. amylovora razdeli v 4 biovarje, kjer v biovar 1 sodi sev NCBPP 311
izoliran iz hruSke v Kanadi, v biovar 2 vsi ostali sevi E. amylovora iz skupine Maloidea, v
biovar 3 sevi iz rastlin iz rodu Rubus in v biovar 4 sevi BSBP. DNA-DNA hibridizacija
med sevi BSBP in E. amylovora je pokazala 55%-81% homologijo (Mizuno sod., 2000). Z
odkritjem bakterije, ki povzroca nekroze na azijskih hruskah (Pyrus pyrifolia cvs Shingo
and Mansamgil) v Koreji ter njeno klasifikacijo v novo vrsto E. pyrifoliae (Kim in sod.,
1999; Rhim in sod., 1999), so se ponudile nove priloznosti za primerjavo S Sevi BSBP.
Tako so Kim in sod. (2001) ugotovili, da so na podlagi nukleotidnega zaporedja sintaznega
gena za eksopolisaharid ter tudi ostalih molekularnih znacilnosti ti sevi bolj podobni sevom
E. pyrifoliae kot E. amylovora. Do enakih zakljuckov so prisli tudi Maxson — Stein in sod.
(2003), Jock in Geider (2004) ter Matsuura in sod. (2007) in tako taksonomska razvrstitev
sevov BSBP Se do danes ni razresena.

V Spaniji so v letih od 1999 — 2001 izolirali bakterije, ki povzro¢ajo nekrozo cvetov na
hruskah (Roselld in sod., 2002). Predlagano ime za te seve je E. pyrifolinigrans. Pri
pomnozevanju z razli¢nimi reakcijami PCR so ugotovili, da dobijo specifi¢en produkt s
PCR, ki pomnozuje del na 23S rRNA (Maes in sod., 1996), nespecifi¢en produkt z reakcijo
PCR s tar¢o na plazmidu pEA29 (Bereswill in sod.,1992), med tem ko pri uporabi
vgnezdene reakcije PCR (Llop in sod., 2000) s tarco na plazmidu pEA29 in PCR (Guilford
in sod., 1996) s tar¢o na kromosomu niso dobili nobenega produkta (Roselld 2002).

2.2.4 Zgradba genoma
Nukleotidno zaporedje celotnega genoma bakterije E. amylovora je na voljo pri sevu
Ea273 (ATCC 49946; Sebaihia in sod., 2010), ki je bil izoliran iz jablane leta 1971v New
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Yorku ter pri sevu CFPB 1430 (Smits in sod., 2010) izoliranem iz gloga leta 1972 v
Franciji. Pri primerjavi nukleotidnega zaporedja celotnega genoma obeh sevov so
ugotovili, da sta skoraj identi¢na (>99,99%; Smits in sod., 2010). Velikost genoma je
priblizno 3,8 Mb in je v primerjavi z ostalimi genomi enterobakterij, katerih velikost je 4,5
Mb — 55 Mb, razmeroma majhen. Poleg kromosomske DNA pa ima bakterija tudi
plazmidno DNA. Pri vecini sevov bakterije E. amylovora je prisoten plazmid pEA29. Na
podlagi nukleotidnega zaporedja so ugotovili, da ta plazmid ne vsebuje genov za prenos in
mobilizacijo. Poleg tega je znano, da je plazmid tudi zelo stabilen in so tako do nedavnega
mislili, da je prisoten v vseh v naravi prisotnih virulentnih sevih bakterije E. amylovora.
Domnevna vloga plazmida je, da ima vlogo pri virulenci in fitnesu bakterije, saj so bili
sevi, ki so izgubili plazmid, manj virulentni (zakasnela in manj izrazita bolezenska
znamenja). Llop in sod. (2006) pa so v Spaniji izolirali seve bakterije E. amylovora, ki so
bile brez plazmida pEA29, vendar so bili prav tako virulentni kakor sevi s plazmidom.
Poleg tega so pri sevih E. amylovora lahko prisotni tudi drugi plazmidi, ki so si po
velikosti razli¢ni.

2.2.5 Zgradba regije ams in znacilnosti regije ITS

Sinteza kapsularnega polisaharida amilovorana je edinstvena za bakterijo E. amylovora.
Zaradi zapletene zgradbe sladkorjev regulira sintezo tega polisaharida veliko Stevilo genov.
Vecina strukturnih genov je locirana na priblizno 17 kb dolgi regiji ams (Bugert in Geider,
1995). Amilovoran je glavna komponenta bakterijskega izcedka in se tvori med okuzbo v
rastlini. Potreben je za razmnozevanje bakterije in za virulenco (Steinberger in Beer, 1988;
Bellemann in Geider, 1992; Menggad in Laurent, 1998), kar potrjujejo tudi analize, da so
mutante brez amilovorana nepatogene (Bugert and Geider, 1995). Podoben ekstracelularni
polisaharid sintetizira tudi bakterija Erwinia pyrifoliae in Pantoea stewartii subsp.
stewartii.

Ribosomska intergenska regija 16S-23S (ITS) je zaradi svoje variabilnosti v dolzini in
sekvenci tudi znotraj zelo sorodnih bakterij (Gurtler & Stanisich, 1996) pogosto tar¢a za
razvoj molekularnih metod za specifi¢no ugotavljanje prisotnosti bakterij (Li in DeBoer,
1995; Botha in sod., 2001; Pastrik in sod., 2002). Na podlagi rezultatov Studije McGhee in
sod. (2002) naj bi imela bakterija E. amylovora rRNA gene organizirane v 7 operonih.
Dolzina regije ITS variira od 367 bp — 722 bp in pri primerjavi vseh sekvenciranih regij
ITS se je pokazalo, da imajo zelo podobno strukturo. Sestavljena je iz treh ohranjenih regij
(C1, C2, C3), regije, ki kodira gene tRNA (tRNA) in variabilne regije (V). Nekateri
operoni imajo tudi dodatno regijo dolgo 139 bp (O). Shema regije ITS je prikazana na sliki
17. Dodatna regija dolga 139 bp je prisotna samo pri sevih E. amylovora iz Maloideae
skupine, ne pa tudi pri E. amylovora iz skupine, ki okuzujejo Rubus ali pa E. pyrifoliae
(McGhee in sod., 2002).
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2.3 BOLEZEN HRUSEV 0OZIG

2.3.1 Bolezenska znamenja

Bakterija povzro¢a bolezenska znamenja na vseh organih drevesa: cvetovih, listih,
poganjkih, vejah ter plodovih. Glede na prizadet organ lahko tudi govorimo o t.i ozigu
cvetov, poganjkov, listov, plodov, debla ali vej.

Kakor je opisal Janse (2005) je ozig cvetov posledica primarne cvetne okuzbe in se pokaze
kot venenje in propad cvetnih Sopov, ki postanejo ¢rni in ne odpadejo z drevesa. Pri ozigu
poganjkov le ti ovenijo in odmrejo. Na koncu se velikokrat upognejo v obliki znadilne t.i.
pastirske palice (slika 2-A). Na poganjku v¢asih opazimo bez ali oranZen lepljivi izcedek
(slika 2-B). Pri listih se bolezenska znamenja v obliki nekroz pokaZejo najprej na robu
listov ali pa na spodnjem delu lista ob glavni listni zili. Pri plodovih se lahko pojavijo
temni steklasti madezi, lahko pocrnijo celotni plodovi in se tudi nagubajo ter ostanejo na
vejah (mumificirani plodovi; slika 2-D). Na vejah ali na deblu se pod povrs§ino lahko
pojavijo rjava ali oranzna podro¢ja. Razjede na lubju, kjer bakterije navadno prezimijo
imajo rahlo voden videz in so nekoliko temnej$e barve kot okolisko zdravo tkivo.

Slika 2 : Bolezenska znamenja hru$evega oziga. A) bolezenska znamenja na poganjkih hruske; B) bakterijski
izcedek na poganjku jablane; C) bolezenska znamenja na panesplji; D) mumificiran plod

Figure 2 : Symptoms of fireblight. A) symptoms on pear shoot; B) bacterial exsudat on apple shoot; C)
symptoms on cotoneaster; D) mummy outlook of fruit
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Pri panesplji, glogu, ognjenemu trnu, jerebiki ter drugih okrasnih rastlinah pogosto ni
znaCilnih znamenj oziga, opazimo le nekrozo ali odpadanje cvetov in neznacilno rjavenje
listov. Bakterija se lahko v prikriti (latentni) obliki pojavlja tudi pri ostalih gostiteljskih
rastlinah.

2.3.2 Gostiteljske rastline

Bakterija lahko povzroc¢a bolezenska znamenja na preko 200 rastlinskih vrstah iz 40 rodov.
Rastline iz druzine Rosaceae so razdeljene na 4 poddruzine; Maloideae, Rosoideae,
Prunoideae, Spiraeoideae. Najvec¢jo skodo bakterija povzroca pri gostiteljskih rastlinah iz
poddruzine Maloideae, kamor uvrs¢amo jablane, hruske, kutine neSplja in japonska
nesplja. Od okrasnih rastlin jo najpogosteje najdemo na japonski kutini, glogu, ognjenemu
trnu, paneSplji, fotiniji in od gozdnih rastlin predvsem na jerebiki in skorSu. Bakterija
prizadene tudi rastline iz poddruzine Rosoideae in jo tako najdemo na malinah in robidah.
Bakterijo naj bi izolirali tudi iz japonskega Sipka (Vanneste in sod., 2001). V ZdruZenih
drzavah Amerike pa so imeli intenzivnej$i izbruh bolezni na nasadu japonskih sliv (Prunus
salicina) iz poddruzine Prunoideae (Mohan in Thomson, 1996).

Na splosno velja trditev, da sevi E. amylovora niso specifi¢ni za posameznega gostitelja.
To pomeni, da so sevi iz jablan prav tako patogeni na hruskah ali ostalih rastlinah iz
poddruzine Maloideae ali Prunoideae (Mohan in Thomson, 1996). Edina izjema so sevi, ki
okuzujejo rastline iz poddruzine Rosoideae, ki niso patogeni na hruskah in jablanah
(Heimann in Worf, 1985).

2.3.3 Latentne ali prikrite okuzbe

Ze leta 1963 sta Baldwin in Goodman (1963) porocala, da je bakterija lahko kot endofit v
40% zdravih brstov. Zaradi nacina ugotavljanje prisotnosti bakterije z bakteriofagi, ki
lahko okuzijo tudi druge vrste in ne samo E. amylovora domnevajo, da je bila ta stevilka
precenjena. (Thomson, 2000). Tudi kasnejSe Studije so pokazale, da lahko bakterijo
odkrijemo v zdravih brstih dreves na okuzenih obmod¢jih (Keil in van der Zwet, 1972;
Bonn, 1979). Prisotnost bakterije so lahko ugotovili tudi v ksilemu tkiva brez bolezenskih
znamenj. Po ksilemu v vecini leta poteka pretok vode in soli iz korenin v zgornje dele in
tako ni dovolj hranil, da bi se bakterija razmnozila in povzrocila bolezenska znamenja.
Prezivetje bakterije v takem tkivu je casovno omejeno (Gowda in Goodman, 1970; Ge in
van der Zwet, 1996; Momol in sod., 1998). Verjetno pa nekaj bakterij lahko prezivi in se
preseli v druge dele (Momol in sod., 1998). Mozno je, da fizioloske spremembe v
gostitelju zaradi prekinitve dormance in poviSane okoljske temperature povzrocijo, da se
bakterija lahko namnoZi v ksilemu in se preko poSkodovanega ali oslabljenega tkiva
(robovi dormantnih razjed) razsiri v preostale dele (Vanneste in Eden-Green, 2000). Tudi
McManus in Jones (1995) so ugotovili prisotnost bakterije E. amylovora iz na videz
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zdravih dreves v nasadu, kjer tisto leto ni bilo opazenih bolezenskih znamenj in tudi v
preteklih letih je bilo pojavljanje bolezenskih znamenj redko. V kolik$ni meri je endofitska
prisotnost bakterije v navidezno zdravem tkivu kriva za mnoZi¢ne izbruhe bolezni ni
pojasnjeno. Pomembno pa je dejstvo, da je lahko bakterija v mladih sadikah brez
bolezenskih znamenj in se na tak nacin lahko $iri iz okuZenega na neokuzeno obmocje na
daljse razdalje (Bonn in van der Zwet, 2000). Tako so po podatkih Calzolari in sod., (1982)
bakterijo E. amylovora izolirali iz vegetativnih brstov jablan sorte Jonagold, ki so jih
pripeljali iz Nizozemskega nasada v Italijo.

2.3.4 Razvojni krog bakterije E. amylovora

Ob cvetenju se v ugodnih klimatskih razmerah bakterije prenasajo iz razjed stebel na
cvetove, kjer okuzijo pestie. V pesticih se lahko bakterije v kratkem ¢asu lahko namnozijo
do visokih koncentracij. Iz pesti¢ev potujejo bakterije preko nektarske Zleze v pecelj cveta
in nato v poganjek. 1z poganjkov lahko bakterije potujejo po celi rastlini in povzrocijo
odmrtje rastline. Ob ugodnih vremenskih razmerah se pojavi na okuzenih poganjkih in
plodovih bakterijski izcedek, ki predstavlja skoraj ¢isto bakterijsko kulturo in se z vetrom,
zuzelkami, dezjem na lahek nacin $iri na neokuZene rastline. Bakterija prezivi zimo v
razjedah. Razvojni krog bakterije je predstavljen na sliki 3.
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Slika 3 : Razvojni krog bakterije E. amylovora (povzeto po: Norelli J., 2003)
Figure 3 : Disease cycle of E. amylovora (adapted from Norelli J., 2003)
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2.3.5 Geografska razSirjenost in povzrocena Skoda

Po prvem odkritju v dolini Hudson v ameriski zvezni drzavi New York leta 1780 se je
bolezen hitro razsirila tudi na zvezne drzave Mississippi, Ohio, Indiana in Illinois. Sirjenja
bolezni niso preprecile niti visoke gore Rocky mountains in neskon¢ne §irjave prerij, saj se
je po 100 letih odkritja razsirila tudi v pacifiske drzave (Kalifornija, Oregon in
Washington). Do leta 1915, 135 let po prvem odkritju, je bila bolezen razSirjena na
celotnem obmocju ZDA. Kasneje se je bolezen razsirila na Novo Zelandijo in so jo leta
1957 prvi¢ opazili tudi v Evropi. Danes je bakterija razsirjena v 30 evropskih drzavah, v
Egiptu kot edini afriski drzavi, od azijskih v Iranu, Libanonu, Izraelu in Jordaniji, po
celotni Severni Ameriki, v Gvatemali in na Novi Zelandiji (slika 4).

Leta 1997 so porocali o najdbi tudi v Avstraliji (Rodoni in sod., 1999) vendar so bakterijo
uspesno zatrli, saj ni ve¢ porocil o novih odKritij.

Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Erwinia amylovora

National record Subnational record

E’ Present E‘ Present

Present only in some areas El Present only in some areas 2006-09-19

Slika 4 : Geografska razsirjenost hrusevega oziga v svetu (European Plant Protection Organization, 2006)

Figure 4 : World distribution map of fireblight (European Plant Protection Organization, 2006)

Ob izbruhu lahko bolezen povzro¢i ogromno gospodarsko skodo. Samo v Sloveniji je bilo
ob prvem izbruhu leta 2003 unicenih ve¢ kot 135 000 rastlin jablan, hrusk in kutin.
Ugotovljena Skoda zaradi tega uniCenja je bila ve¢ kot 466.000 EUR (Pajk in Knapic,
2004).
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2.3.6 Pojavljanje v Sloveniji

Prvo odkritje bakterije E. amylovora na obmoc¢ju Slovenije je bila leta 2001 na
Gorenjskem. Prvi vecji izbruh pa je bil leta 2003, ko se je hrusev ozig pojavil po celotni
Gorenjski in v okolici Maribora. Kljub hudim naporom ter uni¢evanjem okuzenih rastlin se
Sirjenje bakterije ni uspelo zaustaviti. Pri drugem izbruhu leta 2007 so bakterijo dodatno
odkrili na jugu in vzhodu drzave, in se je tako hrusev ozig ustalil na Gorenjskem,
Koroskem, na obmoc¢ju Maribora in na Notranjskem (slika 5). Sedaj stejemo med obmocja
z nizko stopnjo pojavljanja hrusevega oziga Se vecino sadjarskih obmocij na Dolenjskem,
Stajerskem in v Pomurju ter v zahodnem delu Slovenije (Lesnik in sod., 2008). V skladu z
zakonodajo EU Fitosanitarna uprava RS koordinira posebni nadzor hrusevega oziga. Gre
za zdravstvene preglede gostiteljskih rastlin v skladu s Pravilnikom o ukrepih za
prepreCevanje Sirjenja in zatiranja hruSevega oziga (Uradni list RS, §t. 19/09). Na spletni
strani http://www.furs.si/svn/zvr/hr_ozig.asp so na voljo najnovejSe informacije kje so
aktivna Zari$¢a, nevtralna obmocja in okuzena podrocja.
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Zari$éa na nevtralnih obmogjih - 26.03.2010
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. Newtralno obmoéje "Sorsko polje”
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D Okuzeno obmodje

Kartografska podlaga: GURS
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Slika 5 : Razsirjenost hrusevega oziga v Sloveniji (Knapi¢ M., Fitosanitarna uprava RS, 2010)

Figure 5 : Distribution of fireblight in Slovenia (Knapi¢ M., Phytosanitary Administration of RS, 2010)
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2.3.7 Moznosti nadzora

Za ucinkovit nadzor hruSevega oziga je potrebno izvajanje integriranih ukrepov in sicer a)
s kmetijsko prakso zmanjSati dovzetnost rastlin in Sirjenje bolezni, b) zmanjSati koli¢ine
bakterije v nasadu in c) ¢asovno usklajeno uporabo baktericidnih sredstev, ki $¢itijo pred
okuzbo pod posebnimi pogoji (Wilcox, 2009).

a) Najbolj ucinkovita kmetijska praksa za zmanjSanje izbruhov hrusevega oziga je

izogibanje uporabe zelo dovzetnih sort in podlag. Egger in sod. (2007) navajajo kot
zelo obcutljive sorte naslednje sorte jablan: Braeburn, Koksova oranzna reneta, Elstar,
Fuji, Gala, Gloster, Grafenstajnc, Idared, Jonagold, Jonatan itd. Kot zelo obcutljive
sorte hrusk navajajo sorte Konferans, Concorde, Trevuska, Avranska, Boskova
steklenka itd. Kot manj obcutljive sorte jablan pa navajajo naslednje: Boskop, Empire,
Enterprise, Florina, in druge ter pri hruskah Harrow sweet itd. Vecina danes trzno
zanimivih sort jablan in hrusk je na sploSno zelo obcutljiva na hrusev ozig. Manj
obcutljive sorte se v pridelavi v Sloveniji doslej niso uveljavile (LeSnik in sod., 2008).
Od podlag, se v Sloveniji v intenzivnih nasadih jablan najbolj pogosta podlaga M9, ki
je obcutljiva na okuzbo s hrusevim ozigom. Med obcutljive Malling in Malling-
Merton podlage spadajo tudi M26 M27, MM 106, manj obcutljiva pa je M7 (LeSnik in
sod., 2008).
Za omejevanja Sirjenja bolezni pa je tudi zelo pomembno, da se izrezujejo oboleli
poganjki in sicer takoj, ko se pojavijo. Odstraniti jih je potrebno vsaj 20 — 30 cm pod
vidnimi bolezenskimi znamenji. Pri tem je tudi zelo pomembno sprotno razkuzevanje
orodja.

b) Izvor primarnega inokuluma naj bi se zmanjsal z izrezovanjem razjed na vejah v ¢asu
dormantnosti. Tudi z aplikacijo razli¢nih bakrovih baktericidov takoj po ozelenitvi naj
bi zmanjSali Stevilo novih bakterij, ki so prezimovale v razjedah. Zelo pomembno je,
da novo okuzene poganjke odstranijo v prvih tednih po cvetenju.

€) Najbolj resne epidemije hruSevega oziga se za¢nejo z okuzbo v Casu cvetenja. Najbol;
ucinkovito se proti cvetni okuzbi lahko borimo z antibiotiénimi pripravki, ki pa so v
Stevilnih drzavah prepovedani. Problem je razvoj sevov, ki so na antibiotike odporni.

2.4 METODE ZA UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI BAKTERIJE
E. amylovora

Detekcijske in identifikacijske metode ter potek testiranja bakterije E. amylovora v vzorcih
z in vzorcih brez bolezenskih znamenj (latentnih) so priporo¢ene v EPPO standardih
Evropske organizacije za varstvo rastlin (EPPO, 1992, 2004). EPPO standard PM 7/20
(2004) je nastal kot posledica EU projekta DIAGPRO (SMT 4-CT98-2252), kjer je
sodelovalo vec¢ razli¢nih laboratorijev iz Evropskih drzav.
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2.4.1 Vzorcenje in ekstrakcija bakterij

Pri simptomati¢nih vzorcih so najprimernejSa mesta vzorcenja podro¢ja z izcedkom,
okuzeni cvetovi, poganjki, listi in plodovi in mesta, kjer pride do spremembe barve pod
lubjem. Vzorec od vzorcenja do ekstrakcije hranimo na hladnem. Ekstrakcija poteka tako,
da koscke simptomati¢nega tkiva inkubiramo v ekstrakcijskem pufru, kamor se sprostijo
bakterije.

Vzorcenje latentnih vzorcev poteka po EPPO standardu iz leta 1992.

2.4.2 Izolacija na gojiscih

Pri vzorcih z izraZzenimi bolezenskimi znamenji, kjer je bakterija navadno prisotna v
vecjem Stevilu, je izolacija na gojiScu navadno enostavna. Priporocljiva je uporaba gojis¢
SNA, CCT ali King's B. V primeru, da so bolezenska znamenja zelo napredovala, ali pa
kadar zaradi neugodnih razmer ni prislo do izrazitih bolezenskih znamenj ali le teh ni, je

.....

2004).

2.4.3 Obogatitvena gojisc¢a

V vzorcih z nizkim $tevilom bakterije E. amylovora je priporo¢ena obogatitev bakterije v
tekocem gojis¢u CCT in King's B. Obogatitev je tudi pomembna za aktivacijo zivih celic,
ki ne rastejo na gojis¢u oz. VBNC celic (angl. viable but non-culturable; Ordax in sod.,
2006). Prvi je obogatitev izvedel Gorris in sod. (1996), kjer je z obogatitvijo ob¢utno zvisal
obcutljivost metode ELISA. Obogatitev je bila testirana tudi v okviru projekta SMT, kjer je
povecala obcutljivost pri izvedenih testih (Lopez in sod., 2006).

2.4.4  Seroloske metode (aglutinacija, IF, ELISA)

Aglutinacijo s specifiénimi protitelesi izvajamo na morfolosko ustreznih kolonijah za
identifikacijo bakterije. Test imunofluorescence je uporaben tako za ugotavljanje
prisotnosti bakterije v ekstraktu vzorcev z ali brez izrazenih bolezenskih znamenj ali pa za
identifikacijo Ciste kulture. Za testiranje vzorcev z ali brez izraZenih bolezenskih znamen;j
je ustrezna tudi obogatitvena DAS-ELISA, ki je dostopna tudi kot komercialni kit (Gorris
in sod., 1996).
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2.4.5 Molekularno — bioloske metode

2.45.1 Osnove PCR v realnem ¢asu

PCR v realnem casu (qQPCR) predstavlja nadgradnjo verizne reakcije s polimerazo (PCR),
saj omogoca zaznavanje produktov PCR med potekom pomnoZevanja. Zaznavanje poteka
na osnovi merjenja sprosc¢anja fluorescence, ki se med reakcijo povecuje ali zmanjSuje,
odvisno od kemije reakcije. Trenutno obstaja ve¢ kemijskih metod PCR v realnem casu in
tudi ve¢ razli¢nih inStrumentov z razli¢nimi viri svetlobe in detektorji. Ne glede na izbrano
kemijo, oz. inStrument, je osnovni princip zaznavanja koli¢ine nastalega produkta PCR
skupen: zaradi fluorescentnega oznacevanja nastajajocih produktov PCR, je koli¢ina
produkta PCR sorazmerna izmerjeni fluorescenci. In ker fluorescenco merimo ves cas
poteka reakcije, torej v realnem casu, lahko izriSemo krivuljo, ki podaja odvisnost jakosti
fluorescence od Stevila ciklov. Konéni rezultat je podan kot ¢asovna tocka, oz. Stevilo
ciklov, pri katerem zaznamo porast fluorescence v eksponentni fazi reakcije PCR (Ct,
cycle threshold; Ginzinger, 2002; Wilhelm in Pingoud, 2003; Bustin, 2005; Kubista in
sod., 2006).

Tak pristop omogoca natan¢no kvantitativno analizo nukleinskih kislin. Poleg tega so
prednosti PCR v realnem ¢asu $e Siroko dinami¢no obmocje zaznavanja in kvantifikacije
ter poveCana obcutljivost in natan¢nost. Ker produkte PCR zaznavamo neposredno med
samo reakcijo na osnovi fluorescence, analiza produktov PCR z agaroznim gelom ni
potrebna, kar zmanjSsa moznost kontaminacije med vzorci. Zaradi fluorescentnega
zaznavanja je mogoce pomnozevanje kratkih odsekov DNA (od 70-150 baznih parov), kar
zagotavlja vecjo ucinkovitost in zaradi uporabe sonde tudi vecjo specificnost PCR reakcije
(Ginzinger, 2002; Wiseman, 2002; Wilhelm in Pingoud, 2003).

Zelo pogosto se uporabljata dva principa reakcije PCR v realnem ¢asu (slika 6):

1. 'V reakciji PCR v realnem casu uporabljamo fluorescentna barvila, ki se vgrajujejo v
dvoverizno DNA neodvisno od njenega zaporedja. Specifi¢nost reakcije je podobno
kot pri reakciji PCR, odvisna od specifi¢nosti zacetnih oligonukleotidov. Danes se
veCinoma uporabljata barvili SYBR Green | in BEBO. Fluorescenca teh dveh barvil je
v raztopini nezaznavna, ob vezavi na mali jarek DNA pa se mo¢no poveca (Kubista in
sod., 2006). Prisotnost nespecificnih produktov PCR in dimerov zacetnih
oligonukleotidov moramo po koncani reakciji preveriti z disociacijsko krivuljo. To je
dodatna stopnja reakcije PCR, pri kateri merimo fluorescen¢ni signal v odvisnosti od
temperature taljenja (Tm, melting temperature). Med dvigovanjem temperature od 60
°C do 95 °C pride pri temperaturi taljenja produkta PCR do spros€anja vezanega
barvila in poslediéno do upada fluorescence. Ce je v mes$anici PCR prisotnih veé
produktov PCR, ki imajo razli¢ne Tm, jih zaznamo na grafu disociacijske krivulje.
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2. Pri drugem principu pa se pri metodi PCR v realnem ¢asu uporabljajo bodisi zacetni
oligonukleotidi bodisi sonde, oznacene s fluorescentnimi barvili. Najpogosteje se
uporablja kemija TagMan®, kjer gre za uporabo sonde, ki je na 5' in 3' terminalnem
koncu oznacena s fluorescentnimi barvili. Barvilo na 5' koncu imenujemo porocevalec
(reporter), barvilo na 3' koncu pa dusilec (quencher). V reakcijski mesanici Sta, poleg
specifi¢ne sonde, Se dva specificna zacetna oligonukleotida. Vse te tri elemente skupaj
imenujemo amplikon. Med reakcijo PCR se najprej vsi trije oligonukleotidi (dva
zacetna oligonukleotida in sonda) vezejo na homologna mesta na tarcni DNA, nato
zacne DNA-polimeraza sintetizirati homologno verigo na odseku med obema
zacetnima oligonukleotidoma. Ko naleti na sondo, ki lezi med njima, jo zaradi svoje
5'-eksonukleazne aktivnosti za¢ne razgrajevati. Tako se reporter in dusilec prostorsko
locita, reporter zacne ob ekscitaciji fluorescirati kar zaznamo z detektorjem v aparaturi
za PCR v realnem casu.

SYBR Green TaqMan

Porocevalec Dusilec
Oligonukleotidni TagMan
Azaéetnik u
sonda

Oligonukleotidni

5' ‘3' v zaletnik
]
3 \/\/\/\/\ Polimerizacija
5' T O ST

E

e ® e s o g

' Odstranjevanje in

Fluorescenca .
razgradnja sonde

.

Asae@esa-

o . T
Rezultat
v
— el P

Produkti PCR Produkti razgradnje sonde

Fluorescenca

Slika 6 : Princip delovanja SYBR Green in TagMan kemije pri metodi PCR v realnem ¢asu (Walker, 2002;
Introduction to..., 2004).

Figure 6 : Mechanism of SYBR Green and TagMan chemistries in real-time PCR (Walker, 2002;
Introduction to ..., 2004)
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2.4.5.2 Obstojece metode PCR in PCR v realnem ¢asu za ugotavljanje prisotnosti
E. amylovora

Zaradi velike pomembnosti bakterije in ugotavljanja njene prisotnosti, so se po odkritju
klasicne PCR reakcije hitro pricele vrstiti objave za odkrivanje prisotnosti bakterije E.
amylovora (Bereswill in sod., 1992; Bereswill in sod., 1995; McManus & Jones, 1995;
Guilford in sod., 1996; Maes in sod., 1996; Llop in sod., 2000; Obradovic in sod., 2007).
Kot tar¢no nukleotidno zaporedje za razvoj metode so nekateri uporabili plazmid pEA29
(Bereswill in sod., 1992, McManus & Jones, 1995, Llop in sod., 2000), drugi pa
kromosomsko DNA (Bereswill in sod., 1995; Guilford in sod., 1996; Maes in sod., 1996;
Obradovic in sod., 2007). Prednost razvoja na plazmidu je v tem, da je le ta prisoten v
nekaj kopijah v celici, zato so te metode teoreticno bolj obcutljive od tistih na
kromosomskem delu (Llop in sod., 2000). Poleg tega je kar nekaj porocil o opazenih
nespecifi¢nih produktih pri PCR s tar¢o na kromosomski DNA (Bereswill in sod., 1995;
Maes in sod., 1996; Llop in sod., 2000; Rosello in sod., 2002, Powney in sod., 2008). Tako
je bila najbolj uporabljena metoda za ugotavljanje prisotnosti E. amylovora in predlagana
tudi v EPPO standardu PM 7/20 (2004) metoda vgnezdene PCR reakcije, ki so jo razvili
Llop in sod. (2000) s tar¢o na plazmidu pEA29. Sele nedavno (Llop in sod., 2006) pa so
odkrili, da plazmid pEA29 v naravi ni prisoten pri vseh virulentnih sevih. Ceprav so ti sevi
v manj$ini je z njithovim odkritjem tudi na drugih geografskih obmocjih (Llop in sod.,
2008) postalo pomembno katero metodo izberemo za ugotavljanje prisotnosti E.
amylovora.

Zaradi prednosti reakcije PCR v realnem casu pred klasicno PCR reakcijo so za
ugotavljanje prisotnosti E. amylovora razvili dva sistema (Salm & Geider, 2004; De Bellis
in sod., 2007), ki sta se razlikovala v kemiji, vendar imata oba sistema tar¢o na plazmidu
PEA29, kar je za uporabo v detekcijske namene enako problemati¢no kot pri navadni PCR
reakciji s tar€o na tem plazmidu. Soc¢asno z razvojem amplikonov (Ams in ITS), opisanih v
tem delu, na kromosomski DNA je bil objavljen Se en sistem PCR v realnem ¢asu s tarco
na kromosomskem genu Isc (»levansucrase« gen), ki je pomemben pri sintezi levana
(Lehman, 2008). Razvili so dvojno reakcijo, s katero je mogoce soCasno zaznati tako
bakterijo E. amylovora kot tudi E. pyrifoliae. Nekoliko kasneje so Mohammadi in sod.
(2009) razvili PCR v realnem ¢asu na genu amsK, ki je prav tako del regije ams.

2.4.6 ldentifikacijski testi

Za identifikacijo bakterije E. amylovora je na voljo veliko Stevilo testov. Po EPPO
standardu 2004 je priporocljivo izvesti: aglutinacijo s specificnimi protitelesi, test
imunofluorescence, metodo ELISA, biokemijsko karakterizacijo z APl sistemom
(BioM¢érieux, Francija), profil mascobnih kislin in razlicne molekularne teste. Za
zanesljivo potrditev bakterije E. amylovora se navadno izvede vsaj dva od nastetih testov.
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Pri identifikacijskih testih navadno uporabljamo c¢isto kulturo bakterije v visoki
koncentraciji (=10® celic/mL) in tako so vse naStete metode tudi dovolj ob&utljive za
ugotavljanje prisotnosti bakterije. Razlikujejo pa se v specifi¢nosti, hitrosti in ceni izvedbe.

2.4.7 Potrjevanje patogenosti

Za potrjevanje patogenosti se najveCkrat izvede test patogenosti na nezrelih plodovih
hrusk. Lahko pa se test izvede tudi na celih rastlinah ali na posameznih poganjkih
obcutljivih sort hrusk ter jablan. MoZna je izvedba tudi na japonski nesplji ter obcutljivih
vrstah iz rodu Crateagus, Cotoneaster ali Pyracantha. (EPPO, 2004). V primeru, da ni
primernih plodov ali rastlin se velikokrat izvaja tudi test preobcutljivostne reakcije na
tobaku.

2.5 POTEK TESTIRANJA

Shema testiranja za ugotavljanje prisotnosti bakterije E. amylovora je predlagana s stani
organizacije EPPO (EPPO standard PM 7/20) in je razlicna za testiranje rastlin z
izrazenimi bolezenskimi znamenji (slika 7) ali rastlin brez njih (latentno testiranje, slika 8)

| Vzorec z tipi¢nimi bolezenskimi znamenji |

1zvedba domnevne diagnoze z hitrimi
presejalnimi testi: najmanj 2 seroloska in

PCR
y
Izolacija ali obogatitev v tekogih gojiscih Lali2 G egativi| VS
pozitivna pozitivni

| Identifikacija kolonij s tipi¢no morfologijo |
]

) ) E. amylovora

Potrditev s dvema testoma in .
; negativno

testom patogenosti

| DA | | NE I

E. amylovora
E. amylovora detektirano
potrjeno

Slika 7: Shema testiranja za ugotavljanje prisotnosti in identifikacijo bakterije E. amylovora pri rastlinah z
izraZenimi bolezenskimi znamenji (European Plant Protection Organization, 2004)

Figure 7: Detection scheme for the detection and identification of E. amylovora in host plants with symptoms
(European Plant Protection Organization, 2004)
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Slika 8: Shema testiranja za ugotavljanje prisotnosti in identifikacijo bakterije E. amylovora pri rastlinah brez
izrazenimi bolezenskimi znamenji (European Plant Protection Organization, 2004)

Figure 8: Detection scheme for the detection and identification of E. amylovora in asymptomatic samples
(European Plant Protection Organization, 2004)

2.6 BAKTERINE 1Z RODU PSEUDOMONAS

2.6.1 Taksonomija

Taksonomija bakterij iz rodu Pseudomonas se je v zadnjih desetletjih zelo spreminjala. V
rod Pseudomonas so sedaj uvr$ene vrste, ki so sorodne tipski vrsti Pseudomonas
aeruginosa, avtenticni pseudomonadi rRNA skupine I (Palleroni in sod., 1973), ki sodi v y
podrazred Proteobacteria (Kersters in sod., 1996). Med drugimi bakterijskimi vrstami je
sedaj v rod uvrscenih tudi 18 takih, ki so patogene za rastline in 3 vrste, ki SO patogene na
gobah (Hofte in de VVos, 2006; preglednica 1).

Med patogenimi bakterijami iz tega rodu je ekonomsko najpomembnejsa vrsta P. syringae.
Razdeljena je na ve¢ kot 50 patovarjev. Patovar ni taksonomska enota ampak je bila
uvedena z namenom, da se lahko lo¢i bakterije znotraj vrste glede na gostiteljske rastline,
na katerih povzro¢a bolezenska znamenja (Dye in sod., 1980). Pomembna vrsta je tudi
P. savastanoi, ki povzroc¢a tumorje in Siske na olivah, jesenu in oleandrih. Tudi ta vrsta je
razdeljena na patovarje. Leta 1992 so Gardan in sod., na podlagi DNA-DNA hibridizacije
preklasificirali patovarja phaseolicola in glicinea iz vrste P. syringae v vrsto P. savastanoi
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s ¢emer se pa Schaad in sod. (2000) ne strinjajo in so predlagali, da bi ta dva patovarja
ostala znotraj vrste P. syringae.

Preglednica 1 : Bakterijske vrste iz rodu Pseudomonas patogene na rastlinah in gobah (Hofte in de Vos,
2006)

Table 1 : Bacteria species from genus Pseudomonas pathogenic to plants and mushrooms (Hofte in de Vos,

2006)

Bakterijska vrsta

Gostiteljska rastlina

Pseudomonas agarici

Agaricus bisporus

Pseudomonas asplenii

Asplenum nidus

Pseudomonas tremae

Trema orientalis

é Pseudomonas cichorii Sirok krog gostiteljev

2 Pseudomonas constantinii Agaricus bisporus

g @ Pseudomonas corrugata Paradiznik

S8 5 Pseudomonas fuscovaginae Oryzae sativa

§ _§ Pseudomonas marginalis pv. alfalfae Medicago sativa

"g § Pseudomonas marginalis pv. marginalis Sirok krog gostiteljev

s A | Pseudomonas marginalis pv. pastinacea Pastinaca sativa

<"§' Pseudomonas mediterranea Lycopersicon esculentum

£ Pseudomonas palleroniana Oryzae sativa

© Pseudomonas salomonii Allium sativum
Pseudomonas tolaasii Agaricus spp.
Pseudomonas amygdali Prunus amygdalus

= Pseudomonas avellanae Corylus avellana

_‘% @ Pseudomonas cannabina Cannabis sativa

< é Pseudomonas caricapapayae Carica papaya

E 8 | Pseudomonas ficuserectae Ficus erectae

;5} E Pseudomonas meliae Melia azadarach

§ 3 Pseudomonas savastanoi (razli¢ni patovarji) Razli¢ni gostitelji

8 2 | Pseudomonas syringae (razli¢ni patovarji) Razli¢ni gostitelji

g

Pseudomonas viridiflava

Sirok krog gostiteljev

48 patovarjev P. syringae in 8 sorodnih vrst bakterij so Gardan in sod. (1999) z DNA-
DNA hibridizacijo razvrstili v 9 genomskih vrst (preglednica 2). Vsaka genomska vrsta bi
bila lahko tudi nova vrsta, ki vsebuje seve, ki imajo vsaj 70% DNA-DNA homologije s
tipskim sevom znotraj skupine. Z namenom poenostaviti analize, da bi lahko neznane seve
uvrstili znotraj genomskih vrst so uvedli tudi ribotipizacijo z encimoma Smal in Hincll,
vendar lahko s to metodo lo¢imo le 7 od 9 genomskih vrst.
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Preglednica 2 : Genomske vrste med patovarji P. syringae in sorodnimi vrstami (Gardan in sod., 1999)

Table 2 : Genomospecies in P. syringae pathovars and related species (Gardan et. al., 1999)

Genomske vrste Takson

Genomska vrsta 1 P. syringae, P.s. pv. aptata, P.s. pv. lapsa, P.s. pv. papulans, P.s. pv. pisi,
P.s. pv. atrofaciens, P.s. pv. aceris,P.s. pv. panici, P.s. pv. dysoxyli, P.s. pv.
japonica

Genomska vrsta 2 P. savastanoi, P. ficuserectae, P. meliae, P. amygdali, P.s.pv. phaseolicola, P.

s. pv. ulmi, P.s. pv. mori, P. s. pv. lachrymans, P.s. pv. sesami, P.s. pv.
tabaci, P.s. pv. morsprunorum, P.s. pv. glycinea, P.s. pv. ciccaronei, P. s.

pv. eriobotryae, P.s. pv. mellea, P.s. pv. aesculi, P.s. pv. hibisci, P.s. pv.
myricae, P.s. pv. photiniae, P.s. pv. dendropanacis

Genomska vrsta 3 P.s.pv. tomato, P.s. pv. persicae, P.s. pv. antirrhini, P.s.pv. maculicola,
P.s. pv. viburni, P.s. pv. berberidi, P.s. pv. apii,P.s. pv. delphinii, P.s. pv.
passiflorae, P.s. pv. philadelphi, P.s. pv. ribicola, P.s. pv. primulae

Genomska vrsta 4 P. coronafaciens, P.s. pv. porri, P.s. pv. garcae, P.s. pv. striafaciens, P.s. pv.
atropurpurea, P. s. pv. oryzae, P. s. pv. zizaniae

Genomska vrsta 5 P. tremae

Genomska vrsta 6 P. viridiflava

Genomska vrsta 7 P.s. pv. tagetis, P.s. pv. helianthi

Genomska vrsta 8 P.s. pv. theae, P. avellanae, P. s. pv. actinidiae
Genomska vrsta 9 P. cannabina

2.6.2 Patogenost Pseudomonas syringae

Znano je, da patovarji bakterije P. syringae povzro¢ajo razlicna bolezenska znamenja na
rastlinah, kar vklju€uje ozig (hitri propad tkiva) na cvetovih, poganjkih, listih in plodovih,
tockaste nekroze na listih in razjede. Ko bakterija vstopi v rastlinsko tkivo, se lahko
zgodita dva tipa reakcij. Pri prvi gre za kompatibilno reakcijo v dovzetnem gostitelju, kjer
se patogena bakterija razmnoZzuje in nastanejo napredujoca bolezenska znamenja. Pri drugi
reakciji pa se v odpornih gostiteljskih celicah pojavi preobcutljivostna reakcija v 12 — 24
urah po inokulaciji. Genomska regija hrp, ki je ohranjena pri rastlinskih patogenih
bakterijah, omogoca, da povzrocijo preobcutljivostno reakcijo pri negostiteljskih rastlinah,
bolezenska znamenja pri gostiteljskih rastlinah ter zmoznost rasti znotraj rastlin ali na njeni
povrsini (Gopalan in He, 1996). Znano je tudi, da geni hrp kodirajo gene za regulacijo in
biosintezo sekrecijskega sistema tipa Ill, ki je podoben pri rastlinskih in zivalskih
patogenih (Roine in sod., 1997). Poleg genov hrp so pri patogenih bakterijah iz rodu
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Pseudomonas pomembni tudi geni, katerih produkti povecujejo patogenost, kot so
polisaharidi, rastlinski toksini, encimi, ki razgrajujejo celi¢no steno, ter rastlinski hormoni.

2.6.2.1 Rastlinski toksini

Toksini, ki jih sintetizirajo bakterije P. syringae (preglednica 3), lahko povzroc¢ajo kloroze
(koronatin, fazeolotoksin in tabtoksin), nekroze (siringomicin in siringopeptin), lahko pa
delujejo tudi na metabolne procese v gostitelju in njihovo Skodljivost lahko ugotovimo le
na biokemijskem nivoju (Bender in sod., 1999). Sami fitotoksini niso nujno potrebni za
patogenost bakterije, se pa ob njihovem delovanju poveca virulenca organizma. Tako
lahko prispevajo k sistemskemu razSirjanju bakterije v rastlini (Patil in sod., 1974),
vplivajo na velikost lezij (Bender in sod., 1987; Xu in Gross, 1988) ali na razmnoZevanje
patogene bakterije v gostitelju (Bender in sod., 1987; Mittal in sod., 1995). V preglednici 3
so zbrani toksini, ki jih sintetizirajo razli¢ni patovarji znotraj vrste P. syringae.

Preglednica 3 : Fitotoksini, ki jih tvorijo patovarji P. syringae

Table 3 : Phytotoxins produced by P. syringae pathovars

Toksin Producirajoc€i organizem Kemic¢ni razred toksina
. P. syringae pv. atropurpurea, glycinea, maculicola, I
Koronatin yringae p purp gy Poliketid
morsprunorum, tomato
Persikomicin P. syringae pv. persicae Mascobna kislina
Fazeolotoksin P. syringae pv. actinidiae, phaseolicola Sulfodiaminofosfinil peptid

P. syringae pv. syringae, aptata, atrofaciens, P.

Siringomicini fuscovaginate Lipodepsinonapeptid
Siringopeptini P. syringae pv. syringae Lipodepsipeptid
Tabtoksin P. syringae pv. tabaci, coronafaciens, garcae B — laktam
Tagetitoksin P. syringae pv. tagetis Neznano

Sevi, ki so uvrs¢eni v patovar syringae, lahko sintetizirajo dva razreda toksinov in sicer
siringomicine in siringopeptine. Siringomicini se potem Se nadalje delijo na siringomicin,
siringostatin, siringotoksin in pseudomicin (Bender in sod 1999). Toksini iz obeh razredov
se lahko vgradijo v plazmalemo rastlinske celice in povzrocijo pore, ki so prosto pretocne
za katione. Tako toksini povzro¢ijo povedan pretok K*, H* in Ca*" ionov, kar povzrodi
celicno smrt (Bender in sod 1999). Enak tip toksinov so opazili tudi pri patovarjih aptata,
atrofaciens, in P. fuscovaginate (Bultreys in sod., 1999).

Fazeolotoksin lahko sintetizirata patovarja phaseolicola in actinidiae, ki povzrocata
bakterijsko pegavost fizola in bakterijski rak na kiviju. Toksin deluje na biokemijske poti v
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ciklu uree in posledi¢no v rastlinskih celicah pride do pomanjkanja arginina, kar pripelje
do kloroz (Hofte in de Vos, 2006).

Koronatin lahko sintetizirajo patovarji atropurpurea, glicinea, maculicola, morsprunorum
in tomato (Bender in sod., 1999). Strukturno je zelo podoben metil jasmonatu in njegovo
delovanje je vpleteno v signalne poti, ki so pomembne pri obrambi rastline.

2.6.2.2 Ekstracelularni polisaharidi

Ekstracelularne polisaharide, ki jih izlocajo rastlinski patogeni mikroorganizmi povezujejo
z dolo¢enimi bolezenskimi znamenji. Povzrocajo venenje =zaradi prisotnosti
mikroorganizmov v zilnem sistemu in vodne madeZze pri listnih patogenih (Denny in sod.,
1995). Patovarji P. syringae navadno sintetizirajo dva ekstracelularna polisaharida in sicer
levan in alginat (Gross in Rudolph, 1987). Z razli¢nimi $tudijami na mutantah, ki niso bile
sposobne sinteze alginata, so pokazali da le ta vpliva na epifitsko sposobnost in na samo
virulenco bakterij (Yu in sod., 1999).

2.6.2.3 Tvorba avksinov

Glickmann in sod., (1998) so dokazali tvorbo IAA (angl. indol — 3 — acetic acid) pri
razli¢nih patovarjih. Vlogo IAA v patogenezi so dokazali pri P. savastanoi pv. savastanoi,
saj sinteza hormonov, kot so citokinini in IAA, omogoca tvorbo znacilnih tumorjev na
olivah in oleandru. Pri patovarju syringae pa so ugotovili, da IAA vpliva na epifitsko

prezivetje bakterije in kakor so pokazali tudi na produkcijo toksinov pri sevih iz fizola
(Hofte in de Vos, 2006).

2.6.2.4 Sinteza pektinolitiénih encimov

Bakterija P. fluorescens (marginalis), ki povzroca mehke gnilobe na razli¢nih rastlinah
sintetizira encime, ki razgrajujejo pektinske komponente v celi¢ni steni rastlinske celice.
Poleg nje te encime sintetizira tudi P. viridiflava in dokazali so jih tudi pri nekaterih
patovarjih P. syringae, kot so lachrymans, phaseolicola, tabaci in glycinea (Hofte in de
Vos, 2006).

2.6.2.5 Tvorba kristalov

Nekateri patovarji P. syringae, P. fluorescens in P. viridiflava na povrs$ini rastlin ali v
medceli¢nih prostorih delujejo kot jedra za razvoj ledenih kristalov zato lahko do poskodb
zaradi zmrzali pride pri vi§jih temperaturah kot je to obicajno (med -5°C in 0°C).
Poskodbe, ki nastanejo zaradi tega, omogocijo Sirjenje bakterij po rastlini.
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2.7 BOLEZNI, KI JITH POVZROCAJO BAKTERIJE I1Z RODU
PSEUDOMONAS

2.7.1 Znamenja bolezni

Bolezenska znamenja, ki jih povzrocajo patovarji P. syringae, so odvisni od patovarja, od
vrste gostiteljske rastline, od dela rastline, ki jo prizadene, od posameznega seva in tudi od
pogojev v okolju. Lahko pride do nekroze cvetov ali popkov, do propada dormantnih
popkov, kar je znacilno pri ¢eSnjah in marelicah, nekroti¢nih peg na listih, lahko pride do
razbarvanja ali pocrnitve listnih Zil in listnih pecljev, povzro€ajo lahko tudi madeZze na
plodovih (angl. blister spot), nekroze na vrhovih poganjkov, ki se Sirijo navzdol.
Povzrocajo tudi razjede na steblih ali vejah.

2.7.2 Gostiteljske rastline

Doloceni patovarji Pseudomonas syringae imajo zelo ozek spekter gostiteljskih rastlin. To
pa ne velja za patovar syringae, ki lahko okuzuje preko 180 rastlinskih vrst. Najdemo ga
lahko na peckarjih in kosciCarjih, razlicnih drevesnih vrstah, zelenjadnicah, in razli¢nih
travah. Na jablanah se poleg patovarja syringae pojavlja tudi patovar papulans, ki je opisan
kot povzrocitelj madezev na plodovih (angl. »blister spot«), predvsem pri sorti jablane
Mutsu in naj bi povzrocal propadanje brstov in poskodbe vrSickov (Burr, 1982; Burr in
Katz, 1984). Na kos¢icastem sadju najdemo tudi patovar morsprunorum in na breskvah
patovar persicae.

2.7.3 Geografska razSirjenost, povzrocena §koda ter pojavljanje v Sloveniji

Bakterija Pseudomonas syringae je splosno razirjena po svetu. Vecji del casa lahko
bakterije prezivijo na povrSini rastlin v tako imenovani epifitski fazi, v Kkateri ne
povzrocajo bolezni. V tej fazi so prisotne v zelo visokih koncentracijah in si pri tem delijo
zivljenjski prostor z drugimi bakterijami, Ki niso sposobne povzroc¢ati bolezni (Hirano in
Upper, 2000). S povrsin se lahko Sirijo z aerosoli in so tudi ene izmed redkih bakterij za
katere je dokazano, da se lahko $irijo tudi v oblake (Jayaweera in Flanagan, 1982; Sands in
sod., 1982). Ekonomska $koda, ki jo povzrocajo, je navadno manjsa kakor pri bakteriji E.
amylovora. Kljub temu lahko povzrocijo tudi propad dreves, plodov je manj in so slabse
kvalitete.

2.7.4 Moznosti nadzora

Uporaba antibiotikov v kmetijstvu je v primerjavi z uporabo v veterini ali humani medicini
neprimerno manjsa. Zaradi njihove cene se primarno uporabljajo samo pri sadju, ki prinasa
ve¢ji dobicek, zelenjadarstvu in pri okrasnih rastlinah. NajpogostejSi antibiotik, ki se
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uporablja je streptomicin. V Evropskih drzavah je njegova uporaba prepovedana ali pa je
pod zelo strogim nadzorom, se pa bolj uporablja v Zdruzenih drzavah Amerike. Seve, ki so
odporni proti streptomicinu, so nasli znotraj vrst P. cichorii, P. syringae pv. lachrymans, P.
syringae pv. papulans in P. syringae pv. syringae (McManus in sod., 2002).

Kjer so antibiotiki prepovedani, se najpogosteje za zatiranje bakterijskih bolezni
uporabljajo baktericidi ali pesticidi na osnovi bakra. Slabosti uporabe teh pripravkov so
toksi¢nost za rastline in razvoj odpornosti pri bakterijah. Na podro¢jih s populacijami
bakterij, ki so odporne na baker, se lahko uporabljajo tudi rastlinski aktivatorji, Ki
inducirajo sistemsko odpornost pri rastlinah (Sticher in sod., 1997; Vallad in Goodman
2004) in se navadno uporabljajo za zatiranje listnih patogenov.

Veliko patovarjev vrste P. syringae se prenaSa s semeni. P. syringae pv. coronafaciens se
prenasa s semeni zitaric, patovar glycinea s semeni soje, patovar lachrymans bug, patovar
maculicola kriznic, patovar phaseolicola fizola, patovar pisi graha, patovar porri pora,
patovar tabaci tobaka in patovar tomato s semeni paradiznika (Smith in sod., 1988). Pri teh
rastlinah je kontrola Sirjenja bakterije usmerjena tudi v zagotavljanje zdravega semena. To
se lahko doseze na ve¢ naCinov in sicer s proizvodnjo semen v aridnih podrodjih,
certifikacijo semen s seroloskimi in molekularnimi tehnikami, kemi¢no obdelavo z
antibiotiki ali pripravki na osnovi bakra ter vro¢insko obdelavo semen (Kritzman 1993;
Bashan in de Bachan, 2002).

Mozen je tudi bioloski nadzor z razlicnimi saprofitskimi bakterijami (P. fluorescens,
Pantoea agglomerans, Bacillus spp,..) ali uporaba odpornih sort (Hofte in de VVos, 2006).
Pomembna pa je tudi sama praksa pri pridelavi rastlin, kot so kontroliranje vlage in
temperature v rastlinjakih, razkuzevanje orodja, kolobarjenje, pravilno uni¢enje okuZenih
rastlin. Vecinoma je za ucinkovito prepreevanje Sirjenja bakterije potrebna kombinacija
razli¢nih pristopov.

2.8 IDENTIFIKACIJA IN UGOTAVLJANJE RAZNOVRSTNOSTI
VRSTE Pseudomonas syringae

Za natancno identifikacijo patogenih bakterij iz rodu Pseudomonas moramo uporabiti
kombinacijo razli¢nih biokemijskih in hranilnih testov, testov patogenosti in razli¢ne
genetske teste. Za preliminarno identifikacijo lahko zadostujejo Ze semi-selektivna gojisca
v kombinaciji z bolezenskimi znamenji in gostiteljsko rastlino. Za izolacijo bakterij iz rodu
Pseudomonas obicajno uporabljamo semi-selektivno gojis¢e King B na katerem bakterije
rodu Pseudomonas tvorijo karakteristi¢ni fluorescentni rumeno — zeleni pigment pioverdin.
Patovarji P. syringae navadno tvorijo manj pigmenta kakor saprofitske vrste iz rodu
Pseudomonas.
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Za identifikacijo fluorescentnih bakterij iz rodu Pseudomonas v vrste so $e vedno zelo
uporabne znacilnosti LOPAT (Leliott in sod., 1966). Vkljucujejo produkcijo Levana na
gojiscu s saharozo, Oksidazno reakcijo, Pektinoliticno aktivnost na rezinah krompirja ali
ustreznem gojis¢éu, Arginin dihidrolazno aktivnost in preobcutljivostno reakcijo na
Tobaku. V preglednici 4 je prikazana razvrstitev fluorescentnih bakterij rodu Pseudomonas
na podlagi znacilnosti LOPAT.

Preglednica 4 : Znacilnosti LOPAT pri fluorescentnih bakterij iz rodu Pseudomonas

Table 4 : LOPAT characteristics in fluorescent pseudomonads
arginin
dihidrola
za

Fluore-
scenca®

levan . ektinoli
oksidaza P

skupina (SNA) tidnost

Vrste

patovarji P. syringae (syringae,
morsprunorum, persicae)
patovarji P. syringae (savastanoi,
papulans)

neg neg neg

neg

P. viridiflava

P. cichorii, P. agarici

P. marginalis (pektinoliti¢ni P.
fluorescens)

P. fluorescens

P. tolaasii, P. gingeri

P. fluorescens in nekatere druge
Pseudomonade

! nefluorescentni so Ps.syr. pv persicae in Ps. corrugata
2 HR — preobéutljivostna reakcija
+ =80 % ali vec¢ sevov pozitivnih, - = 80 % ali ve¢ sevov negativnih

Za identifikacijo teh bakterij se lahko uporablja tudi sistema BIOLOG in Biotype — 100
(Grimond in sod., 1996), vendar nista primerna za identifikacijo na nivoju patovarjev.
Informacije na nivoju vrste in ne patovarjev dobimo tudi z ugotavljanjem profila
masc¢obnih kislin in SDS poliakrilamidno gelsko elektroforezo celotnih celi¢nih proteinov

Identifikacija razli¢nih patovarjev je navadno bolj zapletena. Braun — Kiewnick in Sands
(2001) so napisali seznam testov, ki se lahko uporabljajo za dokaj zanesljivo razlikovanje
najpomembnejSih patovarjev znotraj vrste P. syringae. Identifikacija naj bi bila vedno
potrjena tudi s testom patogenosti. Lahko se uporabljajo tudi razli¢ni testi, s katerimi
ugotavljamo razli¢ne toksine, ki jih izdelujejo nekateri sevi. V pomoc¢ pri identifikaciji so
lahko tudi seroloski testi z uporabo specifi¢nih protiteles. Na voljo so trzno dostopni
dolocevalni kompleti za razli¢ne patovarje kot so glycinea, lachrymans, phaseolicola,
tomato, pisi in syringae.
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Pri identifikaciji bakterij iz rodu Pseudomonas molekularne tehnike izrinjajo seroloske,
encimatske in metabolne teste. Za taksonomske S$tudije in ugotavljanje prisotnosti
velikokrat uporabljajo ohranjene ribosomske gene (Widmer in sod., 1998), tare pa so
lahko usmerjene tudi na nekodirajoCe regije, kakor so ribosomski vmesniki, kratke
ponavljajoce se sekvence in insercijske sekvence (Hofte in de Vos, 2006). Z uporabo
repetitivnin PCR (rep-PCR) se da lociti ve¢ vrst bakterij iz rodu Pseudomonas in tudi
patovarjev (Louws in sod., 1994; Manceau in Horvais, 1997; Weingart in Volksch, 1997).
Lahko je tar¢a za identifikacijo tudi na plazmidu (Takahashi in sod., 1996). Nekaj PCR
metod je usmerjenih tudi na gene, ki so pomembni za patogenost. Tako so na genu hrp
razvili tar¢o za ugotavljanje P. syringae pv. tomato (Zaccardelli in sod., 2005), P. syringae
pv papulans (Kerkoud in sod., 2002) in P. avellanae (Loreti in Gallelli, 2002). Tudi
metode PCR, ki pomnoZujejo gene pomembne za tvorbo toksinov pri razliénih patovarjih
S0 pogosto uporabljene. Za ugotavljanje koronatina (Ullrich in sod., 1993; Bereswill in
sod., 1994, Zhao in sod., 2002), lipodepsinopeptidov (siringomicina in siringopeptina)
(Sorensen in sod., 1998; Bultreys in Gheysen, 1999), fazeolotoksina (Prosen in sod., 1993;
Schaad in sod., 1995), tabtoksina (Lydon in Patterson, 2001) in tagetitoksina (Kong in
sod., 2004). Pri uporabi metode PCR za ugotavljanje genov za toksine je potrebna
pazljivost pri interpretaciji, saj znotraj dolocenih patovarjev obstajajo tudi sevi, ki ne
izdelujejo toksina, pa vendar Se vedno povzro€ajo bolezenska znamenja na rastlinah (Rico
in sod., 2003).

2.8.1 Sinteza toksinov

2.8.1.1 Test za sintezo siringomicina in siringopeptina

Glivi Rhodotorula pilimanae in Geotrichum candidum se najpogosteje uporabljata za
testiranje ali so sevi sposobni sintetizirati siringomicine ali siringopeptine. Pri tem je gliva
Geotrichum candidum obcutljiva samo na siringomicine, gliva Rhodotorula pilimanae pa
je obcutljiva na oba razreda toksinov, ki jih patovarji syringae in Se nekateri drugi patovarji
lahko tvorijo (Iacobellis in sod., 1992; Lavermicocca in sod., 1997). Mozne so tudi izvedbe
razliénih PCR analiz. Bultreys in sod. (1999) je kot taréen gen izbral syrD, ki naj bi bil
odgovoren za izloanje obeh toksinov (Bender in sod., 1999). Sorensen in sod. (1999) pa
so razvili PCR s tar¢o na genih syrD in syrB.

2.8.2 Testi patogenosti

Glede na to, da ima patovar P. syringae pv. syringae zelo Sirok spekter gostiteljskih rastlin,
se za izvedbo testa uporabljajo tudi razli¢ni gostitelji. Najbolj splosna metoda za testiranje
patogenosti je na plodovih nezrelih hrusk (Billing in sod., 1960; Lelliott in sod., 1966;
Yessad in sod., 1992). Ker pa so le te na voljo le kratko obdobje v letu, so razvili in
preizkusili tudi test patogenosti na mladih listih hruske ali na rastlinicah v agarju (Yessad
in sod., 1992). Po njihovem mnenju razlicne sorte hrusk nimajo vpliva na razvoj
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bolezenskih znamenj, vendar so testirali le 4 sorte. Ravno nasprotno pa so Moragrega in
sod. (2003) ugotovili, da lahko sorte hrusk znacilno vplivajo na izrazena bolezenska
znamenja pri testiranem sevu P. syringae pv. Syringae, tako na listih kakor tudi na
plodovih. Med 5 najobcutljivejSih sort za test na plodovih hrusk sodijo General Leclerc,
Beurre Hardy, Conference, Super Comice, Rogue Red (22 testiranih sort) ter na listih
Preguystar, Conference, Super Comice, Morettini in Bonne Louise (33 testiranih sort).
Mozna je tudi izvedba testa patogenosti na tkivnih kulturah (Scheck in sod., 1997) ali
poganjkih (Yessad in sod., 1994) Spanskega bezga, na stro¢jem fizolu (Yessad in sod.,
1992) ter na plodovih limon in buck (Scortichini in sod., 2003).

Nedavno so Gilbert in sod. (2009) objavili Studijo primerjave patogenosti sevov P.
syringae pv syringae izoliranih iz hrusk, viSenj, ¢eSenj in sliv na naslednjih gostiteljskih
rastlinah: hruSkah, ¢es$njah, slivi, Spanskem bezgu, sladkorni pesi in pSenici pri tem, da so
pri dolocenih gostiteljih testirali tudi razli¢ne rastlinske organe (liste, plodove, poganjke).
Izpostavili so, da je za ugotavljanje patogenosti potrebno upostevati iz katerega gostitelja
je bil sev izoliran in da se test izvede na vecih gostiteljskih rastlinah.

2.8.3 Molekularno — bioloske metode

2.8.3.1 Osnova analize z repetitivnim PCR (rep-PCR)

V bakterijskem genomu vecine po Gramu negativnih in nekaterih po Gramu pozitivnih
bakterij obstajajo zelo ohranjena ponavljajoca zaporedja, ki so prisotna tudi v ve¢jem
Stevilu (Lupski in Weinstock, 1992). Poznamo tri razrede takih ponavljajoc¢ih se zaporedij
in sicer zaporedja REP (angl. repetitive extragenic palindromic), ki so dolga 35 — 40 bp;
zaporedja ERIC (angl. enterobacterial repetitive intergenic consensus) dolzine 124 — 127
bp ter elementi BOX (Versalovic in sod., 1994), ki so dolgi 154 bp. Ponavljajoc¢a zaporedja
SO razporejena na razliénih mestih v genomu bakterije. Na ta zaporedja nalegajo zacetni
oligonukleotidi in pomnozujejo regije med njimi. Glede na to, katera ponavljajoca
zaporedja pomnozujemo, govorimo 0 REP-PCR, ERIC-PCR in BOX-PCR. Skupno ime pa
je rep-PCR (Versalovic in sod., 1994). Ker so ponavljajo¢a zaporedja razlicno oddaljena
med seboj, dobimo produkte razli¢nih dolzin. Te nato z agarozno elektroforezo lo¢imo in
dobimo prstni odtis DNA. Nato sledi analiza slik agaroznih gelov. Kadar je potrebno
analizirati in primerjati vecje Stevilo razli¢nih prstnih odtisov DNA, je v zelo veliko pomo¢
racunalniSka obdelava. Na voljo je kar nekaj racunalniSkih programov, ki omogocajo
analizo prstnih odtisov DNA. Prstne odtise DNA lahko analiziramo na dva nacina in sicer
na podlagi analize lis ali denzitometri¢nih krivulj (slika 9).
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Slika 9: Primerjava analize prstnih odtisov rep-PCR dveh sevov na podlagi denzitometri¢nih krivulj ali
primerjave lis. S pus¢ico so oznaene pozicije kjer je analiza na osnovi lis druga¢na in zato je predlagana
analiza takih profilov z analizo celotnih denzitometri¢nih krivulj (Rademaker in Bruijn, 1997)

Figure 9 : Comparison of analysis by densiometric curves or scored bands of rep-PCR genomic fingerprint
pattern of two strains. Arrows indicate positions of differentially scored bands. This illustrates why the
characterization of the fingerprint patterns by whole densiometric curve analysis is preferred (Rademaker and
Bruijn, 1997)

Analizo na podlagi lis navadno uporabljamo v zelo dobro definiranih prstnih odtisih DNA,
ki niso preve¢ zapleteni (Rademaker in Bruijn, 1997). Kot rezultat dobimo matriko
binarnih vrednosti: prisotnost ali odsotnost lis. Analiza lahko poteka tako ro¢no, kakor
racunalniS$ko, vendar je dolocevanje lis velikokrat subjektivno. Kadar pa analiziramo bolj
zapletene prstne odtise DNA, kjer ni pomemben samo polozaj lise, ampak tudi sama viSina
in Sirina, potem doloCevanje na podlagi prisotnosti ali odsotnosti lis ni dovolj. Taksne
zapletene prstne odtise DNA dobimo z rep-PCR in jih je priporocljivo analizirati na
podlagi denzitometri¢nih krivulj (Rademaker in Bruijn, 1997).

Pri raCunanju koeficienta podobnosti prstnih odtisov DNA, lahko uporabljamo razli¢ne
koeficiente. Ce smo analizirali podatke na podlagi lis, potem se najpogosteje uporabljata
koeficienta Jaccard in Dice. Kadar pa primerjamo prstne odtise DNA na podlagi
denzitometri¢nih krivulj pa se uporablja Pearsonov korelacijski koeficient. Ta koeficient je
bolj robusten in objektiven, saj primerja celotne krivulje med seboj in ni potrebno
doloc¢evanje lis. Prednost je tudi, da je metoda neobcutljiva na relativne razlike v intenziteti
in ozadju, vendar pa je zelo obcutljiva na lokalne razlike v ozadju (Rademaker in Bruijn,
1997).
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2.8.3.2 Uporaba metode rep-PCR in drugih repetitivnih PCR za ugotavljanje genetske
raznolikosti P. syringae

Metoda je bila uporabljena ze v razli¢nih $tudijah, kjer so ugotavljali diverziteto razli¢nih
patovarjev P. syringae in sorodnih bakterij na razli¢nih gostiteljskih rastlinah. Z metodama
REP-PCR in s PCR insercijskih zaporedij (1S50) so Sundin in sod. (1994) primerjali
razli¢éne seve P. syringae pv. syringae iz okrasnih hrusk in nekaterih drugih gostiteljev.
Nekoliko kasneje so Little in sod. (1998) z ERIC- PCR primerjali seve P. syringae pv.
syringae na kosc¢icarjih. Oboji so prisli do zakljucka, da so si prstni odtisi DNA sevov P.
syringae pv. syringae iz iste gostiteljske rastline bolj podobni, kakor odtisi iz drugih
gostiteljskih rastlin. Njihova ugotovitev pa se ne ujema s Studijo Scortichini in sod. (2003),
kjer so z BOX-PCR primerjali seve P. syringae pv. syringae iz 33 razli¢nih gostiteljskih
rastlin. Njihova ugotovitev je bila, da imajo lahko sevi iz iste gostiteljske rastline vec
razli¢nih prstnih odtisov DNA, medtem ko so imeli nekateri sevi iz razli¢nih gostiteljskih
rastlin in tudi lokacij enak prstni odtis DNA. Stead in sod. (2003) so z metodo REP-PCR
primerjali 500 sevov bakterij iz rodu Pseudomonas, ki so opisane kot rastlinski patogeni.
Znotraj vrst so ugotovili, da so prstni odtisi DNA heterogeni med vrstami P. cichorii, P.
viridiflava, P. syringae, P. marginalis in P. caricapapayae ter homogeni pri P. avellanae.
P. amygdali, P. talaasii, P. fiscuserectae, P. corrugata itd. Pri primerjavi patovarjev
znotraj P. syringae pa so ugotovili, da so heterogeni patovarji: actinidiae, atrofaciens,
berberidis, lachrymans, passiflorae, phaseolicola, pisi, ribicola, sesami, syringae in
viburni. Ugotovili so, da je metoda zelo uporabna za klasifikacijo in identifikacijo, vendar
je ponovljivost nekoliko slabsa. Najlazja je identifikacija, ¢e neznani sev primerjamo z
dolo¢enimi referen¢nimi sevi na istem agaroznem gelu. Kasneje so Marques in sod. (2008)
pri vseh patovarjih P. syringae in pri bakteriji P. viridiflava primerjali 99 hranilnih testov s
sistemom Biotype 100 in 20 tradicionalnimi biokemijskimi testi z rezultati prstnih odtisov
DNA pridobljenih z metodo BOX — PCR. Njihov namen je bil ugotoviti ali lahko med
seboj na podlagi teh rezultatov lo¢ijo genomske vrste, dolo¢ene po Gardan in sod. (1999).
Ugotovili so, da na podlagi hranilnih in biokemicnih testov ne morejo lociti med 9
genomskimi vrstami, lahko pa lo¢ijo posamezne genomske vrste na podlagi prstnih odtisov
DNA pridobljenih z BOX — PCR. Pri najnovejsi studiji pa so Gilbert in sod. (2009) izvedli
primerjalno analizo prstnih odtisov DNA pridobljenih z REP, ERIC, BOX-PCR in PCR-
IS50 pri belgijskih sevih iz hrusk, ceSenj, viSenj in sliv ter pri nekaterih kontrolnih
bakterijah.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RAZVOJ DIAGNOSTICNE METODE PCR V REALNEM CASU ZA
UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI BAKTERIJE E. amylovora

3.1.1 Material

3.1.1.1 Bakterije

Bakterijske seve iz preglednic 9 in 10 smo gojili na gojis¢u King B (priloga 1) pri 25 °C.
Bakterijske suspenzije iz gojisc¢a smo pripravili v sterilni vodi Milipore Milli Q-UF.

3.1.1.2 Rastlinski material

Rastlinski material je bil nabran s v okviru posebnega nadzora hruSevega oziga, ki ga
koordinira FURS. Simptomati¢ni vzorci so bili nabrani od maja do septembra v letih od
2003 — 2009. Vzorci brez bolezenskih znamenj so bili nabrani v septembru in oktobru v
letih od 2006 — 2009.

3.1.1.2.1 Priprava simptomati¢nega rastlinskega materiala

Ekstrakt smo pripravili v skladu z EPPO protokolom (EPPO, 1992, 2004). Rastlinski
material smo povrSinsko sterilizirali s 70% etanolom ter ga posuSili. Vzor¢ili smo tkivo
pecljev, cvetov, plodov, listkov ter poganjkov. Pravilni izbor je tkivo na meji med zdravim
in bolnim tkivom. Kosc¢ke tkiva smo dali v 1-2 mL 10 mM fosfatnega pufra z NaCl (PBS),
dobro premesali ter inkubirali pri sobni temperaturi najve¢ 20 minut. Po inkubaciji smo
odvzeli ekstrakt potreben za nadaljnja testiranja.

3.1.1.2.2 Priprava rastlinskega materiala brez bolezenskih znamenj

Ekstrakt smo pripravili v skladu z EPPO protokolom (EPPO, 1992, 2004). Iz vzorca smo
nakljuéno izbrali 30 poganjkov. Ce je bilo v vzorcu veé razli¢nih rodov smo izbrali vejice
iz vseh rodov. 1z vsake vejice smo izrezali stiri priblizno 1 cm dolge koscke in jih prelili z
zadostno koli¢ino 10 mM fosfatnega pufra z NaCl in 0,1% Tweenom 20 (PBS Tween;
pH=7,2) in inkubirali na stresalniku 90 minut pri sobni temperaturi. Po 10 min
centrifugiranju pri 1500 g smo supernatant prenesli v novo centrifugirko in centrifugirali
20 min pri 7000 g. Supernatant smo odlili in usedlino resuspendirali v 2 ml 10mM
fosfatnega pufra z NaCl. VVzorec je bil tako pripravljen za nadaljnjo analizo.



31

Pirc M., Raziskave bakterij, povzrociteljic oziga, na rastlinah iz druzine Rosaceae.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

3.1.1.2.3 Testiranje simptomati¢nega rastlinskega materiala

.....

(priloga 1) in King B. Morfolosko sumljive bakterijske kolonije smo testirali s testom
aglutinacije. Pri pozitivnem testu aglutinacije smo bakterije identificirali tudi z
molekularno metodo (PCR ali vgnezdeni PCR) ter potrjevali patogenost s testom na mladih
plodovih hrusk ali preobéutljivostno reakcijo na tobaku. Ce so imeli vzorci zelo izrazita
dodaten test posredne imunofluorescence (IF) z uporabo protiteles Eam-C, proizvajalca
Plant Research International (EPPO, 2004).

3.1.1.2.4 Testiranje rastlinskega materiala brez bolezenskih znamenj

Ekstrakte smo testirali s presejalno metodo IF na ekstraktih pred obogatitvijo v tekocem
gojiscu CCT (priloga 1) in King B ter z reakcijo PCR v realnem c¢asu (Salm & Geider,
2004). Pri sumljivem rezultatu vsaj enega od izvedenih presejalnih testov, smo bakterijo E.
amylovora poskusali, po obogatitvi v teko¢em gojis¢u CCT in King B, izolirati na plos¢ah
CCT.

3.1.1.3 Suspenzija bakterije E. amylovora v vodi

Pripravili smo suspenzijo bakterije E. amylovora v sterilni vodi Milipore Mili Q-UF in s
pomocjo lestvice Mcfarland in z merjenjem OD na spektrofotometru (Tecan) umerili na
koncentracijo ~10° celic/mL. Dejansko koncentracijo bakterije smo ocenili z Stetjem celic
na stekelcih IF po izvedenem testu IF in pri treh suspenzijah Stevilo preverjali tudi s
doloc¢anjem CFU (enote, ki tvorijo kolonije) na gojis¢u King B. V izvedenih poizkusih smo
uporabljali 4 suspenzije, katerih koncentracija je navedena v preglednici 5. Koncentracijo z
dne 28.11.2006 smo uporabljali pri doloanju meje dolocanja (LOD), ucinkovitosti in
dinami¢nega obmoc¢ja amplikonov (tocka 3.1.5), pri primerjavi razli¢nih metod izolacije
DNA (tocka 3.1.7) ter pri primerjavi metode PCR v realnem ¢asu z metodo vgnezdene
reakcije PCR (tocka 3.1.8). Druge suspenzije smo uporabljali pri spremljanju koncentracije
bakterije E. amylovora pri obogatitvah v gojiséu CCT in King B (tocka 3.2.).
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Preglednica 5 : Koncentracije suspenzij bakterije E. amylovora, ki smo jih uporabljali v uvedbi PCR v
realnem casu in pri spremljanju koncentracije bakterije v obogatitvah

Table 5 : Concentrations of Erwinia amylovora suspensions used in developing real time PCR and following
concentrations of bacteria in enrichments

Datum Koncentracija suspenzije doloc¢ene z IF testom Koncentracija suspenzije dolo¢ena z rastjo na
suspenzije (celice/mL) gojiscéu (cfu/mL)
28.11.2006 1,76 x 10" 1,5x 10"
15.12.2006 1,79 x 10" 8,7x 10"

9.1.2007 2,00 x 10" 41x 10"

5.6.2007 3,58 x 10" NA

3.1.2 Oblikovanje zacetnih oligonukleotidov in sond za PCR v realnem ¢asu

Nukleotidna zaporedja regij ams in 16S-23S ITS, pridobljena iz baze GenBank in skupine
za sekvenciranje na Sanger InStitutu, ki so dostopna na spletni strani
ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/era/, smo najprej poravnali v programu Vector NTI
9.0 (Invitrogen). lIzbrali smo najbolj primerne regije, na katerih smo v programu Primer
Express 2.0 nacrtovali zacéetne oligonukleotide in sonde. Specificnost zacetnih
oligonukleotidov, sonde ter celotnega amplikona smo preverili in-silico s primerjavo z
znanimi zaporedji v bazi National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) s pomo¢jo programa Basic Local Alignment Tool (BLAST,
konkretno smo uporabili algoritem BLASTN) (Altschul in sod., 1990).

3.1.3 Priprava reakcijske mesanice za PCR v realnem c¢asu in program
pomnoZevanja

Za vse amplikone smo izvedli reakcije PCR v realnem Casu v prostornini 10 pL: 2 pL
tarcne DNA (izolirana DNA, bakterijska suspenzija ali pa obogateni vzorci) in 8§ pL
reakcijske meSanice. V primeru, da smo uporabili kemijo TagMan je bila sestava
reakcijske mesanice: 900 nM vsakega zacetnega oligonukleotida, 200 nM sonde in 1 X
Tagman® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), ki vklju¢uje fluorescentno
barvilo ROX™ kot pasivno referenco. V primeru da smo uporabili kemijo SYBR Green je
bila sestava reakcijske meSanice: 900 nM vsakega oligonukleotidnega zacetnika in 1 x
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Vse reakcije smo izvedli na
inStrumentu ABI PRISM 9700 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) v
opti€nih ploscicah formata 384, ki smo jih prekrili z opti¢nimi adhezivnimi folijami
(Applied Biosystems). Reakcijo smo izvedli pri t.i. univerzalnih pogojih pomnozevanja
(angl. universal cycling conditions): 2 minuti pri 50 °C in 10 minut pri 95 °C (aktivacija
polimeraze) in nato 45 ciklov pri pogojih: 10 sekund pri 95 °C, 1 minuta pri 60 °C. V
primeru SYBR Green kemije smo dodali Se disociacijski protokol (95 °C 15s, 60 °C, 95 °C
15s). PCR v realnem cCasu smo analizirali z raCunalniSkim programom SDS 2.2.2.
(Applied Biosystems).


ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/era/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.1.4 Specificnost metode PCR v realnem ¢asu

Specificnost amplikona Ams, ITS in tudi amplikona na plazmidu (Salm in Geider, 2004)
smo preverjali s pomnoZevanjem :
- 235 sevov E. amylovora iz razlicnih geografskih obmoc¢ij in razli¢énimi
znaCilnostmi (brez plazmida pEA29, levan negativni sevi,...)
- 27 sevov drugih bakterij, ki so patogene za rastline iz druZzine Rosaceae in tudi
druge izbrane patogene bakterije
- DNA 7 sevov Pantoea agglomerans, ki se uporabljajo za bioloski nadzor
- 24 neidentificiranih bakterij, ki smo jih izolirali iz rastlinskih ekstraktov jablan,
hruske in kutine
- Rastlinsko DNA iz razli¢nih gostiteljev izolirano iz 14 vzorcev, ki so bili negativni
na prisotnost bakterije E. amylovora s standardnimi diagnosti¢énimi metodami

Podroben seznam vzorcev s katerimi smo preverjali specifi¢nost metode PCR v realnem
¢asu z rezultati so v preglednici 9 in 10.

3.1.5 Dolocanje meje obcutljivosti, u¢inkovitosti pomnoZevanja in dinami¢nega
obmodja amplikonov

Mejo obcutljivosti (LOD) smo za vse tri amplikone dolocali v desetkratnih serijskih
redc¢itvah suspenzije E. amylovora v vodi. Razpon koncentracije bakterije je bila od 1,8 x
10® do 18 celic/mL. Vsako redgitev smo testirali z vsemi tremi amplikoni v treh
ponovitvah. Standardne krivulje, s tem da smo izrisali vrednosti Ct v odvisnosti od
logaritemske vrednosti Stevila bakterijskih celic. Mejo obcutljivosti smo dolo¢ili kot tisto
koncentracijo bakterije kjer smo v ve¢ kot 50 % izvedenih poskusih zaznali prisotnost
tarne DNA. Nato smo izratunali $e naklon (k) in korelacijski koeficient (R?) linearne
regresijske premice. Koeficient variacije (CV) smo uporabljali kot merilo sipanja vrednosti
Ct.

Uc¢inkovitost reakcije PCR smo izracunali iz naklona regresijske premice po enacbi (Pfaffl,
2001; Rasmussen, 2001):

E= (10M*)-1 (D
Ucinkovitost pomnoZevanja je vrednost med 0 oz. 0 % (do pomnoZevanja ni prislo) in 1

0z. 100% (vse molekule taréne DNA se v enem ciklu PCR v realnem ¢asu podvojijo).
100% ucinkovitost ustreza naklonu k = - 3.33.
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Dolo¢ili smo tudi dinami¢no obmocje, to je obmocje linearnega odnosa med vrednostmi Ct
in logaritmi koncentracij, ki omogoca kvantifikacijo.

3.1.6 Vpliv gostiteljske rastline na pomnoZevanje DNA E. amylovora

Izbrali smo 16 simptomati¢nih vzorcev, ki so bili s standardnimi metodami doloceni kot
negativni na prisotnost bakterije E. amylovora in sicer po dva vzorca iz jablane, hruske,
panesplje, ognjenega trna, kutine, japonske kutine jerebike in gloga. DNA smo izolirali iz
100 uL ekstrakta z uporabo DNeasy Mini kita (postopek je opisan v tocki 3.1.7). lzolirano
DNA smo red¢ili 10x, 100x in 1000x. V 18 uL nered¢ene DNA in v vse red¢itve Smo
dodali po 2 pL suspenzije E. amylovora v koncentraciji 10” celic/mL. 1zvedli smo PCR v
realnem casu za vse tri amplikone v dveh reakcijah ter primerjali naklone krivulj med
red¢itvami.

3.1.7 Primerjava razlicnih metod izolacije DNA na rastlinskih ekstraktih

Da bi imeli zadostno koli¢ino ekstrakta, smo zdruzili ekstrakte treh gostiteljskih rastlin:
ognjenega trna, kutine in jerebike. Ekstraktom smo dodali suspenzijo bakterije E.
amylovora, tako da so bile konéne koncentracije od 1,8 x 10° — 1,8 x 102 celic/mL. Iz 100
uL tako pripravljenega ekstrakta smo izolirali DNA z uporabo:
a) DNeasy Plant mini kita (Qiagen); metodo smo izvedli po navodilih proizvajalca z
modifikacijo, da smo DNA na koncu raztapljali v 2 x 50 pL pufra TE;
b) lIzopropanolne izolacije (Llop in sod., 1999) z modifikacijo, da smo namesto 1 mi
zacetnega materiala uporabili 100 pL, ki jih nismo predhodno centrifugirali;
c) Kompleta QuickPick™ SML Plant DNA (Bio-Nobile) in sistema KingFisher® mL
po slede¢em postopku: v 100 puL vzorca smo dodali z 400 uL liznega pufra ter 25
uL proteinaze K. Po 30 minutni inkubaciji pri 65 °C smo ekstrakt centrifugirali 1
min pri 6000 g. V nadaljevanju smo prenesli 300 pL ekstrakta v stripe KingFisher®
mL, ki smo jih predhodno napolnili s slede¢imi komponentami
- Luknjica 1: 500 pL veznega pufra + 20 uL. magnetnih delcev
- Luknjica 2 in 3: 800 uL pufra za spiranje
- Luknjica 4: 100 uL pufra za raztapljanje DNA
- Luknjica 5: 100 uL vode
Natanc¢en instrumentalni program aparature KingFisher® mL je zapisan v prilogi 4.

Za vsak vzorec smo izvedli PCR v realnem casu v treh ponovitvah v vsaj treh locenih
analizah PCR v realnem ¢asu. Uc¢inkovitost pomnozevanja smo izracunali iz vzorcev, ki so
vsebovali 1,8 x 10° celic/mL in njihove 10 - kratne redéitve.
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3.1.8 Primerjava metode PCR v realnem ¢asu z metodo vgnezdene PCR

Izbrali smo 8 rastlinskih ekstraktov iz simptomati¢nih vzorcev razli¢nih gostiteljskih rastlin
(jablana, hruska, pane$plja, kutina, nesplja, skor$, glog in ognjeni trn). Ekstrakti so bili
predhodno testirani z standardnimi metodami na prisotnost bakterije E. amylovora in so
bili negativni. Vsak ekstrakt smo razdelili 3 x po 90 uL in dodali 10 pL suspenzije
bakterije E. amylovora v razlicnih koncentracijah. Konéne koncentracije bakterije E.
amylovora v pripravljenih vzorcih so bile 1,8 x 10* , 1,8 x 10% in 1,8 x 10 celic na mL
rastlinskega ekstrakta.

DNA smo izolirali z uporabo kompleta QuickPick™ SML Plant DNA in sistema
KingFisher® mL. Vsako analizo smo izvedli vsaj v 3 ponovitvah posameznega vzorca. Pri
koncentracijah 1,8 x 10% in 1,8 x 10° celic/mL smo analizo izvedli enkrat, pri koncentraciji
1,8 x 10? celic/mL pa dvakrat.

Vgnezdeno reakcijo smo izvajali kot je opisano v Llop in sod. (2000). PCR produkte smo
analizirali na 1,5 % agaroznem gelu obarvanem z etidijevim bromidom. Vgnezdeno
reakcijo smo za vse vzorce ponovili najmanj dvakrat.

3.2 SPREMLJANJE KONCENTRACIJE BAKTERIJE E. amylovora V
OBOGATITVENIH GOJISCIH

Za spremljanje koncentracije smo uporabili 33 vzorcev brez bolezenskih znamenj, ki smo
jih predhodno testirali na prisotnost E. amylovora s standardnimi metodami in so bili
negativni. Vsak vzorec smo razdelili po 500 uL v dve mikrocentrifugirki in v eno dodali
gojis¢e CCT, v drugo pa gojis¢e King B V vse vzorce smo dodali suspenzijo bakterije E.
amylovora v konéni koncentraciji 10° celic/mL. Pred inkubacijo smo odvzeli po 50 pL
vzorca za izvedbo PCR v realnem casu, preostanek pa inkubirali 72 ur pri 25 °C. Po
inkubaciji smo ponovno odvzeli 50 uL vzorca in izvedli PCR v realnem casu. Shema
poskusa je prikazana na sliki 10.

Inkubacija izvedba PCR v realnem tasu
4 i - 25°CT2ur obogateni

— i Kivess
Shismian \5 redCitveni nanos na CCT gojisée

L e L ¢ \ na -20 °C ‘ \‘: \;‘ \-‘\ \-‘\ - \\ .
500 ul 500 pl suspenzija vzorec l J l l

vzorca brez  gojiséa CCT E. amylovora .
& % g1 5% P izvedba PCR
bolezenskih  aliKingB =107 celic/ml e
¢ v realnem
mamenj %,
. tasu

TN

.....

in King B ter izolacijo bakterije po obogatitvi

Figure 10: Design of experiment for following concentrations of bacteria E. amylovora in CCT and King's B
enrichments and isolation bacteria after enrichment
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3.2.1 Izolacija bakterije E. amylovora iz obogatenih vzorcev

.....

PCR v realnem ¢asu izvedli 4 do 8 — kratne redéitve v vodi. Na vsako gojis¢e CCT smo
nanesli po 50 uL neredéenega vzorca ali ustrezne red¢itve. Plos¢e smo inkubirali 3 — 4 dni
in precepljali znacilne kolonije ter jih identificirali s testom aglutinacije.

3.2.2 Ugotavljanje vpliva zamrzovanja CCT obogatitev

Poskus smo izvedli v dveh delih in sicer smo najprej suspenzijo bakterije E. amylovora
dodali v tekoée gojis¢e CCT ter inkubirali 72 ur pri 25 °C. Po inkubaciji smo pripravi
sedem 10-kratnih red¢itev obogatene suspenzije ter po 50 pL vsake nanesli na plosée CCT.
Postopek smo izvedli takoj po inkubaciji in po zamrzovanju suspenzije pri -20 °C. U¢inek
zamrzovanja smo nato testirali tudi pri izbranih 31 negativnih ekstraktih pripravljenih iz
rastlin brez bolezenskih znamenj obogatenih v gojis¢u CCT. Po inkubaciji (25 °C, 72 ur)
smo obogatene ekstrakte takoj red¢ili in nanesli na plos¢e CCT. Preostanck smo zamrznili
pri -20 °C ter ponovili izolacijo na plos¢ah CCT. S PCR v realnem ¢asu smo analizirali
vzorce pred in po obogatitvi. Shema poskusa je predstavljena na sliki 11.

obogateni
Inkubacija Y2
25°C 72 ur shranjeni
+ + = %7 m-20°C
red€itveni nanos na CCT gojisce
. L g L % obogateni %7 A~~~
- - vzorci takoj 1 1"
A : “zorec na CCT \J | | |
1 5 1 . coww
500 ul 500 pl "suspenzua gojiste Jr i 1 i 1 ,
vzorca brez g0jia CCT E. amy lovora L i 1
bolezenskih =10 celic/ml = A 2
mamen;j izvedba PCR izvedba PCR
v realnem v realnem
casu casu

Slika 11 : Izvedba poskusa za ugotavljanje vpliva zamrzovanja pri -20 °C obogatenih ekstraktov v gojis¢u
CCT na uspesnost izolacije na plos¢ah CCT

Figure 11 : Design of experiment for influence of freezing enriched extracts to -20 °C in CCT media to
successfulness of isolation on CCT plates
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3.3 RAZISKAVE RAZNOVRSTNOSTI BAKTERIJ IZ RODU
Pseudomonas

3.3.1 Rastlinski material

Rastlinski material z izrazenimi razliénimi znamenji bolezni je bil vzoréen v okviru
sistematskega nadzora Skodljivih organizmov rastlin Fitosanitarne uprave RS (FURS) v
sodelovanju s Fitosanitarno inSpekcijo RS. Vecina testiranih vzorcev so bili poganjki
jablan in hrusk in druge gostiteljske rastline iz druzine roznic, testirali pa smo tudi nekaj
drugih gostiteljskih rastlin. V' preliminarne raziskave smo vkljuéili 319 sevov iz 140
vzorcev. Da bi zmanjsali Stevilo izolatov za analize, smo naredili izbor izolatov. Pri
vzorcih, kjer smo izolirali ve¢ izolatov, smo le-te med seboj primerjali. Ohranili smo
izolate, pri katerih smo izvedli najve¢ analiz in izolate, ki so po kaksni analizi odstopali.
Pri tem smo v vecini upostevali teste kot so BOX-PCR, 16S RFLP, teste LOPAT, test
toksinov ter test patogenosti na stro¢jem fizolu. Doloc¢ene izolate smo naknadno odstranili,
ker se je izkazalo, da ne sodijo v rod Pseudomonas ali pa so v letih shranjevanja propadli.

Izbrani izolati glede na gostiteljske rastline ter njihov delez so predstavljeni v preglednici
6.

Preglednica 6 : Prikaz $tevilo in delez izolatov glede na gostiteljske rastline

Table 6: The number and percentages of strains from different hosts

Gostitelj Stevilo izolatov DeleZ
jablana 124 68.1%
hruska 13 7.1%
kutina 10 5.5%
pane$plja 6 3.3%
ognjeni trn 2 1.1%
japonska kutina 3 1.6%
glog 2 1.1%
jerebika 3 1.6%
skor$ 1 0.5%
fotinija 1 0.5%
vrtnica 1 0.5%
breskev 2 1.1%
marelica 5 2.7%
sliva 1 0.5%
radic¢ 2 1.1%
zito 1 0.5%
fizol 3 1.6%
krizantema 1 0,5%
SKUPAJ 181 100.0%

Med 181 izbranimi izolati jih je bilo 80 nabranih v intenzivnem nasadu pridelovalnega in
sadilnega materiala Mirosan. Razlog so bila bolezenska znamenja, ki so bila podobna
okuzbi z bakterijo E. amylovora, predvsem oranzno obarvani vr$icki z izcedkom enoletnih
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poganjkov ter tudi zelo napredujoce okuzbe starejSih poganjkov. Najvec vzorcev je bilo
jablan sorte Breaburn.

3.3.1.1 Lokacija vzorcenja rastlinskega materiala

Podatke o geografski Sirini in geografski dolZini analiziranih izolatov smo pridobili iz
podatkovne baze FitoNadzor, ki jo vzdrzuje FURS in iz zapisnikov fitosanitarnih
inSpektorjev pri vzorcenju vzorcev. Na slikah 12 in 13 so shematsko prikazane lokacije
vzorcev iz gostiteljskih rastlin iz druzine roznic. V prikaz ni zajetih 5 vzorcev, ki so bili
vzorceni v razli¢nih trgovskih in vrtnih centrih, ker ni razvidno ali je prislo do okuzbe
rastlin pred uvozom ali po njem.
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Slika 12 : Prikaz lokacij izoliranih izolatov iz vzorcev jablan, hrusk in kutin (zeleno=jablana, roza=hruska,
vijoli¢na=kutina)

Figure 12 : Locations of isolated strains from apples, pears and quinces (green=apple, pink=pear,
violet=quince)
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Slika 13: Prikaz lokacij izoliranih izolatov iz ostalih gostiteljskih rastlin iz druzine roznic (rjava=panesplja,
temno rjava=vrtnica, temno vijolicna=japonska kutina, zelena=jerebika, svetlo zelena=glog, roza=ognjeni
trn, oker=breskev, rde¢a=sliva, vijolicna=marelica)

Figure 13: Locations of isolated strains from other hosts from family Rosaceae (brown=cotoneaster; dark
brown=rose, dark violet=Chinese Flowering Quince, green=rowan, light green=hawthorn, pink=firethorn,
ochre=peach, red=plum, violet=apricot)

3.3.2 Kontrolni sevi

V testih smo uporabili 39 kontrolnih bakterij razli¢nih vrst iz rodu Pseudomonas in
razli¢nih patovarjev znotraj vrste Pseudomonas syringae. Bakterijske seve smo pridobili iz
tujih zbirk mikroorganizmov in sicer iz ATCC, CFBP, GSPB, NCPPB, DSM. Sezham
kontrolnih bakterij je v preglednici 7.
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Preglednica 7 : Seznam kontrolnih bakterij, uporabljenih v $tudiji, leto izolacije, drzava izvora, gostiteljska
rastlina ali drug izvor

Table 7 : List of used reference strains, year of isolation, country of origin, hosts plant or other source

NIB §tevilka| Stevilka v tuji zbirki Vrsta bakterije Letoizolacije| DrZava izvora Gostitelj ali izvor
NIBZ 1 NCPPB 281 Pseudomonas syringae pv. syringae 1950 \elika Britanija |Syringa vulgaris

NIBZ 689 |NCPPB 2684 Pseudomonas syringae pv.syringae 1973 Nova Zelandija |Phaseolus vulgaris

NIBZ 688 |GSPB 2204 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

NIB Z 1273 |NCPPB 1321 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1961 \elika Britanija |Phaseolus vulgaris

NIBZ 690 [GSPB 1836 Pseudomonas syringae pv. glycinea

NIBZ 835 [CFBP 1754 Pseudomonas syringae pv. papulans 1973 Kanada Malus sylvestris

NIBZ 1235 |CFBP 2894 Pseudomonas syringae pv. aesculi 1980 Indija Aesculus indica

NIBZ 1236 |CFBP 2103 Pseudomonas syringae pv. apii 1942 ZDA Apium graveolens cv. Dulce
NIBZ 1237 (CFBP 1617 Pseudomonas syringae pv. aptata 1959 ZDA Beta vulgaris

NIBZ 1238 |CFBP 2216 Pseudomonas syringae pv. coronafaciens 1958 Velika Britanija |Avena sativa

NIB Z 1239 |CFBP 2067 Pseudomonas syringae pv. helianthi Mehika Helianthus annuus

NIBZ 1240 |CFBP 1731 Pseudomonas syringae pv. lapsa 1968 Zea sp

NIBZ 1241 (CFBP 1657 Pseudomonas syringae pv. maculicola 1965 Nova Zelandija | Brasica oleracea var. Botytis
NIB Z 1242 |CFBP 1642 Pseudomonas syringae pv. mori 1958 Madzarska Morus alba

NIB Z 1243 |CFBP 2897 Pseudomonas syringae pv. myricae 1978 Japonska Myrica rubra (tige, galle)
NIB Z 1244 (CFBP 2898 Pseudomonas syringae pv. philadelphi Velika Britanija [Philadelphus coronarius
NIB Z 1245 |CFBP 1908 Pseudomonas syringae pv. pori 1978 Francija Allium porrum

NIB Z 1246 |CFBP 1660 Pseudomonas syringae pv. primulae ZDA Primula sp.

NIB Z 1247 |CFBP 4091 Pseudomonas syringae pv. primulae 1967 Velika Britanija [Primula sp.

NIBZ 1248 |CFBP 1674 Pseudomonas syringae pv. striafaciens Avena sativa

NIB Z 1249 |CFBP 2896 Pseudomonas syringae pv.syringae 1951 Japonska Hordeum vulgare

NIB Z 1250 |CFBP 2106 Pseudomonas syringae pv.tabaci 1959 Madzarska Nicotiana tabacum
NIBZ 1251 (CFBP 2353 Pseudomonas syringae pv.theae 1970 Japonska Thea sinensis

NIBZ 1252 [CFBP 2212 Pseudomonas syringae pv.tomato 1960 Velika Britanija |Lycopersicon esculentum
NIBZ 830 |CFBP 2351 Pseudomonas syringae pv. morsprunorum 1977 ZDA Prunus domestica

NIBZ 826 |CFBP 1670 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Jugoslavija Olea europaea

NIB Z 1254 |CFBP 1466 Pseudomonas viridiflava 1972 Francija Lycopersicon esculentum
NIBZ 1255 [CFBP 1590 Pseudomonas viridiflava 1974 Francija Prunus cerasus

NIBZ 1256 |CFBP 1592 Pseudomonas viridiflava 1974 Francija Pyrus communis

NIB Z 1257 |CFBP 2107 Pseudomonas viridiflava 1927 Svica Phaseolus sp

NIB Z 1258 [CFBP 2555 Pseudomonas viridiflava 1979 Francija Pyrus communis

NIBZ 844 [ATCC 12633 Pseudomonas putida A ZDA zemlja

NIBZ 845 [CFBP 11370 alias 6176 [Pseudomonas putida B

NIBZ 846 [ATCC 17415 Pseudomonas aureofaciens 1953 ZDA zemlja

NIBZ 847 |CFBP 2431 Pseudomonas corrugata 1972 |Velika Britanija |Lycopersicon esculentum
NIBZ 849 |ATCC 9446 Pseudomonas chlororaphis 1943 kontaminanta na plo§¢ah
NIB Z 1144 |DSM 50090 Pseudomonas fluorescens 1951 \elika Britanija |predfilter vodnega rezervoarja
NIB Z 1233 |CFBP 4060 Pseudomonas avellanae 1976 Gréija Corylus avellana

NIB Z 1234 [CFBP 2341 Pseudomonas cannabina 1957 Madzarska Cannabis sativa

3.3.3 Priprava rastlinskega ekstrakta in izolacija bakterij na gojis¢ih

Ekstrakt smo pripravili v skladu z EPPO standardom za ugotavljanje prisotnosti bakterije
Erwinia amylovora (EPPO, 2004) tako, da smo izbrano tkivo z izraZzenimi znamenji
bolezni povrSinsko sterilizirali s 70-odstotnim etanolom, razrezali v fosfathem pufru
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(PBS), vorteksirali in po nekaj minutah odstranili rastlinski material. Pripravljen ekstrakt
dni pri 28°C. Preostanek ekstrakta smo z dodatkom glicerola (10 vol. %) do testiranja
hranili pri temperaturi -80 °C.

Za izolate, ki so morfoloSko ustrezali bakterijam iz rodu Pseudomonas, smo v nadaljevanju
izvedli teste LOPAT. V letu 2003 smo shranili tako izolate, ki so reagirali
preobcutljivostno na tobaku (v nadaljevanju HR pozitivni), kakor tudi tiste, ki niso (v
nadaljevanju HR negativni). Zaradi nasSega vecjega zanimanja za patogene seve iz rodu
Pseudomonas smo po letu 2004 ve¢inoma shranjevali in analizirali le HR pozitivne seve. V
analize pa smo vkljucili tudi izolate, ki smo jih imeli shranjene v zbirki mikroorganizmov
in so bili izolirani pred letom 2003.

3.3.4 ldentifikacijski testi

3.3.4.1 Biokemijski testi

Za vse izolate smo izvedli osnovne biokemijske teste za rod Pseudomonas (LOPAT; L-
tvorba levana, O-oksidaza, P-pektinolitinost, A-arginin dihidrolazni test, T-
preobcutljivostna reakcija na tobaku). Na podlagi profila LOPAT lahko razdelimo izolate
v posamezne skupine (preglednica 4). Izvedli smo tudi hidrolizo arbutina, Zzelatine ter
eskulina ter produkcijo kislina iz saharoze. Test fluorescence smo izvedli na gojisc¢u King
B. Pricakovani rezultati biokemijskih testov (Braun — Kiewnick in Sands, 2001; Janse,
2010) ter tvorbe toksinov pri doloc¢enih patovarjih P. syringae in drugih bakterijah so
prikazani v preglednici 8.

Preglednica 8: Biokemijski testi in testi toksinov za razlikovanje P. viridiflava, P. cichorii in dolo¢enih
patovarjev P. syringae

Table 8: Biochemical tests and toxins assay for discrimination between P. viridiflava, P. cichorii and some
P. syringae pathovars

P.syringae pv. |P.syringae pv.

P. syrl_ngae P morsprunorum (morsprunorum P. syrmgfie pv. P.syringae pu. P.viridiflava P. cichorii
syringae phaseolicola papulans
rasa 1 rasa 2
Levan + + + + - \V
Oksidaza - - - R R R +
Pektinolitiénost - - - - - + _
Arginin dihidrolaza - - - - - - _
HR na tobaku + + + + T + "
Hidroliza Zelatine + - + - + + -
Hidroliza eskulina + + + + v
Hidroliza arbutina + - + + +
Produkcija kisline iz saharoze + + + + + - -
tvorba siringomicina in siringopeptina +/ nekaj - - -
tvorba koronatina - +/ nekaj -
tvorba fazeolotoksina - +

+ pozitivno, - negativno, * variabilno/Sibko, V variabilno, HR — preobéutljivostna reakcija
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3.3.4.2 Analiza profila maS¢obnih kislin

Za 27 izolatov izoliranih v letu 2003 smo v sodelovanju z Plant Protection Service izvedli
analizo mas¢obnih kislin. Izolate smo gojili na gojis¢u TSBA (priloga 1) 24 ur. Mas¢obne
kisline smo ekstrahirali kot je opisano v Janse (1991). Hlapne estre masc¢obnih kislin smo
locevali s plinsko kromatografijo in analizirali s programskim paketom MIDI (Midi inc.
Newark, USA). Profile izolatov smo primerjali med seboj in s profili drugih bakterij v
knjiznici podatkov.

3.3.5 Inhibicija rasti bakterije E. amylovora

Test smo izvedli na sevih izoliranih v letu 2003. Na gojis¢e King B smo v ¢rti nacepili
testirani sev iz rodu Pseudomonas in nato po 24 urni inkubaciji na celotno gojis¢e nanesli
Se suspenzijo bakterije E. amylovora. Cono inhibicije smo od¢itali po 72 urni inkubaciji pri
28 °C.

3.3.6 Odpornost na baker

.....

razli¢ne koncentracije CuSO4x5H,0 (Lim in Cooksay, 1993). Testirali smo koncentracije
0,3; 0,6; 0,9; in 1,2 mM CuSO4x5H,0. Minimalna inhibitorna koncentracija je
koncentracija, ki je prepreila konfluentno rast bakterij, nanesenih v koncentraciji 10°
celic/mL po treh dneh inkubacije pri temperaturi 28 °C. Seve, ki so rastli na gojis¢u s
koncentracijo 0,9 mM CuSO4x5H,0, smo jih obravnavali kot odporne na baker. Dolo¢ene
izolate, ki so bili odporni na najvisjo koncentracijo bakra (1,2 mM CuSO4x5H,0) smo
dodatno testirali $e pri koncentracijah 1,5; 1,8; 2,0 in 2,2 mM CuSO4x5H,0.

3.3.7 Test sinteze toksinov z indikatorsko glivo Rhodotorula pilimanae

Pri izbranih 181 izolatih in kontrolnih bakterijah smo preverili sintezo toksinov
siringomicina in siringopeptina. Toksini, Ki pronicajo iz bakterij, zavirajo rast indikatorske
glive Rhodotorula pilimanae, kar je vidno v ¢isti coni okoli bakterijskih kolonij (Bultreys
in sod., 1999, Bender in sod., 1999)

V preliminarnih testih smo preverjali delovanje metode. Pri prvih izvedbah metoda ni
delovala. Gliva je po nanosu na gojis¢u PGNaCl zelo slabo rastla ali pa nismo opazili
inhibicije glive pri kontrolnih sevih Pseudomonas syringae pv. syringae, za katere smo
vedeli, da toksin sintetizirajo. Pri preverjanju razli¢nih temperatur inkubacij in sestave
gojis¢ smo prisli do ugotovitve, da je za izvedbo testa zelo klju¢nega pomena, da
uporabljamo pri pripravi gojis¢a PGNaCl agar proizvajalca Difco. Po uspesni uvedbi
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metode smo test izvedli v dveh delih in sicer v letu 2006 in 2009. Pri tem smo 26 sevov
ponovili v obeh testih.

Kon¢ni postopek izvedbe testa toksinov je bil slede¢: vse testirane seve smo nacepili na
agarju Medium 2 (priloga 1) 24 ur pri 25 °C. Nato smo vsak sev precepili v ravni ¢rti na tri
petrijeve plosc¢e z gojis¢em PGNaCl (priloga 1) ter inkubirali 4 dni pri 25 °C. Sledil je
nanos glive R. pilimanae. Suspenzijo za nanos smo pripravili po slede¢em protokolu:
uporabili smo 24 urno kulturo glive R. pilimanae inkubirane pri 28 °C na gojiscu MYA2
(priloga 1). Na petrijevo plos¢o z glivo smo dodali 9 ml sterilne vode. V krogih smo
premesali vodo ter nacepljeno glivo ter odlili suspenzijo v sterilno centrifugirko ter dolili
sterilno vodo do skupnega volumna 50 ml.

Nanos suspenzije smo izvedli z razprsilko proizvajalca neoLab (kataloska Stevilka 1-7246).
Plos¢e smo gojili 48 ur pri 20 °C ter nato zmerili cone inhibicije. Rezultat testa toksinov je
bil po kategorijah: 0 (neg) — ni bilo inhibicije, 1 (poz) — bistra cona inhibicije ter 2 (Sibka
inhibicija) — ni bistre cone, vendar inhibicija glive opazna. Pri kategoriji 1 in 2 smo tudi
zmerili razdaljo inhibicije v mm.

3.3.8 Testi patogenosti

3.3.8.1 Test patogenosti na stro¢jem fizolu

Test patogenosti smo izvedli pri 78 izbranih izolatih, ki so bili HR pozitivni in 4 kontrolne
bakterije. Postopek izvedbe smo povzeli po Yessad in sod. (1994) in z dolo¢enimi
spremembami je bil postopek sledec:

Priprava pladnjev: Po dva pladnja smo zlozili enega na drugega z vmesnim distanénikom
(slika 14) in jih avtoklavirali. Po avtoklaviranju smo na zgornjo povrsino pladnjev poloZili
sterilni filter papir, v spodnji pladenj pa smo dolivali vodo, da bi povecali zracno vlago v
komori.

Priprava stro€jega fiZola: Stro¢ji fiZzol smo sterilizirali 5 min v 3% varikini in nato spirali
15 minut v sterilni vodi. Stroke smo posusili in nato polozili na pladnje.

Priprava bakterij: Uporabili smo bakterijske seve, gojene 5 dni na NA gojiscu (priloga 1)
Izvedba testa: Bakterijsko kulturo smo z iglo postrgali s plosce in vsak sev inokulirali
dvakrat na polovico strocjega fizola (3 — 4 vbode na strok; skupaj 6 — 8 vbodov za vsak

testiran sev).

Inkubacijske razmere: Temperatura podnevi in ponoci je bila 21 °C, fotoperioda 16 ur
dan in 8 ur noci.
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Popis bolezenskih znamenj: Bolezenska znamenja smo belezili 2., 4., 6., 9. in 13. dan.
Ker so bolezenska znamenja zelo pocasi napredovala in pri vseh vzorcih enakomerno, Smo
analizirali rezultate samo po 13 dneh inkubacije. Pri vsakem vzorcu smo med inkubacijo
spremljali tip bolezenskih znamenj (rjave nekroze, vodni madezi, rjave pikice ob vbodu)
ter jakost bolezenskih znamenj ocenili z primerjavo med vzorci (majhne, srednje in velike
nekroze). Na koncu smo imeli za vsak vzorec dve kategoriji podatkov.

Ocena glede na tip bolezenskih znamenj

0 — po 13 dneh ni bilo vidnih bolezenskih znamenj razen nekroze ob mestu vboda
1 —vzorec je pri vseh pregledih imel rjave nekroze

2 —vzorec je pri vseh pregledih imel vodne madeze

3 — vzorec je imel najprej vodne madeZe in nato so se spremenili v rjave madeZe
4 —vzorec je imel ob vbodu in okoli njega rjave pikice

Ocena glede na jakost bolezenskih znamenj

0 - po 13 dneh ni bilo vidnih bolezenskih znamenj razen nekroze ob mestu vboda
1 — vzorec je imel vsaj nekaj vbodov z majhno nekrozo (=2 mm)

2 — vzorec je imel vsaj nekaj vbodov vbodov z srednjo nekrozo (=3-4 mm)

3 - vzorec je imel vsaj nekaj vbodov vec¢jo nekrozo (nad =4 mm)

Slika 14 : Izvedba testa patogenosti na stro¢jem fizolu.

Figure 14: Pathogenicity test on bean pods



45

Pirc M., Raziskave bakterij, povzrociteljic oziga, na rastlinah iz druzine Rosaceae.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

3.3.8.2 Test patogenosti na plodovih hruske sorte Conference

Test patogenosti smo izvedli pri 181 izbranih izolatih in 38 kontrolnih bakterijah. Stiri
bakterijske seve smo v istem poizkusu testirali dvakrat. Postopek izvedbe smo povzeli po
Yessad in sod. (1992). Z dolo¢enimi spremembami je bil postopek sledec:

Priprava posodic: Za test patogenosti smo uporabili sterilne posodice (Golias) in vanjo
polozili po dva sterilna filter papirja. V vsako posodico smo dodali 10 ml sterilne vode ter
jo napolnili s 3 — 4 hruskami

Priprava hrusk: Hruske smo nabrali 9. 7. 2009 in smo jih do izvedbe testa hranili v hladni
sobi 4 tedne pri 4 °C. Nato smo jih sterilizirali v 1% varikini in trikrat spirali z vodo Mili-
QU ter posusili v laminariju

Priprava bakterij: Bakterijske seve smo do izvedbe testa gojili 24 ur pri 25 °C na gojisc¢u
King B.

Izvedba testa: Bakterijsko kulturo smo z iglo postrgali s plos¢e in vsako hrusko 4-krat
vbodli. Z vsakim sevom smo inokulirali najmanj 3 hruske.

Inkubacijske razmere: Posodice smo inkubirali v rastni komori v temi pri 26 °C in zra¢ni
vlagi 100%.

Popis bolezenskih znamenj: Po 6 dneh inkubacije smo pregledali vse inokulirane hruske
ter vzorce, kjer ni nobena hruska kazala nekroz ob mestu vboda po slikanju zavrgli. Druge
vzorce smo inkubirali e dodatnih 24 ur in nato izmerili obseg nekroz ob vsakem vbodu.
Pri dolo¢enih vzorcih smo opazili tudi kloroticen prstan okoli nekroze (slika 15).

Slika 15: Test patogenosti na plodovih hruske Conference. A) Nekroza ob mestu vboda, B) Nekroza ob
mestu vboda s kloroti¢nim prstanom, C) Brez bolezenskih znamenj na mestu vboda

Figure 15: Pathogenicity test on immature pear fruits Conference. A) Necrosis at inoculation point, B)
Necrosis at inoculation point with chlorotic ring, C) No symptoms at inoculation points
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Obdelava rezultatov: Po izmeri nekroz vseh vbodov smo naredili frekven¢ni diagram na
podlagi katerega smo se odloCili za 7 razredov bolezenskih znamenj t.i. indeksov
patogenosti (I) s katerimi smo Zeleli kvantificirati intenziteto okuzbe posameznih sevov.
Skala indeksov patogenosti je bila sledeca:

0 — ni bolezenskih znamenj

1 — nekroza na mestu vboda

2 —nekrozaod 1 —2 mm

3 -nekroza2 —3 mm

4 - nekroza 3 —4 mm

5 —nekroza 4 — 5 mm

6 — nekroza od 5 mm naprej

Za vsak testiran izolat smo izracunali patogenost (P) po sledeci formuli (Moragrega in
sod., 2003):

N
p = Zn=th y 10 2

N- max

kjer I, ustreza indeksu patogenosti, N je Stevilo vbodov za doloCen izolat in I je
maksimalni indeks patogenosti (v naSem primeru 6).

Kriterij za oznacitev izolata kot patogen (1), nepatogen (0) ali sumljiv (2) je bil povzet po
Yessad in sod. (1992) in je bil sledec:

0 — vsi vbodi so bili brez bolezenskih znamenj
1 —vsaj 40% vbodov je imelo napredujoca bolezenska znamenja (razred 2-6)
2 —vsaj en vbod je imel bolezenska znamenja

3.3.8.3 Test patogenosti na listih hruske sorte Conference

Test patogenosti smo izvedli pri 181 izbranih izolatih in 39 kontrolnih bakterijah. Postopek
izvedbe smo povzeli po Yessad in sod. (1992) in z dolo¢enimi spremembami je bil
postopek sledec:

Priprava ploS¢: Uporabili smo petrijeve plosce s premerom 14 cm. V vsako plos¢o smo
nalili po 80 ml vodnega agarja (agar Difco (10 g/L) ter nanj polozili sterilni filter papir.
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Priprava listkov: Listke mladih poganjkov smo nabrali 20. 8. 2009 ter jih do naslednjega
dne hranili v hladni sobi pri 4 °C. Sterilizirali smo jih 5 minut v 1% varikini in nato spirali
trikrat v vodi Mili-QUF. Posusili smo jih v laminariju in nato polozili v petrijeve plosce.

Priprava kulture: Vse testirane seve smo predhodno gojili 24 ur v tekocem gojis¢u King
B pri 25 °C. Za inokulacijo listkov smo vse seve s pomocjo lestvice po Mcfarlandu in
merjenjem OD na spektrofotometru (Tecan) umerili na koncentracijo 10° cfu/mL.

Izvedba testa: Na dnu vsakega listka v glavno listno zilo naredili rez dolg 0,5 cm in na
rano odpipetirali po 20 pL umerjene bakterijske suspenzije. Petrijeve plos¢e smo ovili s
parafinskim trakom. Vsak bakterijski sev smo inukulirali na 4 — 5 listkov.

Inkubacijske razmere: Petrijeve plos¢e smo inkubirali pri fotoperiodi 16 ur dan pri 24 °C
/ 8 ur no¢i pri 20 °C.

Popis bolezenskih znamenj: Po 4 dnevih inkubacije smo pregledali in slikali vse listke in
listke brez bolezenskih znamenj oznacili z 0, listke z nekrozo omejeno na mesto
inokulacije z 1 ter pri listkih z napredujoco nekrozo ocenili procent nekroti¢ne povrsine s
programom ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html).

Obdelava rezultatov: Po izmeri vseh povrsin nekroz pri listih z napredujoco okuzbo smo
le te na podlagi frekvenco pojavljanja med vsemi listki razdelili v dodatne razrede:

2 — nekroti¢na povrSina med 1% - 2%,

3 — nekroti¢na povrSina med 2% - 5%;

4 — nekroti¢na povrsina med 5% - 10%;

5 — nekroti¢na povrsina med 10% - 20%;

6 — nekroti¢na povrs§ina med 20% - 50%;

7 —nekroti¢na povrSina nad 50%.

Za vsak testiran izolat smo izraCunali patogenost (P) kakor smo to naredili pri testu
patogenosti na plodovih hruske in tudi Kriterij za oznacitev izolata kot patogen (1),
nepatogen (0) ali sumljiv (2) je bil enak:

0 — vsi listki so bili brez bolezenskih znamen;

1 — vsaj 40% listov je kazalo napredujoc¢a bolezenska znamenja (razred 2 — 7)

2 —vsaj en listek je imel bolezenska znamenja


http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html
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3.3.9 Molekularne metode

3.3.9.1 Polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov pomnozZene 16S rDNA (16S
rDNA RFLP) z encimoma Rsal in Mnll

16Sr DNA RFLP z encimoma Rsal in Mnll smo izvedli pri 77 izbranih sevih in pri
kontrolni bakteriji Pseudomonas syringae pv. syringae.

DNA smo izolirali s 5 % Chelexom (BioRad) po sledeCem postopku: v 100 pL 5%
Chelexa smo dodali 1 puL zanko kulture ter z vorteksom premesali, kuhali v vreli vodi 10
minut, centrifugirali 15 minut pri 14000 rpm (centrifuga Eppendorf) ter supernatant
prenesli v svezo mikrocentrifugirko.

Za verizno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabili evbakterijske zacetne
oligonukleotideza 16S rDNA (27fevb in 1495revb; Bianciotto in sod., 1996), pri ¢emer
dobimo 1500 bp dolge fragmente. Zaporedje zacetnih oligonukleotidov, sestava reakcijske
mesanice ter program pomnozevanja so podani v prilogi 2.

Produkt PCR 16S rDNA smo razrezali z encimoma Rsal in Mnll. Restrikcijsko mesanico
(priloga 2) smo inkubirali pri 37 °C ¢ez no¢. Restrikcijske fragmente smo lo¢ili z agarozno
gelsko elektroforezo v pufru IXTAE ( 2,5% agaroza, 80V, 75 min).

Za primerjavo smo naredili tudi in-silico analizo restrikcije z obema encimoma z zaporedji
16S rDNA razli¢nih bakterij iz rodu Pseudomonas pridobljenih iz GeneBank. Za analizo
smo uporabili program Vector NTI (Informax).

3.3.9.2 Repetitivni PCR z BOX1A oligonukleotidnim zacetnikom (BOX-PCR)

Analizo smo izvedli pri 181 izbranih sevih in 39 kontrolnih bakterijah. Za izvedbo reakcije
PCR smo iz bakterijskih sevov izolirali DNA s 5% chelexom ali z uporabo UltraClean™
Microbial DNA Isolation kita (MO-BIO) po protokolu proizvajalca ali z alkalno lizo.
Postopek alkalne lize je bil slede¢: v 500 puL vode smo dodali 1 uL zanko kulture,
vorteksirali ter centrifugirali 2 min pri 10000 g. Ostranili smo supernatant in v
mikrocentrifugirko dodali 100 uL 0,5M NaOH ter inkubirali 15 min pri 95 °C. Nato smo
centrifugirali 2 min pri 10000 g in supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko. DNA,
izolirano z alkalno lizo ali z uporabo UltraClean™ Microbial DNA Isolation kita smo
umerili z Nanodropom na 50 mg/uL.. DNA sevov, ki je bila izolirana v letu 2003 z uporabo
5% chelexa, nismo umerili.

Reakcijo PCR in program pomnozevanja smo izvedli po protokolu (Rademaker in sod.,
1998). Produkte PCR smo locili z agarozno gelsko elektroforezo v pufru 0,5xTAE (1,5%
agaroza, 70V, 17 ur v hladni sobi). Uporabili smo agarozo UltraPure (Invitrogen). Po
elektroforezi smo gele barvali z etidijevim bromidom (EtBr). V 1 L 0,5XTAE pufra smo
dodali 60 pL EtBr (zalozna raztopina 10 mg/mL) ter barvali 30 minut s stresanjem. Sledilo
je 30 min razbarvanja v Mili-QUF.

Analiza podatkov je potekala z programom Bionumerics. Normalizacija gelov je potekala
v skladu z navodili programa. Primerjava prstnih odtisov DNA pri razlicnih sevih je
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potekala na podlagi denzitometri¢nih krivulj in za izdelavo matrike podobnosti smo
uporabili Pearsonovo korelacijo. Nastavitve so bile 1% optimizacija in poravnava krivulj
(angl. curve smoothing) 2,5%. Za izris dendrograma smo uporabili metodo neponderirane
aritmeti¢ne sredine (UPGMA).

3.3.10 Obdelava podatkov

Podatke smo obdelali z ra¢unalni$kim programom Bionumerics 6.01 (Applied Maths). Za
analizo BOX-PCR smo v program vnesli slike gelov, za vse druge podatke smo jih vnesli
kot numeri¢ne vrednosti. Numeri¢ne vrednosti analiziranih rezultatov in ostali podatki o
izoliranih sevih so zbrani v prilogi 10. Legenda tabele je prikazana v preglednici 9.

Preglednica 9: Legenda tabele v prilogi 10

Table 9: Legend of table in annex 10

- Oznaka stolpca v .
A Oblikarezultata
Test Oznaka vtabeli priloge 10 vtabeli priloge 10

Tworba fluorescentnega pigmenta Fluorescenca N 0- negativno 1- pozitivho
Produkcija kisline iz saharoze Kislina iz saharoze o 0- negativno 1- pozitivho
Hidroliza arbutina Arbutin P 0- negativno 1 - pozitivho
Hidroliza eskulina Eskulin Q 0- negativno 1- pozitivho 2 - dvomljivo
Hidroliza Zelatine Zelatina R 0 - negativno 1 - pozitivno

Levan S 0- negativno 1- pozitivho 2 - variabilno
LOPAT ) Oksidaza T 0- negativno 1 - pozitivho
(L—tv'orbfa.levana, O-ok§ @aza, P- Pektat u 0 - negativno 1 - pozitivno 2 - variabilno
pektinolitinost, A-arginin Arain v 0 - 1 —
dihidrolazni test, T-preobcutljivostna fginin - hegativno - pozitivno
reakcija na tobaku) HR W 0 - negativno 1 - pozitivno

skupina LOPAT X Ia, Ib, Ia ali Ib, Ia ali pektinoliti¢ni Ia, II, I1I, Iva, Vb, nedifinirani

] _ Rezultat Y 0- negativno |1 - pozitivno |2 - sibka inhibicija

Test sinteze toksinov

Povpreéna cona inhibicije z vrednost od 0-32

Tip bolezenskih znamenj AA vrednost od 0 - 4 (razlaga pod tocko 3.3.8.1)
Test patogenosti na stro¢jem fiZolu - - —

Jakost bolezenskih znamenj AB vrednost od 0 - 3 (razlaga pod tocko 3.3.8.1)
Test patogenosti na plodovih hruske |Patogenost AC Vrednost od 0 - 100
sore Conference Rezultat AD 0- nepatogen |1 - patogen |2 - sumljiv
Test patogenosti na listih hruSke Patogenost AE Vrednost od 0 - 100
sorte Conference Rezultat AF 0- nepatogen |l - patogen |2 - sumljiv
o zaprotnin octisovBNAZ BOX |syupina Box AG vrednost od 1-33
Test odpornosti na baker Odpornost na baker AH vrednost od 0-2,2

RFLP: Rsa + dolZina produkta Al-AM Rsa 897, 802, 357, 146, 121
Poli fi dolzi trikcijskih

olmortizem GOTAN restrikCUS KM - Hpp) b vn1 4 dolving produkta | AN-AW | Mnl 418, 330, 281, 261, 253, 238, 187, 157, 126, cca 100

fragmentov pomnoZene 16S rDNA

Restrikcijski profil AX Rsa1Mnl 1, Rsa1Mnl2, Rsa2Mnl2, Rsa2Mnl3 Rsa2Mnl4
Analiza profila ma$¢obnih kislin Oznaka mas¢obnih kislin AY-CA Odstotek posamezne masc¢obne kisline (0 - 100%)
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3.3.10.1 Uporaba Simpsonovega indeksa diverzitete za izra¢un diskriminatorne
sposobnosti uporabljenih metod

Za izracun diskriminatorne sposobnosti uporabljenih metod smo uporabili Simpsonov
indeks diverzitete. Indeks ima vrednost od 0 — 1 in ve¢ja kakor je vrednost, vecja je
diskriminatorna sposobnost metode (Hunter in sod., 1988). Indeks temelji na verjetnosti,
da se dva nesorodna seva iz populacije razporedita v razli¢ne tipizacijske skupine.
Simpsonov indeks diverzitete smo izracunali po sledeci formuli:

— 1 S
D=1 _N(N—1)21'=1nf(nf -1 ...(3)

Kjer je N skupno $tevilo analiziranih sevov, S je skupno Stevilo tipizacijskih skupin in nj je
Stevilo sevov, ki pripada j tipu.
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4 REZULTATI

Za razvoj metode PCR v realnem ¢asu smo nacrtovali dva amplikona na razli¢nih delih
kromosomske DNA bakterije E. amylovora. Z razvojem nove metode smo Zeleli zaznati
SirSi spekter sevov bakterije E. amylovora, pridobiti ob¢utljivo in specificno metodo za
zanesljivo ugotavljanje prisotnosti te bakterije v vzorcih brez izrazenih bolezenskih
znamenj, uporabiti metodo kot dodatni test pri vzorcih z izrazenimi bolezenskimi znamenji

.....

Bakterije iz rodu Pseudomonas smo pogosto izolirali iz rastlinskih vzorcev, ki so kazali
znake oziga. Uporabili in uvedli smo razlicne metode z namenom identifikacije in
ugotavljanje raznolikosti teh bakterij.

4.1 PCR V REALNEM CASU ZA UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI
BAKTERIJE E. amylovora

4.1.1 Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov in sond za PCR v realnem ¢asu

Amplikon Ams smo nacrtovali znotraj gena amsC, Ki je del regije ams na kromosomski
DNA bakterije E. amylovora. Regija je vpletena v sintezo kapsularnega polisaharida
amilovorana. Amplikon je znotraj regije, ki jo pomnozujemo z oligonukleotidnima
zacetnikoma AMSbL in AMSbR (Bereswill in sod., 1995), ki se uporabljata za
ugotavljanje prisotnosti E. amylovora z navadno reakcijo PCR. S primerjavo sekvenc smo
preverili, da zacetna oligonukleotida in sonda ne nalegajo na del genoma sorodne bakterije
E. pyrifoliae, ki ima genski zapis za podoben polisaharid.

Amplikon ITS smo nacrtovali znotraj 139 bp dolgega nukleotidnega zaporedja, ki se
pojavlja kot dodatna regija na doloCenih rRNA operonih (McGhee in sod., 2002).

Na slikah 16 in 17 sta amplikona shematsko prikazana skupaj s poravnavo nukleotidnih
zaporedi, ki so bila uporabljena pri nacrtovanju amplikonov. Natan¢na zaporedja zacetnih
oligonukleotidov in sond pa prikazana v preglednici 10.
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Ea273_SangerEa
AJ300463EP

X77921E2 (3383) AAAATCATGGALALY TCCS‘ACATK TGTGRATCETCCAT; CgGARTCTGGCCCGC&‘]}AT&;CC& CGAAE AAAATTAGCGC "J‘l\ ACCCCTATCAGELA AAAGTAGTTAATCAL
(369) AABATCATGGAALLY TCC;C;ACATA TGTGAATCATCCATG C";EGAATCTGGCCCGCG;A |CCOIGCGALTAALATTAGCGC 'fl“\ ACCCCTATCAGGAAI :‘Al\ TAGTTAATCAA
(560) ‘lﬁ.ﬁATCATGGﬁQA‘L,TCCE&C}LTR{  TGTGAATCATCCA CGJLATCTGGCCCGCGERTﬁCC CGAULE AAAATTAGCGCMAAMACCCCTATCAGRIAAGAMATAGTTAATCAL
Ams116F Sonda - Ams141T Ams189R
{ amsG H_ amsH  Hamsii amsA |H amsB | amsCf H amsD H éms?H amsF H amsy N amsk }{  amst l
AMSHL AMSBR

ares araplikon (7535 - 7608 bp)
amsregija - X77921 (17013 hp)

Slika 16: Shematski prikaz amplikona Ams s poravnanimi nukleotidnimi zaporedji regije ams bakterije E.
amylovora (okraj$ava Ea) in regije cps bakterije E. pyrifoliae (okrajsava Ep)

Figure 16: Schematic presentation of the Ams amplicon within aligned nucleotide sequences of the ams
region of Erwinia amylovora (suffix Ea) and Erwinia pyrifoliae (suffix Ep)

AF290418 (540)
AF449654 (542)
AF449656 (542)
AF449657 (335)
AF449660 (541)
AF449661 (335)
AF449662 (537)
AF449663 (328)
AF449683 (327)
AF449684 (537)
AF449685 (335)
AF449687 (335)

GILULGGEC TCTTACTCAGGT]
GAALGGGTCTCTTACTCAGGT]
GAAAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GAAAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GAALGGGTCTCTTACTCAGGT]
GARAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GARAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GALAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GABAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GARAGGGTCTCTTACTCAGGT]
GALAGGGTCTCTTACTCAGGT]

[TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCH
TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCALGGCGTCAGCGCGCAGCALC
CAl

TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGALG

GGCGTCAGCGCGCAGCAACH

GGCGTCAGCGCGCAGCAAC

[TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCH
TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCALGGCGTCAGCGCGCAGCALC
C Al

TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAG

GGCGTCAGCGCGCAGCAACH

GGCGTCAGCGCGCAGCAAC

TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCA
[TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCA
TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCALGGCGTCAGCGCGCAGCALC
TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCA
[TGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGCA

GGCGTCAGCGCGCAGCALC
GGCGTCAGCGCGCAGCAACH

GGCGTCAGCGCGCAGCALC
GGCGTCAGCGCGCAGCAACH

IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
GCGGAGTGGAC
IGCGGAGTGGAC]
IGCGGAGTGGAC]
GCGGAGTGGAC

TTGAGTCCATGAGCATTGC(

TTGAGTCCATGAGCATTGCG]
TTGAGTCCATGAGCATTGC(

TTGAGTCCATGAGCATTGCG]
TTGAGTCCATGAGCATTGCG]
TTGAGTCCATGAGCATTGCG

TTGAGTCCATGAGCATTGCG]
TTGAGTCCATGAGCATTGCG

GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

TTGAGTCCATGAGCATTGCGAGCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC
GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

TTGAGTCCATGAGCATTGCGAGCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

GCACTGCATAACGCCGCCG’IEAC
GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC
GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

[TTGAGTCCATGAGCATTGCGAGCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC
GCACTGCATAACGCCGCCGTCAC

GAAAGGGTCTCTTACTCAGGTITGAGTAATGAGCGAGCTAAGTGAAGGC AAGGCGTCAGCGCGCAGCALCIGCGGAGTGGACTTGAGTCCATGAGCATTGCGAGCACTGCATAACGCCGCCGTCAC
ITS15F Sonda - ITS43T ITS93R |
Konzervativma Konzervativna . Konzervativna

16S - 238 rRNA ITS regija

Slika 17: Shematski prikaz amplikona ITS s poravnanimi nukleotidnimi zaporedji regije 16S — 23S rRNA
ITS, ki vsebuje 139 bp dolgo dodatno zaporedje znotraj operona 16S - 23S rRNA ITS E. amylovora

Figure 17: Schematic representation of ITS amplicon within available aligned Erwinia amylovora nucleotide
sequences of the 16S - 23S rRNA ITS regions containing optional 139 bp region within 16S - 23S rRNA ITS

operon

Preglednica 10 : Zagetni oligonukleotidi in sonda amplikona Ams in ITS

Table 10: Primers and probes for Ams and ITS amplicons

. . . . Dolzi
Amplikon  Oligo/sonda Nukleotidno zaporedje (5°-3) o Z1na Tarca
amplikona
Ams Ams116F TCC CAC ATA CTG TGA ATC ATC CA
Ams189R GGG TAT TTG CGC TAA TTT TAT TCG 74 bp Gen amsC

Ams141T

FAM-CCA GAA TCT GGC CCG CGT ATA CCG-TAMRA

ITS

ITS15F
ITS93R
ITS43T

TGA GTA ATG AGC GAG CTA AGT GAAG

CGC AAT GCT CAT GGA CTC AA

FAM-AGG CGT CAG CGC GCA GCA AC-TAMRA

79 bp

Regija 16S-
23S rRNA

ITS
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Specifi¢nost zacetnih oligonukleotidov, sonde ter celotnih amplikonov smo preverili in
silico s primerjavo z znanimi zaporedji v bazi podatkov GenBank s pomo¢jo programa
BLAST.

4.1.2 Specificnost metode PCR v realnem ¢asu za ugotavljanje prisotnosti
E. amylovora

Rezultati pomnozevanja s PCR v realnem ¢asu pri razli¢nih sevih bakterije E. amylovora
so pokazali, da so vsi trije amplikoni specifi¢ni in rezultati ustrezajo znacilnostim tar¢ne
regije (preglednica 11). Pri vseh testiranih sevih E. amylovora smo dobili pozitiven signal
pri pomnozevanju z amplikonom Ams. To pomeni, da smo s tem amplikonom zajeli ve¢
sevov E. amylovora kakor s plazmidnim amplikonom, kjer nismo dobili specifi¢nega
signala pri sevih brez plazmida pEA29 na katerega ti zacetni oligonukleotidi in sonda
nalegajo. Kakor pri¢akovano, tudi pri amplikonu ITS nismo dobili pozitivnega signala pri
sevih E. amylovora iz Rubusa. Razlog je v tem, da naj ti sevi ne bi vsebovali dodatnega
zaporedja dolgega 139 bp na operonu 16S-23S rRNA (McGhee in sod, 2002), kjer smo
nacrtovali zacetne oligonukleotidein sondo.

Posebnost so rezultati pomnozevanja pri treh sevih iz rodu Erwinia, ki so bili izolirani iz
hrusk na Japonskem (Hokkaido). Ti sevi so taksonomsko uvrs¢eni med E. amylovora in E.
pyrifoliae, saj imajo doloc¢ene lastnosti od ene in dolo¢ene od druge bakterijske vrste (Kim
in sod., 2001; Maxson-Stein in sod., 2003). Tako smo dobili pozitiven signal pri
pomnozevanju z amplikonom ITS in negativnega z Ams in plazmidnim amplikonom.

Nespecificno pomnozevanje smo preverjali pri razlicnih bakterijskih vrstah, ki so prisotne
in povzroc¢ajo bolezenska znamenja na rastlinah iz druzine roZnic ali na ostalih gostiteljskih
rastlinah, razli¢ne seve bakterije Pantoea agglomerans, ki se uporabljajo za bioloski
nadzor ter neidentificirane bakterijske seve, ki smo jih izolirali iz nekrotizirajocega
rastlinskega tkiva jablane, hruske in kutine. Poleg tega smo testirali tudi izolirane rastlinske
DNA iz razli¢nih gostiteljskih rastlin. Pri nobenem testiranem sevu ali DNA nismo opazili
nespecifiénega pomnozevanja (preglednica 12).
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Preglednica 11: Rezultati PCR v realnem ¢asu z uporabo kemije TaqMan pri razliénih sevih E.amylovora

Table 11: Results of real-time PCRs using TagMan chemistry in different E. amylovora strains

Rezultati PCR v realnem casu

Sevi E. amylovora

Gostiteljska rastlina

Izvor in leto izolacije

Plazmid*  ITS**  Ams**
Malus  domestica,  Pyrus
communis, Cydonia oblonga,
219 sevov Cotoneaster sp., Photinia sp., Slovenija, 2007 * + +
Crateagus sp.
NCPPB 311 Pyrus communis Kanada, 1952 + + +
NCPPB 2791 Pyrus communis ZDA, 1975 + + +
NCPPB 683" Pyrus communis Velika Britanija, 1959 + + +
NCPPB 4306 Pyrus communis Egipt, 1982 + + +
NCPPB 775 Crataegus sp. Velika Britanija, 1959 + + +
CFBP 1367 Crataegus sp. Francija, 1972 + + +
LMG2020 — ne sintetizira levan Pyrus communis Nizozemska, 1981 + + +
ICMP 13293° Cotoneaster sp. Auvstralija, 1997 + + +
mMB1° Prunus domestica Nem¢ija, 2000 + + +
MB2° Rosa rugosa Nemcija, 2000 + + +
Pear 8° Nova Zelandija, 1992 + + +
RGC 53 mukoidna® Nova Zelandija, 1991-92 + + +
RGC 53 nemukoidna® Nova Zelandija, 1991-92 + +
IVIA 1596 brez pEA29 Pyrus communis Spanija, 1996 + +
IVIA 1614-2 brez pEA29 Crataegus sp. Spanija, 1996 + +
NCPPB 1859 Rubus idaeus ZDA, 1966 + +

* Metoda PCR v realnem ¢asu s tar¢o na plazmidu pEA29 (Salm in Geider, 2004)
** Metoda PCR v realnem ¢asu s tar¢o na kromosomski DNA, razvita tej doktorski disertaciji

Seve bakterije E. amylovora iz preglednice 11 in razli¢ne bakterijske vrste iz preglednice
12 smo pomnozevali z SYBRGreen kemijo in talilno temperaturo produkta po
disociacijskem koraku primerjali z referen¢nim sevom E. amylovora. Pozitiven signal s
kemijo SYBRGreen smo dobili skoraj pri vseh testiranih bakterijskih sevih iz obeh
preglednic. Med specificnimi in nespecificnimi produkti smo locili z analizo talilne
temperature po disociacijskem koraku. Odstopali so le oznaceni sevi iz preglednice 12; ¢e
smo pomnozevali z oligonukleotidnimi zacetniki Ams, smo ugotovili, da je talilna
temperatura produktov enaka pri sevih iz rodu Erwinia iz nekroti¢nih cvetov hrusk, E.
pyrifoliae ter pri sevih E.amylovora. V primeru, da smo pomnozevali z oligonukleotidnimi
zaCetniki ITS, je bila talilna temperatura produktov enaka pri sevih E. amylovora in sevih
iz rodu Erwinia iz Hokkaida, kjer smo dobili pozitiven signal tudi z uporabo kemije
TagMan.
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Preglednica 12: Rezultati PCR v realnem ¢asu z uporabo TagMan kemije pri razli¢nih bakterijskih sevih in
izolirani

Table 12: Results of real-time PCRs using TagMan chemistry in different bacterial strains and extracted
DNA

Sevi ostalih bakterij in izolirana Gostiteljska rastlina Izvor in leto izolacije Rezul-tati PRk v realnem casu
DNA Plazmid*  ITS**  Ams**
Sevi iz rodu IVIA 2055-2 Pyrus communis Spanija, 1999 - - o
Erwinia IVIA 2056-4  Pyrus communis Spanija, 1999 - - S
izolirani iz IVIA2057-5  Pyrus communis Spanija, 1999 - - e
nekroti¢nih i M = sk
evetny hrugk IVIA 3978 Pyrus communis Spanija, 2000 - - -
Erwinia pyrifoliae

CFBP 41727 Pyrus pyrifolia Juzna Koreja, 1996 - - S
Sevi iz rodu 223b Pyrus communis (Barlett) Hokkaido, 1996 - + -
Erwinia iz J.41 Pyrus ussuriensis (Mishirazu)  Hokkaido, 1995 - +7 -
Hokkaido',J J71 Pyrus ussuriensis (Mishirazu)  Hokkaido, 1995 - +7 -
Jannncka
Erwinia billingiae

DSMZz 178727 Pyrus communis Velika Britanija, 1959 - - -
Erwinia tasmaniensis

DSMZ 179507 Malus domestica Tasmanija, 1999 - - -
Erwinia sp.

Pyrus pyrifolia Auvstralija - - -

Pectobacterium atrosepticum

Kr 20 - - -
Dickeya chrysanthemi

NCPPB 402" Chrysanthemum morifolium ZDA, 1956 - - -
Pseudomonas spp.

Pyrus communis, Cydonia

5 sevov (HR pozitivni) oblonga, Cotoneaster sp.,  Slovenija, 2003 - - -
Pyracantha sp.
Malus domestica, Sorbus sp.,

5 sevov (HR negativni) Chaenomeles sp., Crateagus Slovenija, 2003 - - -
sp.

Pseudomonas syringae pv. syringae P

NCPPB 281" Syringa vulgaris Velika Britanija, 1950 - - -

NCPPB 2684 Phaseolus vulgaris Nova Zelandija, 1973 - - -
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

CFBP 2351 Prunus domestica ZDA, 1977 - - -
Pseudomonas syringae pv. papulans

CFBP 1754 Malus sylvestris Kanada, 1973 - - -

Pantoea agglomerans (DNA biokontrolnih sevov)®
Eh252, Eh318, C9-1, P5d, A9c, P5a, P10-c - - -
DNA izolirana iz rastlinskih vzorcev
Malus  domestica,  Pyrus
communis, Cydonia oblonga,
14 vzorcev Cotoneaster sp., Crateagus Slovenija, 2003-2005 - - -
sp., Pyracantha sp., Sorbus
sp., Chaenomeles sp.

24 bakterijskih sevov izoliranih iz nekrotizirajocega rastlinskega
tkiva jablane, hruske in kutine

* Metoda PCR v realnem ¢asu s tar¢o na plazmidu pEA29 (Salm in Geider, 2004)

** Metoda PCR v realnem ¢asu s tar¢o na kromosomski DNA, razvita tej doktorski disertaciji

*** Rezultati talilne temperature po pomnozevanju s SYBR Green kemijo so enaki kontrolni bakteriji
NCPPB 683",
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4.1.3 Dolocanje meje obcutljivosti (LOD), u¢inkovitosti in dinami¢nega obmocja
amplikonov

Parametre s katerimi opisujemo kvaliteto in zanesljivost metod PCR v realnem ¢asu smo
dolocali s pomnozevanjem suspenzije E. amylovora v vodi. Izvedli smo tri lo¢ene reakcije
(priloga 5). Ucinkovitost pomnozevanja je bila za amplikon Ams od 101% - 106%, za ITS
od 101 - 105% in za plazmidni amplikon od 97% - 104% (preglednica 13). Meja
ob&utljivosti je bila pri vseh treh amplikonih pri koncentraciji 1,8 x 10° celic/mL, kar
pomeni manj kot 4 celice na reakcijo.

Dinamiéno obmodje je bilo pri vseh treh amplikonih od 1,8 x 10° - 1,8 x 10® celic/mL
(preglednica 13).

Preglednica 13: Glavni parametri, Ki opisujejo znadilnosti pomnoZevanja Ams, ITS in plazmidnega
amplikona v treh reakcijah PCR v realnem ¢asu

Table 13: Main parameters describing the performance characteristics of Amp, ITS and plasmid amplicons in
three real time PCR reactions

Dinami¢no

| ) . LOD
obmocje ; Linearna regresija ©
Amplikon (celice/mL)
kI ) éni
od do na(k)o f R? E celice/mL povlértecm cVv
1,8x10°  1,8x10° -3,30 1,00 1,009 10° 34,2 1,2%
Ams 1,8x10°  1,8x10°8 -3,20 0,99 1,054 10° 34,5 2,5%
1,8x10°  1,8x10° -3,19 0,99 1,056 10? 37,1 1,2%
1,8x10°  1,8x10° -3,22 1,00 1,046 10° 33,6 1,2%
ITS 1,8x10°  1,8x10°8 -3,29 0,99 1,015 10° 34,8 2,3%
1,8x10°  1,8x10°8 -3,22 0,99 1,044 10° 34,5 2,0%
1,8x10°  1,8x10° -3,40 0,99 0,970 10° 34,9 2,0%
Plazmid 1,8x10°  1,8x10° -3,38 0,99 0,978 10° 36,1 2,0%
1,8x10°  1,8x10° -3,22 0,99 1,043 10° 35,1 1,5%

Opazili smo visoko ponovljivost med ponovitvami reakcije pri vseh amplikonih, saj
koeficient variacije med ponovitvami reakcije, ko so bile v linearnem obmoc¢ju metode, ni
presegel 3%. Najvedja variabilnost Vrednosti Ctje bila pri koncentraciji 1,8 x 10° celic/mL
in jo lahko pripiSemo stohasticnemu efektu pri reakciji PCR v realnem casu, ki se pojavi,
¢e je v reakcijski meSanici prisotnih manj kot 10 kopij tarcne DNA (Ellison in sod., 2006;
Morrison in sod., 1998).
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4.1.4 Vpliv gostiteljske rastline na pomnoZevanje DNA E. amylovora

Vpliv gostiteljske rastline na pomnozevanje v reakciji PCR v realnem ¢asu smo ugotavljali
pri razli¢nih gostiteljskih rastlinah. V §tiri desetkratne redcitve izolirane DNA smo dodali
enako koli¢ino suspenzije bakterije E. amylovora in primerjali naklone krivulj. Ce
gostiteljska rastlina ne bi vplivala na inhibicijo med pomnozevanjem, bi bile krivulje
vodoravne. Ugotovili smo, da je pri vecini vzorcev inhibicija prisotna, saj smo pri bolj
red¢enih vzorcih dobili nizje vrednosti Ct, vendar inhibicija ni bila odvisna od gostiteljske
rastline. Tako je bila inhibicija prisotna pri enem ekstraktu panesplje (panesplja 1), pri
drugem ekstraktu iste rastline pa je bila inhibicija komaj opazna (panesplja 2). Poleg tega
smo ugotovili, da tudi vsi amplikoni pri istih vzorcih niso bili enako inhibirani. Nakloni
krivulj pri razli¢nih gostiteljskih rastlinah in amplikonih so prikazani na sliki 18.

Hruska 2

Jablana 1 Jablana 2

Hruska 1

. " SE_ e e
® 1 20 2501 =0
R = 3
. —
o 2600 L] 00
= = 0
Panesplja 1 = Panesplja 2 =20 Ognjeni trn 1 = Ognjeni trn 2

Ct vrednost

Kutina 1 = Kutina 2 = Japonska kutina 1 R Japonska kutina 2

Jerebika 1 e Jerebika 2 e Glog 1 == Glog 2

Logaritem red¢itve

Slika 18: Vpliv razli¢nih ekstraktov na inhibicijo pomnoZzevanja v PCR v realnem ¢asu pri razliénih
gostiteljskih rastlinah in amplikonih (rdeca=ITS amplikon; modra=Ams amplikon; zelena=plazmid
amplikon)

Figure 18: Influence of different extracts on inhibition of amplification in real time PCR in different hosts
plants and amplicons (red=1TS amplicon; blue=Ams amplikon; green=plasmid amplicon).
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4.1.5 Primerjava razli¢nih metod izolacije DNA na rastlinskih ekstraktih

Za izvedbo poskusa smo zdruzili tri ekstrakte iz razli¢nih gostiteljskih rastlin pri katerih
smo opazili inhibicijo v reakciji PCR v realnem ¢asu v poskusu pod toc¢ko 4.1.4 (vzorci:
ognjeni trn 2, kutina 2, jerebika 1). Na zdruzenem ekstraktu smo primerjali tri metode
izolacije DNA: DNeasy (DNeasy Plant Mini Kit), izopropanolna izolacija (Llop in sod,,
1999) in QuickPick izolacijo. V vzorce je bila pred izolacijo dodana suspenzija E.
amylovora v konéni koncentraciji 1,8 x 10°> — 1,8 x 10 celic/mL. Vsi rezultati PCR v
realnem Casu so zbrani v prilogi 6.

Iz analize rezultatov smo ugotovili, da imajo razlicne metode izolacije DNA vpliv na
vrednosti Ct pri pomnozevanju DNA v reakciji PCR v realnem ¢asu (slika 19) in tudi na
ucéinkovitost reakcije. Najnizje vrednosti Ct so bile pri izolacijah DNeasy in Quickpick,
medtem ko so bile pri izopropanolni izolaciji vrednosti Ct visje. Te vrednosti so bile v
povprecju za 1,8 cikla vi§je kot pri izolaciji DNeasy.

Ucinkovitost pomnoZevanja v PCR reakciji smo izraCunali s primerjavo vrednosti Ct
vzorcev DNA, ki so vsebovali 1,8 x 10° E. amylovora celic/mL in 10 kratno redéino teh
vzorcev v vodi. Iz preglednice 14 je razvidno, da smo inhibitorje reakcije PCR najbolje
odstranili z izolacijskimi metodami QuickPick in DNeasy pri tem ko izopropanolna
izolacija ni bila tako uc¢inkovita.

Preglednica 14: Primerjava u¢inkovitosti pomnoZevanja razli¢nih amplikonov pri vzorcih z koncentracijo 10°
celic/mL in desetkratno red¢itvijo pri razliénih naéinih izolacije

Table 14: Comparison of amplification efficiencies of different amplicons in samples with 10° cells/mL of E.
amylovora and ten fold dilution isolated with different methods

Ucinkovitost 1079 - 1
DNeasy Izopropanol QuickPick
Ams 0,959 0,733 0,984
ITS 0,934 0,743 0,957
Plazmid 0,704 0,742 0,828
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Slika 19: Vpliv koncentracije bakterije E. amylovora in naéina izolacije na vrednosti Ct v reakciji PCR v
realnem ¢asu pri analizi z amplikonom Ams (beli stolpci), ITS (sivi stolpei) in plazmidnim (&rni stolpei)
amplikonom. Intervali napake prikazujejo standardno deviacijo.

Figure 19: Influence of Erwinia amylovora concentrations and DNA extraction method on real-time PCR
results in analysis of symptomatic samples. Ams (white), ITS (grey) and plasmid (black) real-time PCR
systems were used. Error bars indicate standard deviation.

Na sliki 20 je prikazana verjetnost dolocanja, ki smo jo izracunali na osnovi razmerja med
pozitivnimi paralelkami in vsemi testiranimi paralelkami, za vse tri nacine izolacije ter pri
vseh testiranih koncentracijah bakterije v vzorcih. Razvidno je, da je verjetnost doloc¢anja
pri koncentracijah 1,8 x 10° in 1,8 x 10* celic/mL 100%, pri 1,8 x 10° celic/mL pa je
odvisna od nacina izolacije in amplikona. V vseh primerih pa je verjetnost dolo¢anja nad
50%, Pri koncentraciji 1,8 x 10% celic/mL (ustreza manj kot eni celici na reakcijo) pa je
verjetnost dolo¢anja pri amplikonu Ams in plazmidnem amplikonu nizka v primerjavi z
amplikonom ITS, kjer je verjetnost dolocanja od 67-91% in je odvisna od nacina izolacije.
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Slika 20: Vpliv koncentracije bakterije E. amylovora in nacina izolacije na verjetnost dolocanja v reakciji
PCR v realnem c¢asu pri analizi z amplikonom Ams (beli stolpci), ITS (sivi stolpci) in plazmidnim (¢rni
stolpci) amplikonom

Figure 20: Influence of Erwinia amylovora concentrations and DNA extraction method on real-time PCR
results in analysis of symptomatic samples, Ams (white), ITS (grey) and plasmid (black) real-time PCR
systems were used

4.1.6 Primerjava metode PCR v realnem ¢asu z metodo vgnezdene PCR

Primerjavo obcutljivosti nove metode PCR v realnem Casu v primerjavi z vgnezdeno
reakcijo PCR (Llop in sod., 2000) smo izvedli pri osmih ekstraktih iz razli¢nih gostiteljskih
rastlin, v katere smo dodali suspenzijo E. amylovora v konéni koncentraciji od 1,8 x 10* —
1,8 x 10 E. amylovora celic/mL. DNA smo izolirali z metodo QuickPick, ki smo jo izbrali
na podlagi najboljSega odstranjevanja inhibitorjev in posledi¢no najboljSe ucinkovitosti
pomnozevanja v reakciji PCR (preglednica 14). Izvedli smo PCR v realnem ¢asu za vse tri
amplikone in za primerjavo vgnezdeno PCR reakcijo (Llop in sod., 2000). Rezultati
reakcije PCR v realnem casu so v prilogi 7.

Tudi v tem primeru smo vzorcu dolocili pozitivni rezultat, ¢e smo v vsaj 50 % izvedenih
paralelkah zaznali prisotnost tarcne DNA. Pri vsakem vzorcu smo tudi izracunali verjetnost
dolocanja (preglednica 15). Tako smo z metodo PCR v realnem c¢asu ne glede na
uporabljen amplikon zanesljivo zaznali bakterijo E. amylovora v vseh ekstraktih s
koncentracijami 1,8 x 10* in 1,8 x 10° celic/mL, V nasprotju smo z metodo vgnezdene
PCR reakcije zaznali E. amylovora pri 75 % ekstraktih s koncentracijo 1,8 x 10*
bakterijskih celic/mL in le pri 50 % ekstraktov s koncentracijo 1,8 x 10° bakterijskih
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celic/mL (preglednica 15). Pri ekstraktih s koncentracijo 1,8 x 107 bakterijskih celic/mL z
vgnezdeno reakcijo PCR nismo dobili pozitivnega rezultata. Z metodo PCR v realnem ¢asu
smo pri istih vzorcih dobili pozitivni rezultat v 88 % ekstraktov z amplikonom ITS,
medtem ko sta odstotka uspeSnosti doloCevanja pri amplikonu Ams in plazmidnem
amplikonu precej nizja (Ams 13 %; pEA29 38 %).

Preglednica 15: Primerjava rezultatov pomnozevanja treh amplikonov s PCR v realnem ¢asu in vgnezdene
PCR pri dolo¢anju bakterije E. amylovora v ekstraktih razli¢nih gostiteljskih rastlin z dodano bakterijo v
koncentraciji 1,8x10* — 1,8x10? celic/mL

Table 15: Comparison of three different real-time PCR assays and nested PCR for detection of E. amylovora
in spiked samples of different hosts with concentration 1,8x10* — 1,8x10° cells/mL

Koncentracija | Gostiteljska PCR vrealnem Easu wgnezdeni PCR
(celice/mI)J rastina Ams ITS Plasmid
Rezultat |Verjetnost] Rezultat |Verjetnost] Rezultat [Verjetnost| Rezultat |Verjetnost
Jablana + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.50
Hruska + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.75
Pane$plja + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.50
1,8 X 104 Kuvlinla + 1.00 + 1.00 + 1.00 - 0.25
Nesplia + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.67
Skor$ + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.50
Glog + 1.00 + 1.00 + 1.00 - 0.33
Ognjeni trn + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00
Jablana + 0.67 + 1.00 + 1.00 + 0.67
Hruska + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.67
Pane$plja + 0.67 + 1.00 + 1.00 - 0.33
1,8 X 103 Kuvtin.a + 1.00 + 1.00 + 1.00 - 0.00
Nesplia + 0.67 + 1.00 + 1.00 - 0.33
Skor$ + 1.00 + 1.00 + 1.00 - 0.33
Glog + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.67
Ognjeni trn + 1.00 + 1.00 + 1.00 + 0.67
Jablana - 0.00 + 0.83 - 0.33 - 0.00
Hruska + 0.67 + 0.83 - 0.33 - 0.00
Pane$plja - 0.00 + 0.83 + 0.50 - 0.00
Kutina - 0.17 + 0.83 + 0.50 - 0.00
1,8 x 10? —
Nesplia - 0.17 + 0.50 - 0.17 - 0.00
Skor$ - 0.20 - 0.44 - 0.44 - 0.00
Glog - 0.14 + 0.71 - 0.00 - 0.00
Ognjeni trn - 0.00 + 0.63 + 0.50 - 0.00

Verjetnost dolo¢anja je pri vseh testiranih koncentracijah najvecja pri amplikonu ITS, nato

pri plazmidnem in amplikonu Ams ter najslabsa pri vgnezdeni reakciji PCR (preglednica
15, slika 21).
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Slika 21 : Primerjava verjetnosti dolocanja bakterije E. amylovora s tremi amplikoni PCR v realnem ¢asu in
vgnezdeno PCR v ekstraktih razli¢nih gostiteljskih rastlin z dodano bakterijo v koncentraciji 1,8x10* —
1,8x10% celic/mL

Figure 21: Comparison of probability of detecting E. amylovora with three different real-time PCR assays
and nested PCR in spiked samples of different hosts with concentration 1,8x10* — 1,8x10° cells/mL

Opazovali smo vpliv razlicnih gostiteljskih rastlin na uspesnost pomnozevanja v PCR
reakciji. Ugotovili smo, da pri koncentraciji 1,8 x 10* in 1,8 x 10° bakterijskih celic/mL
razli¢ne gostiteljske rastline nimajo vpliva na vrednosti Ct reakcije PCR v realnem casu,
saj so vrednosti Ct pri posameznih gostiteljih zelo podobne in tudi koeficient variance je
pod 3 % (preglednica 16). Pri koncentraciji 1,8 x 10° bakterijskih celic/mL pa se
verjetnosti dolocanja razlikujejo tudi med razlinimi gostitelji, vendar gre to pripisati
stohasti¢ni razporeditvi tarcne DNA.

Preglednica 16 : Izracunana povpre¢na vrednost Ct, standardna deviacija, koeficient variance med reakcijami
PCR v realnem casu med vsemi gostiteljskimi rastlinami

Table 16: Average Ct value, standard deviation, coefficient of variation in real time PCR reaction in all host
plants

Ams ITS Plazmid
4 Standardna deviacija 0,364 0,225 0,281

amylovora 10 1\ ficient variance (CV) |_1.14% | 0.72% | 0.89 %
Koncentracija E. | Povpre€en Ct 34,948 34,572 34,505
3 Standardna deviacija 0,788 0,574 0,700

amylovora 10™ 0 ficient variance (CV) | 2,26 % 166% | 2,03%
Koncentracija E. | Povpre€en Ct 35,856 37,297 36,738
2 Standardna deviacija 0,602 0,642 0,535

amylovora 10° 10 ficient variance (CV) | 1,68 % 1.72% | 1.46%

4.1.7 Uporaba metode PCR v realnem ¢asu pri naravnih rastlinskih vzorcih

Metodo PCR v realnem c¢asu smo uporabili kot dodaten presejalni test pri rastlinskih
vzorcih z izraZenimi bolezenskimi znamenji, ki so bili nabrani v okviru posebnega nadzora
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2007 smo tako s to metodo dodatno preverili prisotnost bakterije pri 49 vzorcih. Pri 9
vzorcih smo dobili pozitiven rezultat z vsemi tremi amplikoni, kar nakazuje na to, da je
bila v vzorcih prisotha DNA bakterije E. amylovora. Pri 4 vzorcih smo preverjali
viabilnost celic z obogatitvijo v King B in CCT gojis¢u in analizo PCR v realnem casu
pred in po obogatitvijo. Pri vseh vzorcih smo ugotovili, da se vrednosti Ct niso spremenile
in tako sklepamo, da celice niso bile viabilne.

4.1.8 Uporabe metode PCR v realnem ¢asu kot identifikacijski test

V letih 2007 — 2009 smo test uspesno uporabili pri identifikaciji sevov E. amylovora. V
letu 2007 smo za identifikacijo pri 219 sevih uporabili vse tri amplikone (preglednica 11),
v letu 2008 in 2009 pa smo identifikacijo izvedli samo z Ams sistemom pri 47 pozitivnih
sevih.

4.2 UPORABA METODE PCR V REALNEM CASU ZA
SPREMLJANJE KONCENTRACIJE CELIC E. amylovora V
OBOGATITVENIH GOJISCIH

Koncentracijo bakterije E. amylovora smo ocenili v ekstraktih latentnih vzorcev pred in po
primerjavo vrednosti Ct vzorca in standardne krivulje z znano koncentracijo E. amylovora.
Povprecna vrednost Ct vzorcev pred obogatitvijo je ustrezala koncentraciji, ki smo jo v
dejansko dodali v vzorce (6 x 10% cfu/mL). Opazili smo, da so vrednosti Ct med vzorci
nekoliko variirale (priloga 8), saj je bil koeficient variance pri gojis¢u King B 3,86 %
(Ams), 4,66 % (ITS) in 4,97% (plazmid) ter nekoliko niZji pri gojis¢u CCT: 3,76% (Ams),
3,59 % (ITS) in 4,23 % (plazmid). Razlog vecjega koeficienta variabilnosti je v
stohasticnemu efektu razporeditve taréne DNA, saj smo dodali koncentracijo, ki je na
limiti obcutljivosti metode in tudi posledica delne inhibicije pri posameznih vzorcih.

Koncentracije bakterije E. amylovora v vzorcih po obogatitvi so bile variabilne in so bile v
rangu od priblizno 10° celic/mL — 10° celic/mL (priloga 9; slika 22). Najvigja ocenjena
koncentracija v vzorcu je bila celo vi§ja, kakor ¢e smo pomnoZevali bakterijo v gojiscu
brez rastlinskega ekstrakta. Opazili smo, da pri ve€ini vzorcev obogatitev v King B
korelira z obogatitvijo v gojiséu CCT (slika 22) in tako semiselektivno gojis¢e ni bistveno
pripomoglo k vi§ji namnozitvi bakterije. Nismo pa opazili nobene korelacije med
gostiteljskimi rastlinami in koncentracijo E. amylovora po obogatitvi.
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Slika 22: Koncentracija E. amylovora po obogativni pri latentnih vzorcih z dodano bakterijo E. amylovora
ocenjeno z amplikonom Ams (beli stolpci), ITS (sivi stolpci) ter plazmidnim (¢rni stolpci) amplikonom. (a) v
gojiscu King B, (b) v gojiscu CCT. Rezultati izolacije na CCT gojis¢u so napisani nad stolpci za posamezno
tekoCe gojisce. Oznaka vzorca oznaluje gostiteljske rastline iz katerih je bil vzorec sestavljen (J=jablana,
H=hruska, C=panes$plja, K=kutina, H=glog, N=ne$plja) in pozitivna kontrola (PK, E. amylovora v PBS
pufru)

Figure 22: Concentration of Erwinia amylovora after enrichment of spiked symptomless samples in liquid
media as determined with Ams (white), ITS (grey) and plasmid (black) real-time PCR systems: a) in King’s
B media and b) in CCT media. Results of isolation of E. amylovora in pure culture from enriched samples is
marked above concentration bars. Sample labels designate host plant (A=apple, P=pear, C=cotoneaster,
Q=quince, H=hawthorn, M=medlar) and positive control (PC, E. amylovora without plant extract)

4.2.1 lzolacija bakterije E. amylovora iz obogatenih vzorcev

Obogateni ekstrakti latentnih vzorcev so bili naneseni na gojis¢e CCT. Stevilo redgitev je
bilo odvisnih od ocene koncentracije (od 4 — 8 desetkratnih redc¢itev na vzorec). Uspesnost
izolacije na trdnem gojis¢u CCT iz obogatitev King B je bila 39 % in iz obogatitev CCT
samo 24 %. Izolacija je bila v glavnem uspesSna iz vzorcev z ocenjeno koncentracijo nad
10" celic/mL (slika 22). Kar pri 48 % vzorcih sta bili izolaciji iz obeh obogatitev (King B
in CCT) negativni (priloga 9).
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4.2.2 Ugotavljanje vpliva zamrzovanja obogatitev CCT pri -20 °C

Opazili smo, da ima zamrzovanje suspenzije E. amylovora pri -20 °C po obogatitvi v
gojis¢u CCT negativen uc¢inek na Stevilo bakterij, ki zraste na plosci CCT (slika 23). Po
enkratnem zamrzovanju je zrastlo priblizno 100 - krat manj bakterij kakor pred
zamrzovanjem. Takega zmanjSanja S$tevila bakterij pri zamrzovanju suspenzije E.
amylovora obogatene v gojis¢u King B nismo opazili.

Slika 23: Vpliv zamrzovanja (pri -20 °C ) obogatene suspenzije E. amylovora v gojis¢u CCT na §tevilo
zrastlih kolonij E. amylovora na plos¢ah CCT (od leve proti desni; 3 kratna — 7 kratna red¢itev). a) pred
zamrzovanjem, b) po zamrzovanju

Figure 23: Influence of freezing (to -20 °C) of enriched suspension of E. amylovora in CCT media on number
of E. amylovora colonies on CCT plates (3 fold to 7 fold dilution from left to right). a) plates with extract
before freezing , b) plates with extract after freezing

Dodatno smo ugotavljali vpliv zamrzovanja pri -20 °C pri obogatenih ekstraktih latentnih
vzorcev z dodano bakterijo E. amylovora. Po obogatitvi je bila koncentracija bakterije E.
amylovora v teh vzorcih od 7,9 x 10* celic/mL in do skoraj 6 x 10® celic/mL ocenjena s
PCR v realnem casu (slika 24). Od 31 testiranith vzorcev, ki smo jih obogatili v gojiScu
CCT smo bakterijo E. amylovora pred zamrzovanjem izolirali iz 13 vzorcev (42 %) od
tega je bila izolacija uspesna pri 3 vzorcih (od 9-ih), ki so imeli koncentracijo med 10° in
10" celic/mL, pri ostalih pozitivnih je bila ocenjena koncentracija nad 10" celic/mL. Po
zamrzovanju pa je bila izolacija uspesna le Se pri 7 vzorcih (22,6 %) pri katerih je bila
ocenjena koncentracija nad 10” celic/mL (slika 24).
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Slika 24 : Koncentracija E. amylovora po obogativni pri latentnih vzorcih z dodano bakterijo E. amylovora
ocenjeno z amplikonom Ams (beli stolpci), ITS (sivi stolpci) ter plazmidnim (&rni stolpci) amplikonom. Nad

grafom je prikaz uspe$nost izolacije bakterije E. amylovora pred zamrzovanjem obogatitev CCT pri -20 °C
ter po njem.

Figure 24: Concentration of Erwinia amylovora after enrichment of spiked symptomless samples in liquid
media as determined with Ams (white), ITS (grey) and plasmid (black) real-time PCR assays. Above the chat
are results of isolation E. amylovora before and after freezing CCT enrichments at -20 °C

4.3 RAZISKAVE RAZNOVRSTNOSTI BAKTERIJ 1Z RODU
PSEUDOMONAS

V raziskavi smo Zeleli preuciti raznolikost bakterij iz rodu Pseudomonas v Sloveniji, zato
smo v letih od 2003 — 2009 zbirali izolate iz razli¢nih gostiteljskih rastlin in lokacij. Za
identifikacijo bakterij in preu¢evanje raznolikosti smo uporabili razlicne metode.

4.3.1 Biokemijski testi in identifikacija bakterij

Testi LOPAT so osnovni testi pri identifikaciji fluorescentnih bakterij rodu Pseudomonas
in na podlagi rezultatov teh testov jih razvrs¢amo v razli¢ne skupine LOPAT (preglednica
4). Tako smo med izbranimi 181 izolati najvec izolatov (47,5 %) uvrstili v skupino Ia,
kamor uvrs¢amo tudi patovar Pseudomonas syringae pv. syringae. 24,3 % izolatov, ki so
bili v 98% izolirani iz jablan je bilo uvrS¢enih v skupino Ib, kamor sodijo nekateri drugi
patovarji iz vrste Pseudomonas syringae, kot so patovarji papulans, delphinii itd. Zaradi
variabilnosti rezultatov med ponovitvami izvedenih testov LOPAT smo znotraj HR
pozitivnih izolatov uvedli dodatni dve skupini, in sicer 15 izolatov pri katerih smo med
ponovitvami opazili razli¢ne rezultate pri tvorbi levana, zato smo jih uvrstili v skupino Ia
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ali Ib. Poleg teh smo pri 6 izolatih opazili razli¢ne rezultate pri pektinoliticnosti na rezinah
krompirja in zato smo jih pripisali posebni skupini Ia ali pektinoliti¢ni Ia (preglednica 17,
priloga 10).

Med patogenimi bakterijami rodu Pseudomonas smo izolirali tudi 3 seve, ki jih po
znacilnosti LOPAT uvrs¢amo v skupino II, skupaj z bakterijami Pseudomonas viridiflava.
V skupino III (skupina znacilna za P. cichorii) smo uvrstili en izolat iz jablane.

Izolirali smo tudi 26 izolatov (14,4 %), ki so bili HR negativni (preglednica 17). Tudi pri
teh sevih smo uvedli novo skupino, ker smo pri 4 izolatih opazili razli¢ne rezultate pri
tvorbi levana. Skupino smo poimenovali Va ali Vb. Pri 8 izolatih smo opazili znacilnosti
LOPAT, ki so odstopale od opisanih skupin, zato so ostali nedefinirani. V rod
Pseudomonas pa smo jih uvrstili na podlagi fluorescence na gojis¢u King B.

Preglednica 17: Razporeditev izbranih izolatov v skupine LOPAT
Table 17: Distribution of selected strains in LOPAT groups

LOPAT skupina Stevilo Gostitelji
Izolatov
Jablana (53), hruska (8), kutina (7), fotinija (1),
_ la(+- - - 4) 86 anjeni trn (1'), paneépljav(Z), vrtnica (1),
= japonska kutina (1), skors (1), breskev (2) ,
2 marelica (4), sliva (1), fizol (3), Zito (1)
E Ib(----+) 44 Jablana (43), panesplja (1)
= . Jablana (8), hruska (2), panesplja (2), kutina
S laalilb (V---+) 15 (1), ognjeni trn (L), jerebika (1)
% Ia ali pektinoliti¢ni Ia (+ - V - +) 6 Jablana (5), hruska (1)
H(--+-4) 3 Jablana (2), kutina (1)
HI(-+--+4) 1 Jablana (1)
IVa(++++-) 1 Hruska

'}_E Vb (++-+2) 13 Jablana (9), japonska kutina (2), jerebika (1),
IS glog (1)
; VaaliVb (V +-+-) 4 Glog (1), radi¢ (2), krizantema (1)
b= Nedefinirani (- - - - ) 3 Jablana(2), marelica (1)
E)) Nedefinirani (+ - - - -) 2 Jablana (1), pane$plja (1)
% Nedefinirani (+ + - - -) 2 Kutina (1), jerebika (1)

Nedefinirani (+ - - + -) 1 Hruska

V= variabilna lastnost izolata med ponovitvami testa
+ pozitiven rezultat
- negativen rezultat

Pricakovani rezultati produkcije kisline iz saharoze pri razli¢nih skupinah LOPAT so, da je
pozitivna pri skupini la, 1b in 1Va ter negativna pri skupinah Il, 111 in Va. Pri skupinah Vb
in Vb je rezultat variabilen. Pozitiven oz. negativen rezultat pomeni, da je tako reagiralo
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ve€ kot 80 % sevov. Nasi rezultati so se v ve€ini primerov ujemali s pricakovanimi, saj je
bila pri vseh sevih znotraj skupin la in Ib produkcija pozitivna, razen pri enem sevu (99,3
% ujemanje). Rezultat testa je odstopal Se pri enem izolatu iz LOPAT skupine Il. Rezultati
testa pri kontrolnih bakterijah iz preglednice 7 so se ujemali s pricakovanimi.

Hidroliza arbutina je znacilnost doloCenih P. syringae patovarjev (syringae, aptata,
atrofaciens, dysoxyli, japonica, tomato, delphinii, garcae, oryzae, papulans itd). Patovarji
kot so phaseolicola, glycinea, morsprunorum, helianthi itd. naj bi bili negativni. Med
nasimi izolati, ki smo jih testirali iz skupine la in Ib (141 izolatov), jih 4 ne hidrolizira
arbutina. To so izolati iz zita, marelice, kutine in jerebike.

Med kontrolnimi bakterijami smo hidrolizo arbutina izvedli pri 33 izolatih. Negativni so
bili patovarji theae, mori, aesculi, philadelphi, morsprunorum, P. avellanae ter nekatere
nepatogene bakterije rodu Pseudomonas. Patovarji phaseolicola, glicinea, helianthi, ki naj
bi bili po literaturi negativni (tako je reagiralo 80% ali ve¢ sevov), so bili v naSem primeru
pozitivni. Za dolo¢ene patovarje nismo nasli podatkov o sposobnosti hidrolize arbutina,
tako da rezultatov ne moremo primerjati.

Za patovar syringae je znacilno, da izolati uteko€injajo Zelatino in tudi hidrolizirajo
eskulin. Med 148 izolati iz skupine la in 1b sta bila oba testa pozitivna pri 124 izolatih (84
%), 6 izolatov (4 %) je bilo eskulin pozitivnih pri tem da niso imeli sposobnosti
utekocinjanja Zelatine. 7 izolatov (5 %) je bilo negativnih pri obeh testih; trije so bili
izolirani iz fizola, kar nakazuje da gre za patovarje P. syringae pv. phaseolicola. Trije so
bili izolirani iz jablan in en izolat iz marelice. Izolat iz zita je utekocinjal Zelatino, a ni
hidroliziral eskulina. Pri 10 izolatih (7 %) smo opazili, da pri hidrolizi eskulina pride do
spremembe barve v rjavo, vendar fluorescenca gojiS€a ostane nespremenjena in ne upade,
kakor se to zgodi pri sevih, ki so hidrolizirali eskulin. Pri teh sevih smo ozna¢ili hidrolizo
eskulina kot dvomljivo, ¢eprav smo zasledili, da tako spremembo opisujejo kot pozitiven
rezultat (Jaap Janse, osebna komunikacija, april 2010) Od teh 10 sevov jih je 9
hidroliziralo Zelatino.

4.3.2 Analiza profila mas¢obnih Kislin

Med izbranimi sevi smo analizo profila mas¢obnih kislin izvedli pri 27 izolatih. 2 izolata
smo identificirali kot P. chlororaphis, 5 izolatov kot P. putida in 4 izolate kot P.
fluorescens. Preostalih 15 vzorcev smo uvrstili znotraj vrste P. syringae. Nekoliko
odstopajo¢ profil mascobnih kislin od sevov iz knjiznice podatkov sta imela seva NIB Z
538 iz jerebike in NIB Z 540 iz jablane. Vnesene podatke vrednosti maS¢obnih kislin
posameznih izolatov smo vnesli program Bionumerics in izvedli klastersko analizo. Za
izdelavo matrike podobnosti smo uporabili evklidijsko razdaljo (angl. Euclidian distance)
(slika 25). 1z dendrograma (slika 25) je razvidno, da se profil mascobnih kislin ni ujemal z
razdelitvijo z gostiteljskimi rastlinami, se pa je razdelitev ujemala med HR pozitivnimi in
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HR negativnimi sevi. Izjema je le sev NIB Z 538, ki je izstopajo¢ tudi po restrikcijskem
profilu.

Evklidijska razdalia  NIB Stevilka Izolat Identificirana vrsta ~ Gostiteljska rastlina LOPAT skupina
T 15[' NIBZ510 280/03-1(Ps 11)  P.chlororaphis  glog Va ali Vb
9.2 NIB Z 547 207/03-4(Ps 48) P. chlororaphis japonska kutina Vb
NIB Z 538 507/03-1(Ps 39) Pseudomonas sp. jerebika laalilb
NIB Z 539 532/03-2(Ps 40) P. putida jablana Vb
NIB Z 548 212/03-10(Ps 49) P. putida glog Vb
NIB Z 549 232/03-3(Ps 50) P. putida jablana Vb
NIB Z 505 774/02-1(Ps 6) P. putida kutina Nedefinirani
NIB Z 507 279/03-1(Ps 8) P. putida jerebika Nedefinirani
NIBZ 512 259/03-1(Ps 13) P.fluorescens jerebika Vb
= NIBZ 520 191/03-1(Ps 21) P.fluorescens jablana Vb
NIBZ 515 332/03-2(Ps 16) P .fluorescens jablana Vb
NIBZ 511 207/03-3(Ps 12) P.fluorescens japonska kutina Vb
.o NIBZ501 820/01-2B41(Ps 2) P. syringae breskev la
osl NIBZ545 614/03-1(Ps 46) P. syringae panespljia la
NIB Z 503 823/01-2 B40(Ps 4) P. syringae sliva la
VI NIBZ 169  129/03-1 P. syringae fotinija la
Z6 0 NIB Z 506 774/02-2(Ps 7) P. syringae kutina la
3L NIBZ533 461/03-1(Ps 34) P. syringae jablana la
NIB Z 524 399/03-1(Ps 25) P. syringae jablana la
NIB Z 543 601/03-1(Ps 44) P. syringae kutina la
NIBZ 517 302/03-1(Ps 18) P. syringae ognjeni trn laalilb
NIB Z 531 430/03-2(Ps 32) P. syringae kutina la
NIB Z 541 581/03-1(Ps 42) P. syringae hruska la
NIBZ 513 314/03-1(Ps 14) P. syringae jablana Ib
NIB Z 528 183/03-1(Ps 29) P. syringae hruska la ali Ib
NIB Z 537 489/03-1(Ps 38) P. syringae jablana la
NIB Z 540 424/03-2(Ps 41) P. syringae jablana Ib

Slika 25: Dendrogram 27 izolatov pri katerih smo izvedli analizo profila mas¢obnih kislin. Dendrogram je
narejen s programskim paketom Bionumerics; za izdelavo matrike podobnosti je bila uporabljena evklidijska
razdalja

Figure 25: Dendrogram of 27 strains analyzed for fatty acids composition. Dendrogram was produced with
Bionumerics software; similarity matrix based upon Euclidean distance

4.3.3 Inhibicija rasti bakterije E. amylovora

Pri bakterijskih sevih iz rodu Pseudomonas izoliranih v letu 2003 smo testirali sposobnost
inhibicije rasti bakterije Erwinia amylovora na gojis¢u King B. Pri 4 izolatih, ki so bili vsi
HR negativni (NIB Z 510, NIB Z 511, NIB Z 515 IN NIB Z 539), smo ugotovili, da so
inhibirali rast bakterije E. amylovora (slika 26). Ceprav te bakterije ne povzroéajo
bolezenskih znamenj, so lahko pomembne pri diagnostiki bakterije E. amylovora, saj lahko



70

Pirc M., Raziskave bakterij, povzrociteljic oziga, na rastlinah iz druzine Rosaceae.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

ovirajo izolacijo te bakterije na gojis¢u. Nekateri nepatogeni sevi rodu Pseudomonas se
uporabljajo tudi za omejevanje Sirjenja 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 razli¢na (Vanneste J., 2000). Sev NIB Z 511 je poleg sposobnosti inhibicije rasti
bakterije E. amylovora tudi odporen na baker.

Slika 26: Cona inhibicije rasti bakterije E. amylovora okrog seva NIB Z 539 nacepljenega v ravni ¢rti

Figure 26: Zone of inhibition of growth E. amylovora by strain NIB Z 539 streaked in straight line

4.3.4 Odpornost na baker

Skropljenje z bakrom je eno najpogosteje uporabljanih sredstev za omejevanje bakterijskih
okuzb, vendar so pri bakterijah rodu Pseudomonas pogosto opazili, da so odporni na baker.
Zeleli smo preveriti, kak3na je odpornost na baker slovenskih izolatov. Test smo izvedli pri
90 izbranih izolatih. Ugotovili smo, da je veéina izolatov odporna na 0,6 mM
CuSO4x5H,0 1in jih glede na dolo¢eno mejo med obcutljivostjo in odpornostjo (0,8 mM
koncentracija) lahko dolo¢imo kot obcutljive seve (slika 27). 5 izolatov od 13, ki so bili
odpornih na koncentracijo 1,2 mM smo testirali tudi na visje koncentracije. Rezultati so
pokazali, da 2 izolata nista bila odporna na visje testirane koncentracije, 3 izolati pa so bili
odporni na najvisjo testirano koncentracijo (2,2 mM). Vsi so bili izolirani iz jablan iz
nasadov.
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Slika 27: Odpornost sevov iz rodu Pseudomonas na baker (N = 90)

Figure 27: Resistance of strains from genus Pseudomonas against copper (N = 90)

4.3.5 Test sinteze toksinov z indikatorsko glivo Rhodotorula pilimanae

S testom sinteze toksinov z indikatorsko glivo Rhodotorula pilimanae (slika 28)
ugotavljamo sposobnost tvorbe siringomicinov in siringopeptinov pri izolatih bakterije
Pseudomonas syringae. Pri izbranih izolatih smo to naredili v dveh poskusih pri ¢emer
smo 26 izolatov ponovili v obeh testih. Med izolati, ki smo jih na podlagi testov LOPAT
razdelili v skupino Ia je bil deleZ izolatov, ki so sintetizirali vsaj enega od toksinov ve¢ kot
74 % (preglednica 18). Podoben odstotek toksin pozitivnih sevov smo opazili tudi pri
skupini, kamor smo razporedili la izolate z variabilnim rezultatom testa pektinoliti¢nosti.
Pri skupini Ib kamor smo uvrstili levan negativne izolate je delez izolatov, ki so imeli
izolate z variabilnim rezultatom tvorbe levana (skupina Ia ali Ib), kjer je bil delez toksin
pozitivnih sevov 26,7 %. Povprecna cona inhibicije je bila od 3,3 mm in do 32 mm.

Iz preglednice 18 je tudi razvidno, da so tudi HR negativni sevi inhibirali rast glive
Rhodotorula pilimanae. Pri dolocenih izolatih smo opazili bistro cono, pri nekaterih pa
moc¢no inhibicijo, vendar cona ni bila bistra. Pseudomonas syringae izolate, ki tvorijo
toksin smo izolirali iz vseh testiranih gostiteljskih rastlin iz druZine roZnic in tudi iz fizola.

Na sposobnost inhibicije rasti glive Rhodotorula pilimanae smo testirali tudi 39 kontrolnih
bakterijah. Med patovarji Pseudomonas syringae smo opazili sposobnost inhibicije rasti
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glive pri patovarjih syringae, lapsa, aptata, phaseolicola in gylicinea ter pri P. corrugata.
Med HR negativnimi kontrolnimi bakterijami smo inhibicijo opazili pri P. chlororaphis, P.
aurefaciens (ki naj bi bila sedaj vrsta P. chlororaphis). Delno inhibicijo smo opazili pri

vrsti P. avellanae ter znotraj vrste P. syringae pri patovarjih tomato in myricae.

Preglednica 18: Rezultati testa tvorbe toksinov pri testiranih izolatih glede na skupine LOPAT

Table 18: Results of toxin assay for strains in regard to LOPAT groups

< . . . Toksin (2
oraTsusie | S| ) | o) | i
inhibicija
= la (+-- - +) 86 16 (18,6 %) | 64 (74,4 %) 6 (7,0 %)
“5 Ib(----+) 44 21 (47,7%) | 20 (45,5 %) 3 (6,8 %)
= laalilb (V---+) 15 10 (66,7 %) | 4 (26,7 %) 1 (6,7 %)
E Ia ali pektinoliti¢ni Ia (+ -V - +) 1 (16,7 %) 4 (66,7 %) 1 (16,7 %)
0‘; I(-+-+) 3 3 (100 %) 0 0
= HE(-+--+4) 1 1 (100 %) 0 0
= IVa(++++-) 1 1 (100 %) 0 0
‘% E Vb (++-+-) 13 6 (46,2 %) 4 (30,8 %) 3 (23,1 %)
E = Vaali Vb (V +- +-) 4 1(25 %) 1 (25 %) 2 (50 %)
= Nedefinirani (razli¢ni profili) 8 5 (62,5 %) 1 (12,5 %) 2 (50 %)
Skupaj HR pozitivni izolati 155 52 (33,6 %) 92 (59,4 %) 11 (7,1 %)
Skupaj HR negativni izolati 26 13 (50 %) 6 (23,1 %) 7 (26,9 %)

Slika 28: Inhibicije rasti glive R. pilimanae (roza barva) kot posledica sinteze toksina pri testiranem sevu NIB

Z 1281 nacepljenem v ravni Crti

Figure 28: Growth of the yeast R. pilimanae (pink color) inhibited by strain NIB Z 1281 streaked in straight

line
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Pri primerjavi rezultatov 26 izolatov, ki smo jih testirali tako v letu 2006 in v letu 2009
smo opazili, da se nam rezultat ujema pri 20 izolatih. Pri Stirth izolatih smo v prvem
poskusu dobili pozitiven rezultat in v drugem negativnega, pri dveh pa ravno obratno.

4.3.6 Test patogenosti na stro¢jem fizolu

Pri 78 testiranih izolatih smo ocenili 4 razli¢ne tipe bolezenskih znamenj. Pri 50 izolatih
smo opazili rahlo nekrozo ob mestu vboda, kar smo ocenili kot negativen rezultat. Pri 20
izolatih smo v celotnem casu inkubacije opazili rjave nekroze. Take nekroze so znacilne za
seve patovarja syringae, ki niso izolirani iz fizola ampak iz drugih gostiteljskih rastlin
(Cheng in sod., 1989). Pri 6 izolatih smo opazili najprej vodne madeze, ki so kasneje presli
v rjave nekroze. To je znacilno za seve patovarja syringae, ki so izolirani iz fizola, le da pri
nas nekroze niso bile vdrte, kakor porocajo za te seve. So pa ti sevi povzroc€ali enaka
bolezenska znamenja kot kontrolna bakterija NIB Z 689 (NCPPB 2684), ki je bila izolirana
iz fizola (slika 29). Pri enem izolatu (NIB Z 504) smo opazili vodne madeze od zacetka do
konca inkubacije, kar je znacilno za patovar phaseolicola. Nov tip madeza smo opazili pri
sevu iz fotinije in sicer rjave drobne nekroze ob mestu vboda. Po jakosti smo 11 sevov
oceniliz 1,10 z 2 in 7 sevov z jakostjo 3. Iz preglednice 19 je razvidno da so bili pozitivni
na testu patogenosti samo sevi, ki smo jih uvrstili v skupino la in en sev (NIB Z 646) iz
LOPAT skupine Il. Za seve P. viridiflava je znacilno, da povzro¢ajo nekroze, ki so po
barvi podobne rji. Tudi pri nas smo opazili tako barvo pri tem sevu.

Slika 29 : Bolezenska znamenja na strokih fizola po 13 dneh inkubacije. A) NIB Z 554 (M399/03-2-1); B)
D399/09 B2; C) D461/03 C9; D) NIB Z 689 (NCPPB 2684 iz Phaseolus vulgaris)

Figure 29: Symptoms on bean pods after 13 days of incubation. A) NIB Z 554 (M399/03-2-1); B) D399/09
B2; C) D461/03 C9; D) NIB Z 689 (NCPPB 2684 iz Phaseolus vulgaris)
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Preglednica 19 : Rezultati testa patogenosti na fizolu glede na skupine LOPAT
Table 19: Results of pathogenicity test on bean pods in regard to LOPAT groups

LOPAT skupina s;‘l’;g)‘; Tip 0 Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4

L 51 (472,11%) (371,2%) 1(2,0%) (11,?3%) 1(2,0%)
g Ib 18 18 0 0 0 0
it ib T
g Voot (100%)
E_ Ia ali pflft{;l(_)l_l,_tlcm Ia 1 (10%)%) 0 0 0 0
T L 1 0 (10%)%) 0 0 0

- +I!I- + ! (10%)%) 0 0 0 0

4.3.7 Test patogenosti na plodovih hruske sorte Conference

Test patogenosti na plodovih smo izvedli na izbranih 181 sevih in 38 kontrolnih bakterijah.
V preglednici 20 je prikazano S$tevilo in delezi izolatov, ki so bili pozitivni, negativni ali
sumljivi na testu patogenosti, glede na to v katero skupino LOPAT smo jih uvrstili.
Razvidno je, da je najve¢ji delez pozitivnih med izolati, ki so uvrS€eni v skupino Ia in
izolati, ki so uvr$¢eni v skupino Ia, vendar imajo variabilni rezultat testa pektinoliticnosti.
Med izolati, ki so uvrsceni v skupino Ib in so torej levan negativni, ni bilo nobenega seva,
Ki bi bil pozitiven na testu patogenosti. Tudi znotraj skupine, kamor je uvrs¢enih 15
izolatov, kjer smo dobili variabilne rezultate tvorbe levana med ponovitvami je samo en
izolat (NIB Z 806) bil pozitiven na testu patogenosti. Drugi izolat (NIB Z 805) iz istega
vzorca je bil levan pozitiven in je prav tako povzrocal bolezenska znamenja na plodovih.
Med 26 HR negativnimi izolati je bil le en izolat pri katerem je smo pri 3 od 12 vbodih
opazili rahlo nekrozo na mestu inokulacije.

Izolate, ki so bili pozitivni na testu patogenosti na plodovih hrusk smo izolirali iz razli¢nih
gostiteljskih rastlin in sicer iz hruske, jablane, japonske kutine, kutine, panesplje, skorsa,
marelice in slive. Ali je delez pozitivnih izolatov odvisen od gostiteljske rastline ne
moremo reCi, ker imamo za to premalo podatkov, saj je Stevilo izolatov iz drugih
gostiteljskih rastlin razen jablan razmeroma majhno.

Med 38 kontrolnimi bakterijami, ki smo jih testirali (iz preglednice 7 nismo testirali samo
NIB Z 830 - Pseudomonas syringae pv morsprunorum) so bile pozitivne vse tri kontrolne
bakterije P. syringae pv. syringae izolirane iz Spanskega bezga, fizola in jeCmena
(Horderum vulgare) in pa izolat P. syringae pv. aptata. lzolati, ki so bili na testu
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patogenosti sumljivi pa so bili P. syringae pv. lapsa in en sev P. viridiflava, ki je bil
izoliran iz hruske. Sumljiv rezultat testa patogenosti smo dobili tudi pri bakteriji P.
corrugata pri ¢emer je imel samo en vbod od 12 nekrozo na mestu vboda, kar bi verjetno
lahko dolo¢ili tudi kot negativen rezultat.

Preglednica 20 : Stevilo pozitivnih, negativnih in sumljivih izolatov na TP na nezrelih plodovih hrugk
Conference glede na skupino LOPAT

Table 20: Number of positive, negative and suspicious strains in pathogenicity test on immature pear fruits
Conference in regard to LOPAT groups

LOPAT skupina ifctgigi/ (;JI—)Pnzlgoaq[?\:/rii (-Il—)PpF:;i(:ic\)/\;lii (-2;) SFl),llrzdljol\\//II
= la (+---+) 86 26 (30,2%) | 49 (57,0%) | 11 (12,8%)
‘—é Ib(----+) 44 41 (93,2%) 0 3 (6,8%)
E laalilb (V- --+) 15 | 14(933%) | 1(6,7%) 0
= Ia ali pektinoliti¢ni Ia (+ - V - +) 6 1 (16,7%) 4 (66,7%) 1 (16,7%)
5 (- +-+) 3 1 (33,3%) 0 2 (66,7%)
25 (- +- - +) 1 1 (100%) 0 0
= IVa (+ ++ +-) 1 1 (100%) 0 0
g 2 Vb (++-+1) 13 | 12(923%) 0 1(7,7%)
s = Vaali Vb (V + - +-) 4 4 (100%) 0 0
= Nedefinirani (razli¢ni profili) 8 8 (100%) 0 0
Skupaj HR pozitivni izolati 155 | 84(54,2%) | 54 (34,8%) 17 (11%)
Skupaj HR negativni izolati 26 25 (96,2) 0 1 (3,8%)

Stiri seve smo nacepili dvakrat in primerjali rezultate. Dva izolata sta bila negativna v obeh
paralelkah, dva izolata pa pozitivna prav tako v obeh paralelkah. Pri izraCunu patogenost se
rezultati pri enem izolatu zelo ujamejo (izolat 399/03 B2 — P=77,8 in P=81,9) pri izolatu
461/03 pa nekoliko manj (P=48,6 in P=77,8).

Iz slike 30, ki prikazuje graf ANOVA izracunane patogenosti pozitivnih sevov, lahko
vidimo, da se izolati iz iste gostiteljske rastline lahko zelo razlikujejo v patogenosti. Graf
ANOVA nakazuje razlike v patogenosti med gostiteljskimi rastlinami, vendar je zaradi
manjSega Stevilo izolatov iz drugih gostiteljskih rastlin tak zakljucek preliminaren.
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30 40 50 60 70 80 90
| hruska (5/13)
jablana (38/124)
japonska kutina (1/3)
! | kutina (4/10)
marelica (3/5)
panesplja (1/6)
skors (1/1)

sliva (1/1)

Slika 30 : Graf ANOVA izra¢unane patogenosti (vrednosti nad grafom) pozitivnih sevov pri TP na plodovih
hruske Conference glede na gostiteljske rastline. V oklepaju: Stevilo pozitivnih sevov / $tevilo analiziranih
Sevov

Figure 30: ANOVA plot of calculated pathogenicity (values above chart) of positive strains in pathogenicity
test on pear fruit Conference in different host plants. In brackets: number of positive strains / number of
analyzed strains

4.3.8 Test patogenosti na listih hruske sorte Conference

Test patogenosti na listih smo izvedli pri izbranih 181 sevih in 39 kontrolnih bakterijah. Iz
preglednice 21 je razvidno, da je tudi pri testu patogenosti na listih hrusk delez pozitivnih
izolatov najvecji znotraj skupine LOPAT Ia, ter da je tudi v tem primeru znotraj skupine Ib
ni seva, ki bi bil pozitiven. Se pa je v primerjavi s testom patogenosti na plodovih hrusk
znotraj te skupine povecal delez sevov, ki so bili na testu patogenosti sumljivi. Med izolati
skupine Il (P. viridiflava) sta bila dva izolata pozitivna, pri enem pa je bil rezultat sumljiv.
Med HR negativnimi izolati smo samo pri enem sevu opazili na enem od listkov nekrozo
na mestu inokulacije.

Med 39 kontrolnimi bakterijami, ki smo jih testirali, je bil pozitiven sev P. syringae pv.
syringae iz fizola, P. syringae pv. aptata, pv. morsprunorum in pv. phaseolicola ter en sev
P. viridiflava. Sumljiv rezultat pa smo dobili pri preostalih dveh sevih P. syringae pv.
syringae ter patovarjih lapsa, myricae, philadelphi in primule. Pri slednjih treh patovarjih
je bil pozitiven samo en listek na mestu inokulacije.

Izolati, ki so bili pozitivni pri testu patogenosti na listih so bili prav tako izolirani iz
razli¢nih gostiteljskih rastlin in sicer iz: hruske, jablane, japonske kutine, kutine, skorsa,
marelice, slive, fotinije ter jerebike. Najbolj patogene seve na podlagi izracuna patogenosti
pri testu patogenosti na listih hrusk smo izolirali iz hruSke, jablane, japonske kutine,
jerebike, kutine, marelice in skorsa (slika 31).
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Preglednica 21 : Stevilo pozitivnih, negativnih in dvomljivih izolatov na TP na listih hruske Conference

glede na skupino LOPAT

Table 21: Number of positive, negative and suspicious strains in pathogenicity test on pear leaves Conference

with regard to LOPAT groups

LOPAT skupina somter | vegin | potiond. | s
= la (+---+) 86 21(24,4%) | 51(59,3%) | 14 (16,3%)
c—é Ib(----+) 44 32 (72,7%) 0 12 (27,3%)
E laalilb (V- --+) 15 9 (60,0%) 2 (13,3%) 4 (26,7%)
= | Iaali pektinoliti¢ni Ia (+ - V - +) 6 2 (33,3%) 4 (66,6%) 0
5 I (-+-+) 3 0 2 (66,7%) 1 (33,3%)
T (- +- - +) 1 1 (100%) 0 0
= IVa (++++-) 1 1 (100%) 0 0
g 2 Vb (+ +-+1) 13 | 13(100%) 0 0
s S Vaali Vb (V + - +-) 4 4 (100%) 0 0
= Nedefinirani (razli¢ni profili) 8 7 (87,5%) 0 1 (12,5%)
Skupaj HR pozitivni izolati 155 65 (41,9%) 59 (38,1%) 31 (20%)
Skupaj HR negativni izolati 26 25 (96,2) 0 1 (3,8%)
20 40 60 80
‘ fotinija (1/1)
] i ] [ hruska (6/13)
e o HSS [ ] jablana(381124)

japonska kutina (1/3)
jerebika (1/3)
1 = ] kutina (8/10)
! marelica (2/5)
skors (1/1)
sliva (1/1)
Slika 31 : Graf ANOVA izraGunane patogenosti (vrednosti nad grafom) pozitivnih sevov pri TP na listih
hruske Conference glede na gostiteljske rastline

Figure 31: ANOVA plot calculated pathogenicity (values above chart) of positive strains in pathogenicity test
on pear leaves Conference in different host plants

Primerjava izrazanja bolezenskih znamenj na testih patogenosti na plodovih in listih hrusk
je opisana v poglavju 4.3.9.3.
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4.3.9 Molekularne metode

4.3.9.1 Polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov pomnoZene 16S rDNA (16S
rDNA RFLP) z encimoma Rsal in Mnll

Pri 77 izbranih izolatih in eni kontrolni bakteriji P. syringae pv. syringae smo izvedli
restrikcijo PCR produkta pomnozene 16S rDNA. Restrikcija je bila izvedena z encimoma
Rsal in Mnll. Z encimom Rsal smo med izolati dobili dva razli¢na profila. Razlika med
njima je bila, da so imeli nekateri izolati restrikcijski fragment dolzine =800 bp (Rsa 1
restrikcijski profil), drugi pa dolzine =880 bp (Rsa 2 restrikcijski profil). Ostali restrikcijski
fragmenti so bili enakih dolzin (=360 bp, =150 bp in =120 bp). Pri analizi in silico
zaporedij (priloga 11) z encimom Rsal smo ugotovili, da naj bi imeli sevi, ki imajo ~800bp
dolg restrikcijski fragment, dodatno restrikcijsko mesto, ki razdeli =880 bp dolg produkt na
dodatna dva fragmenta in sicer ~73 in =6 bp, a na agaroznem gelu smo po elektroforezi
opazili pod 100 bp nejasne lise.

Z encimom Mnll, ki je pogosteje rezal, smo dobili ve¢jo raznolikost in sicer 4 razli¢ne
restrikcijske profile (preglednica 22). Tudi tukaj smo z analizo in silico zaporedij razli¢nih
patovarjev znotraj P. syringae in drugih bakterij iz rodu Pseudomonas preverili naSe
podatke (priloga 11). V teoreti¢ni restrikciji je restrikcijskih fragmentov $e dosti ve¢, kakor
smo jih opazili na agaroznem gelu, vendar ker so bili manjsi od 100bp jih z 2,5% agarozno
gelsko elektroforezo nismo loc¢ili. Najmanjsi produkti, ki so bili Se dobro vidni so bili okoli
100 bp. Pri treh sevih smo opazili Se dodatni restrikcijski fragment v dolzini 330bp.
Ugotovili smo, da je glede na druge prisotne fragmente to mozno samo pri nepopolni
restrikciji, zato smo jih iz analize odstranili.

Preglednica 22 : DolZine restrikcijskih fragmentov pomnozene 16S rDNA dobljenih z encimom Mnll

Table 22: Length of restriction fragments of PCR amplified 16S rDNA obtained with Mnll enzyme

DolzZina restrikcijskih fragmentov z encimom Mnl | (bp)

Profil Mnl418 | MnI330 | Mnl281 | Mnl261 | Mnl253 | Mnl238 | Mnl187 | Mnl157 | Mnl 126 | Mnlcca 100
Mnl 1 X X X X X
Mnl 2 X X X X X
Mnl 3 X X X X X
Mnl 4 X X X X X X

Med izolati, ki so imeli restrikcijski profil Rsa 1 smo opazili restrikcijske profile Mnl 1 in
Mnl 2. Med restrikcijskim profilom Rsa 2 pa smo opazili profile Mnl 2, Mnl 3 in Mnl 4.
Ce smo zdruzili rezultate restrikcij z obema encimoma smo dobili 5 razli¢nih profilov.

Iz preglednice 23 lahko ugotovimo, da imamo znotraj LOPAT skupine la izolate, ki imajo
vsi enak restrikcijski profil Rsa 1, vendar se razlikujejo na podlagi restrikcijskega profila
Mnl. Izolati is skupin Ib, Ia ali Ib ter Ia ali pektinoliti¢ni Ia imajo vsi, razen seva iz jerebike
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Rsa 1 in Mnl 1 restrikcijski profil. Sev iz jerebike (NIB Z 538) ima restrikcijski profil Rsa
2 Mnl 2. Ta sev je odstopal od ostalih izolatov tudi v knjiznici podatkov pri analizi profila
mascobnih kislin (slika 25).

Izolat, ki sodi v LOPAT skupino Il (NIB Z 646) je imel poseben restrikcijski tip. Ker smo
ga uvrstili v skupino, kamor uvr§¢amo bakterije P. viridiflava, smo primerjali restrikcijski
profil z analizo in silico sekvence 16S rDNA bakterije P. viridiflava (priloga 11). Na
podlagi profila Rsa sta se analizi ujemali, na podlagi profila Mnl pa je bilo razvidno, da
ima nas izolat eno restrikcijsko mesto ve¢. To razdeli produkt 253 bp na 187 bp in 66 bp.
Ker fragmentov pod 100 bp na 2,5% gelu nismo lo¢ili, smo to opazili samo v dodatnem
produktu dolgem =190bp. Za dokoncno potrditev bi bilo potrebno narediti sekvencno
analizo 16S rDNA.

Preglednica 23 : Razporeditev izolatov v restrikcijske profile na podlagi restrikcijskih encimov Rsal in Mnll
glede na skupine LOPAT

Table 23: Distribution of strains in restriction profiles on the basis of Rsal in Mnll restriction enzymes in
different LOPAT groups

Restrikcijski profili
LOPAT skupina IzoSI;.tov ISIS:I i I\Fjlsnal ; I\Fjlsnal 22 ISIS:I é ;Sr: i

= la(+---+) 33 15 18 0 0 0
c‘é Ib(----+) 15 15 0 0 0 0
E laalilb (V---+) 6 5 0 1 0 0
= Ia ali pektinoliti¢ni Ia (+ -V - +) 1 1 0 0 0 0
0% I (-+-+) 1 0 0 0 0 1
= HI(-+--+) 1 1 0 0 0 0
= lva (++++-) 0 0 0 0 0 0
%c—% Vb (++-+-) 13 0 0 13 0 0
E 8 Vaali Vb (V + - +-) 1 0 0 1 0 0
= Nedefinirani (razli¢ni profili) 3 0 0 0 3 0
Skupaj HR pozitivni izolati 57 37 18 1 0 1

Skupaj HR negativni izolati 17 0 0 14 3 0

Preliminarni rezultati kazejo, da na podlagi restrikcijskega profila Rsa lahko lo€imo med
HR pozitivnimi (profil Rsa 1) in HR negativnimi (profil Rsa 2) sevi znotraj rodu
Pseudomonas. Pri nasih izolatih to velja za vse seve razen za sev NIB Z 646 iz kutine, ki
smo ga identificirali kot Pseudomonas viridiflava in Ze prej omenjeni sev iz jerebike (NIB
7 538), ki ima profil mas¢obnih kislin drugacen od ostalih P. syringae sevov (slika 25). Pri
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analizi in silico (priloga 11) smo ugotovili, da ima lahko restrikcijski profil Rsa 1 tudi P.
chlororaphis, ki je nepatogena bakterije iz rodu Pseudomonas. Na podlagi analiziranih
sevov lahko na osnovi restrikcijskega profila Rsa grobo lo¢imo med HR pozitivne in HR
negativne seve iz rodu Pseudomonas. Za dokon¢no potrditev bi morali analizirati vecje
Stevilo sevov.

4.3.9.2 Repetitivhi PCR z BOX1A oligonukleotidnim za¢etnikom (BOX-PCR)

Po normalizaciji in obdelavi agaroznih gelov s programom Bionumerics smo 155 HR
pozitivnih sevov razvrstili v 22 skupin BOX (priloga 3). Kriterij za isto skupino je bila 70
% podobnost pri primerjavi denzitometri¢nih krivulj posameznih prstnih odtisov DNA.
124 sevov (83 %) lahko razdelimo v 6 skupin (skupine 3, 4, 6, 8, 10 in 19), ki vsebujejo po
vec kot pet sevov. V dve skupini so grupirani po §tiri sevi (skupina 1 in 7), skupina 11 ima
tri seve, skupini 18 in 21 po dva, pri ostalih skupinah (2, 5, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 20 in
22) pa imajo sevi edinstven prstni odtis DNA saj so se od drugih sevov razlikovali za ve¢
kot 70 %.

Za 13 sevov smo izvedli reakcijo PCR in nanos na gel v dveh ponovitvah. Pri razvr§canju
vseh rezultatov s ponovitvami smo ugotovili, da so se pri devetih sevih prstni odtisi DNA
pri ponovljenem gelu ujemali z Ze postavljenimi skupinami, pri Stirih sevi so se razporedili
v druge skupine. Trije sevi so se prerazporedili znotraj skupin 6, 7 in 8, ki so si bile Ze na
videz podobne. Razlika med njimi je bila ve¢inoma v intenziteti posameznih lis na gelu,
kar je prispevalo k razliénemu razporejanju. En sev se je prerazporedil iz skupine 3 v
skupino 4.

Ko smo imeli dolo¢ene skupine Ze med vsemi 155 HR pozitivnimi bakterijami iz rodu
Pseudomonas (LOPAT skupine Ia, Ib, II in III), smo v analizo prikljucili tudi 33 kontrolnih
bakterij P. syringae in P. viridiflava (priloga 3). Dolo¢eni patovarji so se razvrstili v ze
ustvarjene skupine, drugi pa so se razvrstili posebej. Patovar papulans se je razvrstil s
Stirimi sevi (3 jablane, paneSplja) iz skupine 1. Med tremi kontrolnimi bakterijami P.
syringae pv. syringae se je vsaka razporedila v drugo skupino; iz Spanskega bezga v
skupino 3, iz je¢mena skupaj s patovarjema lapsa in aptata v skupino 4 ter sev iz fizola v
skupino 6. Kontrolna bakterija P. viridiflava, izolirana iz hruske (NIB Z 1255=CFBP
1590) in se je razporedila z izolatom iz jablane NIB Z 1164 (83,9% podobnost). Kontrolna
bakterija P. viridiflava, izolirana iz visnje (NIB Z 1258=CFBP 2555 pa se je razporedila z
izolatom NIB Z 646 iz kutine (86,3% podobnost). Obe kontrolni bakteriji P. viridiflava ter
nasa dva izolata iz jablane in kutine skupaj tvorijo skupino s 69,9% podobnostjo.

Pri primerjavi patovarjev, ki so uvrSeni v genomsko skupino 2 (P. syringae pv.
phaseolicola, glycinea, aesculi, myricae, tabaci, mori in P. savastanoi pv. savastonoi) smo
opazili, da so imeli sevi zelo podoben prstni odtis DNA (priloga 3) Med temi patovarji na
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podlagi analize z BOX PCR ne moremo razlikovati. Od nasih sevov so se v to skupino
razvrstili izolat iz marelice (NIB Z 941), izolata NIB Z 100 in NIB Z 102. Izolat NIB Z
504 ima na osnovi ra¢unalniskega izra¢una 69,2 % podobnost s to skupino, vendar je nizja
podobnost posledica variabilnost med geli in ponovitvami. Ce smo ta izolat primerjali z
drugo ponovitvijo kontrolne bakterije NIB Z 688 (P. syringae pv. phaseolicola), je bila
podobnost 97,6 %, zaradi Cesar ga lahko opravi¢eno uvrSamo v to skupino. 64 %
podobnost tej skupini ima tudi prstni odtis DNA izolata izoliranega iz vrtnice.

Vzorec zita (NIB Z 854) se uvrsca z kontrolnimi bakterijami iz genomske vrste 4 (P.
syringae pv. porri, coronafaciens, striafaciens).

Ce smo v analizo vkljuéili tudi 26 HR negativnih sevov smo dobili 11 novih skupin BOX
od katerih je 5 sevov imelo edinstveni prstni odtis DNA. Samo en sev se je razvrstil s HR
pozitivnim sevom iz skupine BOX 15, ki je imel edinstven prstni odtis DNA. Podobnost
med sevoma je bila 70,6 %.

Pri primerjavi rezultatov LOPAT s skupinami BOX (preglednica 24) smo ugotovili, da
med tema dvema testoma ni nobene povezave, saj so bili v posamezne skupine BOX
razvrS€eni sevi iz razliénih skupin LOPAT in tudi izolati iz iste skupine LOPAT so
razvrs$€eni v razlicne skupine BOX.

Preglednica 24: Razporeditev izolatov v skupine BOX glede na skupine LOPAT
Table 24: Distribution of strains in BOX groups in regard to LOPAT groups

BOX skupina
LOPAT skupina Stizolatov| 1| 2 (3|4 |5|6| 7|89 |10[11]|12]|13]|14|15[16(17|18]|19]|20 |21 [22|23|24|25|26 |27 |28(29|30|31|32 |33
E Ta(+---+) 86 [1{1[as]n]1]28]3]10 AER 1 2]1 2
N b(----4) “ |2 4 1 1 11 3
E Taali Ih(V -- - +) 15 1 10 1 1 1 1
5 a ali pektinolitiéni Fa (+- V - +) 6 1|1 3 1
E‘ M(-+-4) 3 1 1 1
W (+--+) 1 1
El Iva (++++-) 1 1
?::,z? Vb(++-+-) 13 1 1 6[1]3]1
E 2 Vaali Vb(V +-+-) 4 g 1
= Nedefinirani (razli¢ni profili) 8 1 1 41111
Skupaj HR pozitivni izolati 155 | af1[2sf2]1]s2|af2[e]saaafafa]a]a]2]ar[a]2]2]o]o]ofofofo]o]ofo]o]0
Skupaj HR negatiwni izolati % |oflofofo]o]olofofo]o]o]o|ofof[1]o]o]ofofofofofa]a]s]a]afa]2]6]1]3]2

Preverili smo tudi ali lahko na podlagi analize kontrolnih sevov z BOX-PCR lo¢imo seve
iz razli¢nih genomskih skupin, kot so to izvedli Marques in sod. (2008). Ugotovili smo, da
je trend razporejanja sevov iz istih genomskih skupin skupaj, vendar sevov iz dolo¢enih
genomskih sevov ne moremo lociti (slika 32).
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. Stevilka v tuji Genomska
Pearsonova korelacija Prstni odtis DNA z BOX-PCR NIB Stevilka zbirki Vrsta bakterije skupina

8 ¢ g 8 8

. NIB Z 1255 CFBP 1590 P viridiflava

. NIB Z 1258 CFBP 2555 P viridiflava

. NIB Z 1256 CFBP 1592 P viridiflava

W Bz 1246 CFBP 1660 P syringae pv. primulae
.NIBZ 1254 CFBP 1466 P viridiflava

. NIB Z 1257 CFBP 2107 P viridiflava

. NIB Z 1237 CFBP 1617 P syringae pv. aptata
- NIB Z 1249 CFBP 2896 P syringae pv. syringae
. NIB Z 1240 CFBP 1731 P syringae pv. lapsa

6

6

6

6

6

6

4

1

4

Wnez1 NCPPB281  Ps syringae 1
NIB Z 1241 CFBP 1657 P syringae pv. maculicola 3
NIB Z 1251 CFBP 2353 P syringae pv. theae 8
NIB Z 1233 CFBP 4060 P avellanae 8
NIB Z 1252 CFBP 2212 P syringae pv. tomato 3
NIB Z 1234 CFBP 2341 P cannabina 9
NIB Z 1247 CFBP 4091 P syringae pv. primulae 3
NIB Z 1236 CFBP 2103 P syringae pv. apii 3
NIBZ 1244 CFBP 2898 P syringae pv. philadelphi 3
NIB Z 1243 CFBP 2897 P syringae pv. myricae 2
NIBZ 1253 NIBZ 1253 P tremae 5
NIB Z 1235 CFBP 2894 P syringae pv. aesculi 2
NIB Z 826 CFBP 1670 P savastanoi pv. savastanoi 2
NIB Z 1250 CFBP 2106 P syringae pv. tabaci 2
NIB Z 690 GSPB 1836 Ps glycinea 2
NIB Z 688 GSPB 2204 Ps phaseolicola &
NIB Z 1273 NCPPB 1321  Ps phaseolicola 2
NIB Z 1242 CFBP 1642 P syringae pv. mori 2

. NIB Z 1239 CFBP 2067 P syringae pv. helianthi 7
. NIB Z 835 CFBP 1754 Ps pv. papulans 1
. NIB Z 689 NCPPB 2684  Ps syringae 1
. NIB Z 1245 CFBP 1908 P syringae pv. pori 4
W Bz 1248 CFBP 1674 P syringae pv. striafaciens 4
- NIB Z 1238 CFBP 2216 P syringae pv. coronafaciens 4
.NIBZB30 CFBP 2351 Ps pv. merspruncrum a8

Slika 32: Dendrogram primerjave prstnih odtisov DNA kontrolnih  bakterij dobljenih z BOX-PCR.
Dendrogram je narejen s programskim paketom Bionumerics; za izdelavo matrike podobnosti je bila
uporabljena Pearsonova korelacija

Figure 32: Dendrogram obtained by comparison of BOX-PCR fingerprinting patterns from reference strains.
Dendrogram was produced with Bionumerics software; similarity matrix based upon Pearson correlation

Ugotovili smo, da vecina prstnih odtisov DNA dobljenih z analizo BOX ni omejena niti na
gostiteljske rastline (priloga 3) in tudi ne na lokacijo (slika 33). V skupini BOX 6 smo
opazili izolate iz najvec¢ razlicnih gostiteljskih rastlin in sicer iz jablane, hruske, breskve,
jerebike, kutine, marelice, skor$a in tudi slive. Najmanj gostiteljev je imela skupina BOX
19, saj je bilo kar 95 % (35 sevov) izolatov iz jablan, vendar je bilo tudi 28 sevov iz te
skupine izoliranih iz iste drevesnice. BOX PCR je tako lahko primerna metoda za sledenje
Sirjenja posameznega klona. Poleg je lahko tudi kot pomo¢ pri dolocanju razli¢nih P.
syringae patovarjev, vendar ne patovarja syringae.

Sest najpogostejsih skupin BOX (skupine: 3, 4, 6, 8, 10 in 19) z lokacijo vzoréenja je
prikazana na sliki 33. Razvidno je, da lahko na eni lokaciji najdemo izolate, ki pripadajo
razli¢nim skupinam BOX pri tem da smo izolate iz istih skupin BOX izolirali na zelo
razli¢nih lokacijah po Sloveniji.
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Slika 33: Geografska razprSenost izolatov, ki so bili razvr§¢eni v 6 najvecjih skupin BOX. Barva legenda:
skupina BOX 3 = rumena, skupina BOX 4 = temno zelena, skupina BOX 6 = rdec¢a, skupina BOX 8 = roza,
skupina BOX 10 = svetlo modra, skupina BOX 19 = temno modra

Figure 33: Geographical distribution of isolates clustered in major 6 BOX groups. Color legend: BOX group
2 = yellow, BOX group 4 = dark green, BOX group 6 = red, BOX group 8 = pink, BOX group 10 = light
blue, BOX group 19 = dark blue

4.3.9.3 Preverjanje povezav med testi

4.3.9.3.1 Preverjanje povezave med testi patogenosti

Pri primerjavi rezultatov testa patogenosti na plodovih in listih hruSke smo upostevali
rezultate 151 sevov, ki smo jih uvrstili v vrsto P. syringae. Ugotovili smo, da je bilo 37,8%
sevov pri obeh testih patogenosti negativnih, 31,8% sevov pri obeh testih patogenosti
pozitivnih. Najbolj je odstopalo 23 sevov (15,2%), pri katerih smo na listih opazili nekrozo
ob mestu inokulacije, na plodovih pa ni bilo vidnih nobenih bolezenskih znamenj. Le $tiri
sevi (2,6%) so bili takSni, da so bili na enem testu patogenosti pozitivni, na drugem pa
negativni (slika 34 — desno). Pri primerjavi izraCunane patogenosti pri teh dveh testih
patogenosti med patogenimi sevi lahko reCemo, da ni bilo korelacije, kar se vidi tudi iz
razprSenosti na 2-D razsevnem grafikonu (slika 34 - levo).
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Slika 34 : Levo) 2-D razsevni grafikon primerjave izratunane patogenosti pri izolatih na testu patogenosti na
plodovih in listih hruske. Barve prikazujejo rezultate testa toksinov; Desno) Kontingenc¢na tabela rezultatov
testa patogenosti na plodovih in listih hrusk (0 — negativni, 1 — pozitivni, 2 — sumljivi)

Figure 34: Left) 2-D scatter plot of calculated pathogenicity of strains in pathogenicity test on pear fruits and
leaves. Colors show the results of toxin assay; Right) Contingency table of results in pathogenicity test on
pear fruits and leaves (0- negative, 1 positive, 2 suspicious).

Pri primerjavi rezultatov testov patogenosti na plodovih in listih hrusk ter na strokih fizola
pri 76 izolatih, kjer imamo podatke za vse tri teste patogenosti, smo opazili, da je bil
manj$i delez pozitivnih sevov na fizolu, kakor na plodovih in listih hrusk. To pomeni, da
so doloceni sevi povzrocali napredujoc¢a bolezenska znamenja na plodovih ali listih, pri
tem da so bili pri testu patogenosti na fizolu negativni. Obratno je sev NIB Z 504 (izoliran
iz fizola) reagiral samo na fizolu s tipi¢énimi vodnimi madezi, zato Smo ga na osnovi tega in
drugih testov identificirali kot patovar phaseolicola in je tak rezultat pricakovan. Odstopal
je tudi sev NIB Z 678 (izoliran iz panesplje) s pozitivnim testom na plodovih hrusk, strokih
fizola, vendar je bil negativen na listih hrusk.
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4.3.9.3.2 Preverjanje povezave med tvorbo toksinov in testi patogenosti

Povezavo med testi patogenosti in sposobnostjo sinteze toksinov smo izvedli med izolati,
ki smo jih uvrstili v vrsto P. syringae (LOPAT skupine: Ia, Ib, Ia ali Ib Ia ali pektinoliti¢ni
la). Rezultati so zbrani v preglednici 25 in prikazani na sliki 35. Ugotovili smo, da je bilo
med sevi, ki so povzrocali napredujoca bolezenska znamenja na plodovih, 50 sevov (92,6
%) tudi pozitivnih pri sintezi toksinov (rde¢e obarvani na sliki 35), samo en sev (1,9%) je
bil negativen (zelena barva). Tudi pri testu patogenosti na listih hrusk smo dobili podobne
rezultate. 94,7% sevov, ki so bili pozitivni na testu patogenosti je tudi sintetiziralo toksin.
Odstopal je sev NIB z 1157 izoliran iz jablane, ki je povzrocal zelo izrazita bolezenska
znamenja, vendar je bil test toksinov negativen. Pri testu patogenost na strokih fizola so
bolezenska znamenja povzrocali izklju¢no sevi, ki so bili sposobni sinteze toksinov.

Preglednica 25 : Primerjava rezultatov testa toksinov in testov patogenosti na plodovih hrusk, listih hrusk in
stro¢jem fizolu

Table 25: Comparison of results of pathogenicity tests on pear fruits, leaves and bean pods

Rezultat testa toksinov z glivo R. pilimanae
negativni pozitivni inhibirajoci

TP Negativni 44 53,7% 31 37,8% 7 8,5%

plodovi | Pozitivni 1 1,9% 50 92,6% 3 5,6%

hruske Mejni 3 20,0% 11 73,3% 1 6,7%

. . | Negativni 35 54,7% 24 37,5% 5 7,8%

TPlist o ttivni 1 1.8% 54 94.7% 2 3,5%
hruske —

Mejni 12 40,0% 14 46,7% 4 13,3%

Negativni 29 59,2% 19 38,8% 1 2,0%

Pozitivni tip 1 0 0,0% 19 100,0% 0 0,0%

TP fizol | Pozitivni tip 2 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0%

Pozitivni tip 3 0 0,0% 6 100,0% 0 0,0%

Pozitivni tip 4 0 0,0% 1 100,0% 0 0,0%

Ugotovili pa smo tudi, da je bilo med sevi, ki so bili negativni na testih patogenosti na
listih, plodovih ali fizolu, priblizno 38% takih, ki so bili sposobni sinteze toksinov.
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Slika 35 : 3-D razsevni grafikon; X=Test toksinov; Y= TP plodovi hruske in Y= TP listi hruske. Legenda
obarvanosti; Toksin pozitivni (rdece), toksin negativni (zeleno), toksin inhibirajoci (violi¢no)

Figure 35: 3d scatter plot; X=Toxin assay; Y= TP on pear fruit in Y= TP on pear leaves. Color legend; Toxin
positive (red), toxin negative (green), toxin inhibition (violet)

4.3.9.3.3 Preverjanje povezave med molekularnimi testi, testi patogenosti in tvorbo
toksinov

Med 74 sevi, kjer smo upostevali rezultate restrikcijske analize pomnozene 16S rDNA smo
opazili, da imajo sevi, ki so bili pozitivni na testu patogenosti na plodovih hrusk izklju¢no
restrikcijski profil Rsa 1 Mnl 2 (preglednica 26). Med pozitivnimi sevi na testu patogenosti
na listih tudi prevladujejo sevi s takim profilom, le dva seva sta imela restrikcijski tip Rsa 1
Mnl 1. To sta bila seva NIB Z 169 iz fotinije in sev NIB Z 544 iz kutine. Tudi na testu
patogenosti na strokih fiZola opazimo, da so tip bolezenskih znamenj 1 in 3 povzrocali le
sevi s profilom Rsa 1 Mnl 2 in ne s profilom Rsa 1 Mnl 1. Le dva seva, ki sta bila pozitivna
na testu patogenosti na strokih fiZola sta imela restrikcijski profil Rsa 1 Mnl 1, vendar sta
povzrocala drugacen tip bolezenskih znamenj. NIB Z 504 je povzrocal vodne madeze
znacilne za P. syringae pv. phaseolicola, sev iz fotinije pa je povzrocal poseben tip
bolezenskih znamenj. Sevi z restrikcijskim profilom Rsa 2 Mnl 2 so bili vsi razen seva NIB
Z 538 HR negativni. Ravno ta sev je bil tudi patogen na testu patogenosti na listih hruske.
Ostali sevi so bili nepatogeni. Profil Rsa 2 Mnl 4 pa ima sev, ki smo ga identificirali kot P.
viridiflava in je bil patogen na listih hruske, sumljiv na plodovih in povzrocal je tudi
tipicne nekroze na stro¢jem fizolu.
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Preglednica 26 : Rezultati testov patogenosti na plodovih hruske, listih hruske, stro¢jem fizolu in rezultati
toksinov glede na restrikcijski tip

Table 26: Results of pathogenicity test on pear fruits, leaves, bean pods in different restriction profiles

Rsal Mnl1 Rsa 1 Mnl 2 Rsa 2 Mnl 2 Rsa 2 Mnl 3 Rsa 2 Mnl 4
Rezultati negativni 25 0 6 3 1
toksinov pozitivni 11 18 6 0 0
inhibirajo¢i 1 0 3 0 0
TP plodovi negativni 35 0 14 3 0
hruske pozitivni 0 17 0 0 0
sumljivi 2 1 1 0 1
TP listi negativni 19 1 14 3 0
hruske pozitivni 2 15 1 0 1
sumljivi 16 2 0 0 0
Negativni 35 4 0 0 0
Pozitivni tip 1 0 11 0 0 1
TP fiZol Pozitivni tip 2 1 0 0 0 0
Pozitivni tip 3 0 3 0 0 0
Pozitivni tip 4 1 0 0 0 0

Ce primerjamo rezultate restrikcijske analize pomnozene 16S rDNA in skupin BOX
(preglednica 27), vidimo, da se razliéni restrikcijski profili razvr§¢ajo v druge skupine
BOX in da se sevi z istim restrikcijskim profilom razvrScajo v ve¢ skupin BOX. Na ta
nacin vidimo, da z analizo BOX pokaZemo ve¢jo raznolikost med sevi v primerjavi z
restrikcijsko analizo pomnozene 16 rDNA, kar je bilo tudi pri¢akovano. Odstopa samo sev
NIB Z 538, ki se grupira v skupino BOX 6 pri tem, da ima restrikcijski profil Rsa 2 Mnl 2,
ostali sevi iz te skupine pa imajo restrikcijski profil Rsa 1 Mnl 2 .

Preglednica 27 : Primerjava razporeditve sevov z razli¢nimi restrikcijskimi profili v skupine BOX

Table 27: Comparison of distribution of strains with different restriction profiles into BOX groups

skupina BOX
1 3 4 5 6 8 9 10 12 14 19 20 24 25 26 28 29 30 31
_ |Reaimnli | 2 |17 [ 3 |1 1|1 |u]
:%:"5 — |RsalMnl2 8 7 3
.é £ [Rsazmni2 1 2 | 1 6 | 1| 3|1
é Rsa2 Mnl 3 3
Rsa2 Mnl 4 1

Primerjava rezultatov sevov iz razli¢nih skupin BOX, skupin LOPAT, testov patogenosti
in sposobnosti sinteze toksinov ter restrikcijske analize pomnoZene 16S rDNA je prikazana
v preglednici 28. Razvidno je, da smo imeli znotraj iste skupine BOX seve, ki se
razlikujejo tako v tvorbi levana kot pektinoliti¢nosti in so tako razvr$éeni v skupine Ia, Ib
ali tudi II. Vecjo korelacijo smo opazili pri sposobnosti sinteze toksinov. V skupini 6,
kamor smo uvrstili 32 izolatov, jih je bilo 90,6% toksin pozitivnih, sevi iz skupin BOX 7
(4 sevi), BOX 8 (12 sevov), BOX 10 (8 sevov) so bili vsi toksin pozitivni, v skupini BOX
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4 (12 sevov) pa jih je 91,6% pozitivnih. Pri tem pa v skupini BOX 3 opazimo zelo majhen
delez toksin pozitivnih sevov in sicer 10,71%. V skupini 19 pa je delez toksin pozitivnih
sevov skoraj 50%, ostali so bili negativni ali inhibirajo¢i. Pozitivni sevi na testu
patogenosti na hruSkah so bili uvrsceni v skupine BOX 4, 6, 7, 8, 10 in 18. Na listih hrusk
Se dodatno seva iz skupine BOX 9 in 17. V skupini BOX 3 (28 sevov) in skupini BOX 19
(37 sevov) ni bil niti en sev pozitiven na testu patogenosti na plodovih in listih hrusk.

Preglednica 28: Primerjava rezultatov analize BOX s skupinami LOPAT, testom toksinov, testi patogenosti
in analizo 16S rDNA RFLP

Table 28: Comparison of results of BOX analysis tit LOPAT groups, toxin assay, pathogenicity tests and
analysis of 16S rDNA RFLP

TP plodovi TP listi Restrikcijski
LOPAT skupine Toksini el st P fizol estrikeljsid
hruske hruske profil
© > © - <
< 9 S = =8l =].- - dlafaS
- > - - o - —_ =] =
g | & 22 2|5 BN HHEHHE RN EEHEE
5 o L3 sls|e|2|=|=E(6|E(sB|(5|ElR|(Z|Ellel2|ele]e ~
X H 20 s |5 Ple|2®(| 3253 [FIFIFIFIFIZIBISIS
8 )‘% 8 © c|l2|ells| 2 c|la 2le|e|e
1 4 |jablana (3), panesplja (1) 111 2 311 4 2 2 2 2
2 1 |fzito(1) 1 1 1 1
hruska (3), jabl 23 jenit
3 | 28 [Pruska(3)iablana(23) ognjenitrn o1 |, 243|127 1021 7 17
(1), panesplja (1) 18
fotinija (1), hruska (1), jablna (5),
4 12 kutina (3), ognjeni trn (1), panesplja 1 1 11 41a)4fryogz al 1 1 3
5 1 breskev (1) 1 1 1 1 1 1
breskev (1), hruska (2), jablana (21),
6 32 (jerebika (1), kutina (2), marelica (3), |[28] 1| 3 29(311(28[3}1]26]5 811
skors (1), sliva (1) 1| 8 5
7 4 |hruska (1), jablana (3) 3 1 4 113 113
hruska (1), jabl 7),i k
8 12 [Pruska (1), jablana (7),japonska 111 12 10| 2] 2|10 7
kutina (1), kutina (2), panesplja (1) 1l 7 1
9 1 kutina (1) 1 1 1 1 1 1
10 8 |hruska (1), jablana (7) 8 8 8 8 4] 2 3
11 3 fizol (2), marelica 1) 3 2 113 3
12 1 |[lfizol (1) 1 1 1 1 1 1
13 1 [fjablana (1) 1 11 1
14 1 vrtnica (1) 1 1 1 1 1 1
15 1 [ljablana (1) 1 1 1 1
16 1 ||jab|ana (1) 1 1 1 1
17 1 ||jab|ana (1) 1 1 1 1
18 2 |jablana(2) 2 111112 111 1
19 37 |lhruska (1), jablana (35), panedplja (1)f| 1 | 1 341 15|18 4 |I33 4 1127 10 12 11
20 1 [fjablana (1) 141 1 1 1 1
21 2 hruska (1), jablana (1) 2 1(1 1 142 2
22 1 kutina (1) 1 1 1 1 1
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4.3.9.4 Uporaba Simpsonovega indeksa diverzitete za izra¢un diskriminatorne
sposobnosti uporabljenih metod

Za izra¢un diskriminatorne sposobnosti posameznih metod, ki smo jih uporabili za
ugotavljanje raznovrstnosti sevov, smo uporabili simpsonov indeks diverzitete. V
preglednici 29 so prikazane izraGunane vrednosti diskriminatornih indeksov posameznih
metod in tudi indekse pri kombinaciji razli¢nih metod. Naredili smo locen izracun z
upostevanjem rezultatov samo HR pozitivnih sevov in za vse analizirane seve (preglednica
29)

Preglednica 29: Diskriminatorni indeksi za uporabljene metode in za razli¢ne kombinacije metod

Table 29: Discrimination indices for used methods and for different combination of them

Samo HR pozitivni sevi Vsisevi
Metoda Stevilo tipov DiSK.r I minato anZItrZi:lal.zih Stevilo tipov Disk.riminato ani:rzeir’l;ﬁih
rni index sevov rni index sevov

BOX-PCR 22 0,856 155 32 0,893 181
Rezistenca na baker 5 0,680 71 5 0,658 sl0]
Test patogenostina listih hruske 3 0,643 155 3 0,619 181
LOPAT testi 6 0,604 155 13 0,705 181
Test patogenostina plodovih hruske 3 0,577 155 3 0,541 181
Test toksinov 3 0,534 155 3 0,571 181
Test patogenostina strokih fizola 5 0,524 78 / / /

16 S rDNA RFLP 4 0,496 57 5 0,661 74
Profil mag¢obnih kislin 4 0,442 16 7 0,761 27
BOX-PCR + test patogenosti na listih hruske 32 0,909 155 44 0,932 181
BOX-PCR + test toksinov 32 0,907 155 47 0,931 181
BOX-PCR + LOPAT test 36 0,899 155 50 0,924 181
BOX-PCR + test patogenosti na plodovih hruske 32 0,885 155 44 0,914 181
BOX-PCR + 16 S rDNA RFLP 13 0,845 57 21 0,901 74
LOPAT testi z ostalimi biokemijskimi testi 20 0,719 143 34 0,792 167

Po pri¢akovanju je bila metoda z najve¢jim diskriminatornim indeksom metoda BOX-
PCR. Pri uporabi razli¢énih kombinacij metod Se dodatno povecujemo sposobnost
razlikovanja sevov. Diskriminatorni indeksi se ve¢inoma nekoliko povisajo ¢e upoStevamo
rezultate vseh analiziranih sevov iz rodu Pseudomonas in ne samo rezultate HR pozitivnih
sevov iz tega rodu. Pri kombinaciji molekularnih z fenotipskimi testi je potrebna
previdnost, saj se lahko zmanjsa zanesljivost, ker imajo fenotipski testi slabo ponovljivost.

4.3.9.5 Raznolikost sevov iz razli¢nih gostiteljskih rastlin

Bakterije iz rodu Pseudomonas smo izolirali iz 18 razli¢nih gostiteljskih rastlin, pri tem
smo HR pozitivne seve izolirali iz 15 gostiteljskih rastlin. Najvecji delez izolatov (68,1%)
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smo imeli izoliranih iz jablan, zato je raznolikost teh sevov tudi najvecja in je predstavljana
lo¢eno v tocki 4.3.9.6. Tudi pri ostalih gostiteljskih rastlinah, kjer smo imeli izoliranih po
veé ko dva seva, lahko vidimo, da se razlikujejo po vecih izvedenih testih (preglednica 30).
Izolati pripadajo razli¢nim skupinam LOPAT, se razlikujejo po sintezi toksinov,
restrikcijskih profilih, prstnih odtisih DNA, pridobljenih z BOX-PCR, ter sposobnosti
povzrocati bolezenska znamenja na izvedenih testih patogenosti. Tako se je npr. pri Sestih
izolatih iz panespelj vsak prstni odtis DNA, pridobljen z BOX-PCR, razvrstil v svojo
skupino BOX. Podobno raznolikost prstnih odtisov DNA opazimo tudi pri ostalih
gostiteljskih rastlinah. Z analizo vecjega Stevila sevov iz teh gostiteljskih rastlin je
pricakovati, da bi bila raznolikost sevov Se vecja.

Preglednica 30: Primerjava rezultatov razvrstitve sevov v skupine LOPAT in BOX, testa toksinov, testov
patogenosti, analize 16S rDNA RFLP pri sevih iz razli¢nih gostiteljskih rastlin

Table 30: Comparison of results distribution of strains in LOPAT and BOX groups, toxin assay,
pathogenicity tests and analysis of 16S rDNA RFLP in strains from different host plants

LOPAT skupine Toksini pIOT:OVi Ifu's'i: Tp fizol Resr;r'(ffci:ﬁk'
=== ] — =
HHEREE S HEHE 458 dHE RN 2 EHE
= 2|5 =582z 2|5 s[5 515 2 |E1R |2 |RIE 12 [Ele 2|2 l2l2 B 12 1212 BOX skupina
A REE NE EEE HEE EEE e uinu FIEIRIEIE
|| T S 2 = el |e|e|e
jablana 124] 12 |112||53| 8| 5 |43 2| 1| | 9| |3]48|67| o]76|38|10]62| 38|24 3]13| |5| [26]12] 9 18313 2072*; ;3 ;g ;g ;‘13 ;
hruska B2 w2t 1 TNBEBBEBBRBE 2|2 3,4,6,7,8, 10, 19, 21, 23, 33
kutina 101 1 9171 1 1137 3(4)13|(1)18[1]4]3 1 112 114,689, 22 27
pancsplia 6 1 |52]2] |2 2=zl 2 4] 23]z 3[1| 1] 534819 27
marelica 51|44 i T2=021=] [2[2] 5, 11, 29
ol 3 3|3 2[1] |3 3 1 1 1112
japonska kutina 312111 2 112 2|1 211 1 112 8, 24,33
erebika 32t |2 NTERBARE 2|1 2[ 1| |6, 26,27
breskev 2 212 2 1 1 212 1 5, 6
glog 2 | 2 11 2| |2 2 2 25, 32
ognjeni trn 2 201f1 1(1 2 2 1 1 3,4
radic 2 | 2 2 22 2 25
fotinija 1 111 1 1 1 111 4
krizantema 1112 1 1 1 1 29
skors 1 1|t 1 1 1 5
sliva 1 11 1 1 1 1 6
vrtnica 1 111 1 1 111 1 14
ito 1 1|t 1 1 1 B

4.3.9.6 Raznolikost sevov iz jablan

Najvecji delez sevov rodu Pseudomonas smo izolirali iz jablan (68,1%), zato smo posebej
pogledali raznolikost teh sevov. Od 124 izoliranih sevov jih je bila 113 HR pozitivnih in 11
HR negativnih.

Pri primerjavi rezultatov pridobljenih z razlicnimi metodami (preglednica 31) je razvidno,
da kazejo raznolikost pri vseh izvedenih testih. 43% izolatov je pripadalo skupini LOPAT
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Ia in 35% skupini Ib. Samo izolate iz skupine LOPAT Ia smo lahko razvrstili v 9 razli¢nih
skupin BOX. Opazili smo, da je ve€ina izolatov iz te skupine sposobna sintetizirati toksin
siringopeptin ali siringomicin, razen izolatov, ki pripadajo skupinama BOX 3 in 1. Tudi
seve iz skupine LOPAT Ib smo razvrstili v 7 skupin BOX pri tem da jih je najvec
razvr$enih v skupino BOX 19 (79%). Opazili smo da so bili sevi iz te skupine BOX
negativni na vseh treh izvedenih testih patogenosti, pri tem, da jih je bilo skoraj polovica
pozitivnih na testu sinteze toksinov. Le pri dolo¢enih sevih smo opazili Sibko reakcijo tako
na plodovih kakor na listih hruske, kjer pa bi lahko $lo tudi za hipersenzitivno reakcijo na

negostiteljski rastlini.

Preglednica 31: Primerjava rezultatov analize BOX s skupinami LOPAT, testom toksinov, testi patogenosti
in analizo 16S rDNA RFLP pri izolatih iz jablan

Table 31: Comparison of results of BOX analysis with LOPAT groups, toxin assay, pathogenicity tests and

analysis of 16S rDNA RFLP in strains from apples

. L TP TP listi . Restrikcijski
LOPAT skupine Toksini plodovi | hruske Tp fizol profi IJ
HHEBE SleleElelc]<lele]s SHEE
212 1=|5(Bl2|=|z|2|E|5|2| 2|5 |2 |25 |2 |22 2 2|2 212|212 |2
S1z] |5l HEBEEHBEEHEE R ririie:
R EZ = z = O|x|d|
HEE 2 3 3 1 2 2 2
3 (2312 7] 1]3 20 2] 1][22] [1]17] [6]14 13
4 5[4 1 1]a 1]3]1 41
6 |21 [19] |2 21] Jof1o] 2] 1]17] 3 6 5 7
= [ 7] 3]> 1 3 1] 2 1] 2
S 8] 7 |5]1]1 7 6|1f1]6 4 3
= [l 717 7 7 7 32 2
Z [13] 1 1 11 1
S [15] 2 1 ARARNRE HE
c [16]1 1 1 1 1
17 [ 1 1 1 1 1
18] 22 1[1]1]1]0 1]1 1
19 |35 a1 15[18] 2][32] [3]26] [o]1s 10
20 [ 1 1 1 1 1 1 1
21 1 ]2 1 1 1 1
= |27 1 11 1 1
IR 1 1|1 o| [t
gs[30] 6 6 3] e 6 6
el iR 1 1 1 1 1
T s 2 ARRERAE 2

Iz jablan smo izolirali tudi bakterijo P. viridiflava, kar smo potrdili tudi z analizo BOX-

PCR. Sev je bil tudi pozitiven na testu patogenosti na listih hrusk.
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4.3.9.7 Raznolikost sevov v posameznih vzorcih

Pri 34 vzorcih smo izolirali in analizirali ve¢ sevov iz posameznega vzorca in sicer pri 25
vzorcih smo izolirali po dva seva, pri 6 vzorcih po 3, pri 2 vzorcih po 4 in pri enem vzorcu
diskriminatornim indeksom med izvedenimi metodami (preglednica 29). Pri 15 vzorcih so
bili vsi sevi izolirani iz posameznega vzorca uvrsceni v isto skupino BOX. Pri primerjavi
rezultatov ostalih testov smo ugotovili, da se kljub enaki skupini BOX, nekateri razlikujejo
po sposobnosti tvorbe levana. Pri dolocenih sevih smo opazili rahla odstopanja pri testih
patogenosti in sicer variacijo med pozitivnim ter sumljivim rezultatom in pa sumljivim in
negativnim rezultatom. Take razlike so verjetno v vecini posledica variabilnosti pri izvedbi
fenotipskih testov. Pri preostalih 19 vzorcih smo izolirali po dva ali ve¢ izolatov iz
razli¢nih skupin BOX. Pri dolo¢enih vzorcih smo izolirali tako HR negativne in HR
pozitivne seve, pri doloCenih vzorcih pa smo izolirali ve¢ HR pozitivnih sevov z razli¢nimi
prstnimi odtisi DNA.
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5 RAZPRAVA IN SKLEP

5.1 RAZVOJ METODE PCR V REALNEM CASU ZA
UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI E. amylovora

Ugotavljanje prisotnosti bakterije E. amylovora je navadno pri vzorcih z izrazenimi
v vedini vzorcev prisotna v velikem S$tevilu. Problem pri ugotavljanju prisotnosti nastane,
¢e so bolezenska znamenja zelo napredujoca, zastarana ali pa je Stevilo bakterij zelo nizko,
kakor je to pri rastlinah z latentno okuzbo. Te rastline lahko pomenijo pomemben vir
prenasanja bolezni na neokuzena podrocja.

Zadnjih nekaj let se v diagnostiki tako humanih kakor rastlinskih povzrociteljev bolezni
uveljavlja metoda PCR v realnem casu, ki omogoca hitrejSo, bolj obcutljivo, ponovljivo in
bolj zanesljivo odkrivanje povzrociteljev bolezni ob zmanj$ani moznosti navzkriznih

kontaminacij, boljSo moZznost za avtomatizacijo in podajanja ne le kvalitativnih temvec
tudi kvantitativnih rezultatov (Mackay, 2004; Bustin in Mueller, 2005).

Rezultati so pokazali, da nova amplikona, razvita na kromosomski DNA bakterije E.
amylovora, pokrivata $irok spekter izolatov, saj smo dobili pozitiven signal pri ve¢ kot 200
testiranih sevih bakterije E. amylovora iz razlicnih geografskih obmod¢jih. Ve¢ kot 140
sevov bakterije E. amylovora ter 20 sorodnih bakterij smo Se dodatno testirali v okviru
projekta Euphresco ERWINDECT, kjer smo prav tako uspeSno potrdili bakterijo. Z
amplikonom smo zgresili seve brez plazmida pEA29. Kljub temu, da so taki sevi v naravi
redki, ima to vpliv na ugotavljanje prisotnosti bakterije, saj z uporabo detekcijskih metod s
tar¢o na plazmidu pEA29 pri teh sevih dobimo lazno negativen rezultat. Z amplikonom
ITS nismo zaznali seva E. amylovora iz Rubusa. To dodatno podkrepi domnevo, da naj ti
sevi ne bi imeli dodatnega 139bp dolgega zaporedja na koncu 16S-23S rRNA ITS regije
(McGhee in sod., 2002).

Zanimivi so rezultati pri sevih iz rodu Erwinia iz japonskega otoka Hokkaido. Negativni
signal, ki smo ga opazili pri amplikonu Ams je v skladu s prej$njimi ugotovitvami, da ti
sevi nimajo regije ams (Kim in sod., 2001). S pozitivnim signalom z amplikonom ITS pa
lahko le potrdimo domnevo, da imajo ti sevi nekakSen vmesni status med bakterijama
E. amylovora in E. pyrifoliae in kombinacija obeh reakcij nam da dodatno moznost njihove
identifikacije.

Negativen signal z obema amplikonoma smo dobili tudi pri sevih iz rodu Erwinia,
izoliranih iz nekroti¢nih cvetov hrusk v Spaniji, ter pri E. billingiae, kjer so Rosell6 in sod.



94

Pirc M., Raziskave bakterij, povzrociteljic oziga, na rastlinah iz druzine Rosaceae.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2010

(2002) in Powney in sod. (2008) ze dobili nespecificno pomnozevanje s razli¢nimi
reakcijami PCR za ugotavljanje prisotnosti bakterije E. amylovora. Ceprav sta si gena
amsC in cpsC bakterije E. amylovora in E. pyrifoliae na aminokislinskem nivoju podobna
94% (Kim in sod., 2002), smo pri nacrtovanju uspeli razviti zacetna oligonukleotida in
sondo na tistem delu regije ams, ki je bil dovolj razli¢en (slika 16), da nismo dobili
nespecifiénega pomnozevanja pri bakteriji E. pyrifoliae (preglednica 12).

Pri pomnozevanju sevov bakterije E. amylovora (preglednica 11) in ostalih bakterij iz
preglednice 12 s kemijo SYBR Green smo ugotovili, da se pri vseh testiranih sevih
E. amylovora talilna temperature produktov ujema. Pri testiranju ostalih sorodnih sevov pa
smo ugotovili, da se pri uporabi zacetnih oligonukleotidov Ams, talilna temperatura
produkta ujema pri bakterijah E. amylovora, sevih iz rodu Erwinia iz nekroti¢nih cvetov
ter E. pyrifoliae. Zato je za specifi¢no zaznavanje te bakterije potrebna uporaba kemije
Tagman.

Z vsemi tremi amplikoni (Ams, ITS in plazmidnim) smo uspeli zanesljivo ugotoviti
prisotnost bakterije v suspenziji s koncentracijo 1,8 x 10° celic/mL, kar ustreza manj kot
Stirim celicam na reakcijo in pomeni, da je obcutljivost blizu ali enaka teoreti¢ni
obcutljivosti metode. 1z parametrov, ki opisujejo znacilnosti reakcije PCR v realnem casu
(preglednica 13) smo ugotovili, da imamo pri vseh treh amplikonih dobro ponovljivost in
ucinkovitost pomnoZevanja. Enako mejo obcutljivosti (1,8 x 10% celic/mL) smo dolo¢ili
tudi pri vzorcih, kjer smo primerjali razlicne metode izolacije DNA (slika 19). Razlika med
metodami je bila pri u€inkovitosti pomnozevanja (preglednica 14), pri ¢emer z metodama
DNeasy in QuickPick najbolj ucinkovito odstranimo inhibitorje. Prva temelji na
silikonskih kolonah in se je Ze v preteklosti izkazala kot zelo u€inkovito (Dreo, 2007), pri
drugi metodi pa se uporabljajo magnetni delci, na katere se veze DNA. Prednost slednje
metode je tudi v tem, da je polavtomatska, saj proces vezave DNA na magnetne delce,
¢iS¢enje DNA ter raztapljanje poteka v avtomatskem sistemu KingFisher mL in je kon¢an
ze v 30 min.

Pri primerjavi obcutljivosti med amplikoni smo ugotovili, da je verjetnost dolocanja
najve¢ja pri ITS ter najmanjSa pri amplikonu Ams (sliki 20 in 21), saj je verjetnost
dolo¢anja povezana s Stevilom kopij tar¢e v genomu. Po podatkih McGhee in sod. (2002)
ima E. amylovora sedem operonov za rRNA, vendar nima vsak operon tudi dodatne regije
v dolzini 139bp, na kateri so bili razviti zacetna oligonukleotida in sonda. McGhee in sod.
(2002) so pri treh analiziranih sevih bakterije E. amylovora ugotovili, da je bilo Stevilo
operonov z dodatno regijo med sevi razli¢no, in sicer od 3 — 5. Bakterija ima tudi ve¢ kopij
plazmida pEA29, na kateri temelji metoda PCR v realnem casu, ki so jo razvili Salm in
Gaider (2004). Kaksno je to Stevilo in kako variira med sevi ni znano. Znano pa je, da sta
regija ams in s tem tudi gen amsC prisotna samo v eni kopiji, kar smo preverili z in silico
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analizo naleganja zacetnih oligonukleotidov in sonde na sekvenciran genom bakterije E.
amylovora. Zato je ta amplikon najbolj primeren za kvantifikacijo bakterije.

Pri primerjavi obcutljivosti in verjetnosti dolocanja uveljavljene metode vgnezdene
reakcije PCR, ki pomnozuje del plazmida pE29 (Llop in sod., 2000), in metode PCR v
realnem cCasu s tremi amplikoni (Ams, ITS in plazmid) vidimo, da je v doloc¢enih primerih
obcutljivost vgnezdene reakcije PCR primerljiva s PCR v realnem casu, vendar v
dologenih vzorcih z vi§jo koncentracijo (1,8 x 10* celic/mL) bakterije E. amylovora nismo
zaznali. Poleg tega smo ugotovili, da je verjetnost zaznavanja bakterije E. amylovora z
vgnezdeno reakcijo PCR manjSa kakor pri PCR v realnem casu pri vseh testiranih
koncentracijah (preglednica 15). Prednost reakcije PCR v realnem ¢asu z amplikonoma
Ams in ITS, pred vgnezdenim PCR in PCR v realnem ¢asu s tarco na plazmidu je v tem,
da zaznamo tudi bakterije brez plazmida pEAZ29.

Metodo PCR v realnem ¢asu z amplikonom Ams od leta 2007 uspesno uporabljamo tudi v
diagnosti¢ne namene in sicer pri dodatnem testiranju vzorcev z izraZzenimi bolezenskimi
znamenji. Vzorce, kjer opazimo sumljiva bolezenska znamenja, bakterije E. amylovora na
bakterijo zaznali v dodatnih 9 vzorcih od skupno 49 testiranih vzorcev. Ker smo pri takih
vzorcih naknadno izvedli Se reakcijo PCR v realnem casu z amplikonom ITS in
plazmidnim amplikonom smo zmanjSali moznost morebitnega nespecifinega
pomnoZzevanja. Na ta nain lahko utemeljeno opozorimo na prisotnost bakterije, ter na
ponovne preglede v naslednji rastni sezoni.

5.2 UPORABA METODE PCR V REALNEM CASU ZA
SPREMLJANJE KONCENTRACIJE E. amylovora V
OBOGATITVENIH GOJISCIH

Po protokolu EPPO za testiranje bakterije E. amylovora (EPPO, 2004) je za vzorce brez
bolezenskih znamenj ali za vzorce z izrazenimi bolezenskimi znamenji (napredujoce
nekroze, tretirane vzorce z bakrom ali antibiotiki) predvidena obogatitev v teko¢em gojisc¢u
CCT in King B. Ta metoda je bila tudi preizkusena v 10 evropskih laboratorijih (Lopez in
sod., 2006), vendar je o prakticni uporabi zelo malo porocil. Zato smo v vzorce brez
bolezenskih znamenj dodali bakterijo E. amylovora v mejni koncentraciji (=10° celic/mL)
in spremljali spremembe v koncentraciji bakterije. Pri tem se je metoda PCR v realnem
Casu, s katero lahko kvantificiramo bakterijo, izkazala kot zelo koristna. Pri vseh vzorcih
smo po obogatitvi opazili povecanje koncentracije bakterij, kar pomeni, da se je bakterija v
vseh primerih namnozila. Na podlagi vrednosti Ct vzorcev in vrednosti Ct standardne
krivulje z znanimi koncentracijami bakterije E. amylovora smo lahko tudi priblizno ocenili
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koncentracijo bakterije v vzorcih. Razpon koncentracij po obogatitvi je bil od 10° celic/mL
do 10° celic/mL. Ko smo za vse te vzorce izvedli izolacijo bakterije E. amylovora na
vzorcih, tezko izoliramo. Opazili smo preras€anje ploS¢ z drugimi bakterijami. Tudi
dodatne redcitve obogatenega vzorca, v nekaterih primerih niso pripomogle k izolaciji
bakterije E. amylovora. Izolacija je bila predvsem uspesna pri vzorcih s koncentracijo nad

.....

..........

CCT, ceprav se ocenjene koncentracije niso bistveno razlikovale (slika 22). Razlog za
slab$o izolacijo smo dokazali pri poskusu vpliva zamrzovanja pri -20 °C obogatene
suspenzije E. amylovora v gojis¢u CCT (slika 23), kjer je z vsakim zamrzovanjem pri
-20 °C zrastlo manjSe Stevilo bakterije E. amylovora. Takega negativnega ucinka
zamrzovanja obogatene suspenzije E. amylovora v obogatitvah King B na Stevilo celic
nismo opazili. Dokon¢no smo negativen vpliv zamrzovanja CCT obogatitev dokazali pri
vzorcih (slika 24). Tako se je samo zaradi enkratnega zamrzovanja pri -20 °C uspe$nost
izolacije na plos¢ah CCT iz obogatitev CCT zmanjsala za skoraj polovico (iz 42% na
22,6%), zato je za ve€jo uspesnost izolacije bakterije E. amylovora iz obogatitev CCT
priporocljivo, da se vzorce nanese na plos¢e CCT takoj po 72 urni inkubaciji.

Metodo spremljanja koncentracije bakterije E. amylovora v postopku obogatitve smo
preizkusili tudi na 4 vzorcih z izrazenimi bolezenskimi znamenji, ki smo jih dolocili kot
pozitivne samo s PCR v realnem ¢asu. Pri vseh smo ugotovili, da se vrednosti Ct pred in
po obogatitvi niso razlikovale, kar pomeni da se bakterija ni namnozila in verjetno ni Ziva

.....

.....

bakterija prisotna v vzorcih in se je razmnoZevala, je v ve€ kot v polovici takih vzorcev
(veginoma s koncentracijami bakterije niZjimi kot 10" celic/mL) nismo mogli izolirati in
dokonéno potrditi. Ceprav je o fizioloskem stanju bakterije v latentnih vzorcih zelo malo
znanega pa lahko domnevamo, da bi bile koncentracije po obogatitvi manjse v primerjavi z
tudi, Ce bi bila potrebna reaktivacija iz stanja VBNC. Pri teh vzorcih domnevamo, da bi
bila uspesnost izolacije $e neprimerno slabsa. V takih primerih nam uporaba kvantifikacije
pred in po obogatitvi ne da samo informacije o prisotnosti patogene bakterije ampak tudi o
na gojis¢a. Z uporabo ve¢ amplikonov, ki imajo tar€o na treh zelo razli¢nih regijah,
zmanj$amo moznost navzkrizne reaktivnosti in poveCamo zanesljivost diagnoze, Ceprav
bakterije ne moremo izolirati v ¢isti kulturi.
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5.3 RAZISKAVE BAKTERIJ 1Z RODU PSEUDOMONAS

Raziskave raznolikosti bakterij iz rodu Pseudomonas so se raziskovalci lotili z razli¢nimi
pristopi in nameni. Ugotavljanje genetske raznolikosti bakterije Pseudomonas syringae z
razli¢nimi rep-PCR so tako izvedli Gilbert in sod. (2009), ki so analizirali seve izolirane iz
belgijskih nasadov hrusk, ¢esenj, visenj in sliv. Tudi Natalini in sod. (2006) so analizirali
seve iz hrusk, ki so jih izolirali iz enega nasada. Rezultate so primerjali s predhodno
raziskavo Scortichini in sod. (2003), ki so analizirali seve P. syringae pv. syringae iz
razli¢nih olesenelih in zelnatih rastlin izoliranih iz razlicnih podro¢jih sveta. Tudi
primerjava sevov z rep-PCR izoliranih iz kos¢iCarjev so bile izvedene (Weingart in
Volksch, 1997; Vicente in Roberts, 2007). Manj pa je podatkov o raznolikosti sevov
izoliranih iz jablan ter okrasnih rastlinah iz druzine roznic ter raznolikost sevov izoliranih
na $irSem podrocju neke drzave.

Tako smo v raziskavo bakterij iz rodu Pseudomonas vkljucili seve iz razli¢nih gostiteljskih
rastlin iz druzine roznic, kjer so prevladovali sevi izolirani iz jablan. Sevi so bili izolirani iz
vzorcev, ki so bili nabrani na razlicnih lokacijah v Sloveniji (slika 12 in 13). Z
pridobljenimi rezultati smo pokazali, da je raznolikost bakterij iz tega rodu v Sloveniji
velika. S tem smo tudi potrdili naso hipotezo. Izbrani izolati so se med seboj razlikovali v
profilih LOPAT. Opazili smo tudi profile LOPAT, ki odstopajo od uveljavljenih skupin,
kar potrjuje, da je raznolikost sevov v naravi ve¢ja, kot jo predvidevajo uveljavljene
skupine LOPAT. Med HR pozitivnimi sevi rodu Pseudomonas smo opazili, da se le ti
razlikujejo v sposobnosti sinteze toksinov, po profilu dobljenih z restrikcijo produkta
pomnozevanja 16S rDNA z encimoma Rsal in Mnll, v patogenosti na plodovih in listih
hrusk ter na strokih fizola. Najvec¢jo raznolikost med sevi pa smo opazili pri analizi prstnih
odtisov DNA pridobljenih z BOX-PCR, kar potrjuje tudi izra¢unan diskriminatorni indeks
(preglednica 29).

Nase rezultate prstnih odtisov DNA pridobljenih z BOX-PCR smo primerjali z raziskavo
Scortichini in sod. (2003), ki so opazovali kako se prstni odtisi DNA pridobljeni z BOX-
PCR razlikujejo med sevi P. syringae pv syringae izoliranih iz razli¢nih olesenelih in
zelnatih rastlinah. Njihove ugotovitve se ujemajo z naSimi, saj so razli¢ne prstne odtise
DNA opazili pri sevih, ki so bili izolirani iz iste rastline, pri sevih iz iste lokacije in tudi pri
sevih iz istih gostiteljskih rastlin. Z naSimi rezultati se ujemajo tudi ugotovitve, da imajo
lahko izolati iz razli¢nih gostiteljskih rastlin enak prstni odtis DNA. Njihove ugotovitve, da
so sevi z dolocenimi prstnimi odtisi DNA bolj virulentni ter sposobni povzrocati
bolezenska znamenja na ve¢ gostiteljskih rastlinah, se skladajo z nasimi rezultati, saj je iz
preglednice 28 razvidno, da so na vseh treh testih patogenosti v vecini pozitivni sevi iz
skupin BOX 6, 8 in 10. Tudi vecina sevov iz skupine BOX 7 je bilo sposobnih povzrocati
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bolezenska znamenja na listih in plodovih hrusk, vendar ti sevi niso bili testirani na strokih
fizola.

Vecino izbranih sevov smo izolirali iz rastlin jablan. Raznolikost le teh je bila velika
(preglednica 31). Seve smo uvrstili v razlicne skupine LOPAT in velik delez sevov (35%)
je pripadala skupini Ib, kamor uvr§¢amo levan negativne seve P. syringae. Od opisanih
patovarjev na jablanah je levan negativen le patovar papulans. Pri dveh sevih iz te skupine
(496 D10 in NIB Z 766), ki sta bila tudi negativna na prisotnost toksinov, se prstni odtisi
DNA pridobljeni z BOX-PCR razvrscajo s kontrolno bakterijo P. syringae pv. papulans.
Za potrditev ali gre res za ta patovar bi bilo potrebno narediti $¢ dodatne biokemijske
analize in izvedba testa patogenosti na plodovih jablan.

Glede na znano raznolikost sevov iz vrste Pseudomonas syringae je taksonomija in
identifikacija teh bakterij $¢ posebej tezavna. Ceprav so pri vrsti P. syringae uvedli sistem
patovarjev, ki naj bi pomagal rastlinskim bakteriologom pri identifikaciji povzroditeljev
bolezni na rastlinah in omogocil uvedbo uradne nomenklature, pa se ta koncept z leti
raziskav in ugotavljanju raznolikosti sevov, vsaj pri patovarju syringae, ni izkazal kot
uc¢inkovit (Scortichini in sod., 2003). Osnovna definicija tega patovarja je, da so vanj
uvrséeni sevi, ki imajo isti krog gostiteljskih rastlin kakor sevi, ki so izolirani iz Spanskega
bezga (Syringa vulgaris) (Young in sod., 1991). Ze mnoge $tudije so pokazale, da je veliko
sevov, ki niso patogeni na $panskem bezgu, vendar so jih na podlagi ostalih znacilnosti
uvrstili v ta patovar. Gilbert in sod. (2009) so ugotovili, da imata lahko dva seva s
popolnoma enakim prstnim odtisom DNA pridobljenim z REP, BOX, ERIC in 1S-50 PCR,
razli¢no patogenost na Spanskem bezgu. Tudi pri nasSih sevih analiziranih z BOX-PCR smo
opazili, da seva kljub enakemu prstnemu odtisu DNA nista imela enakih rezultatov pri
testin patogenosti. Tako imajo sevi iz patovarja syringae med sabo le malo skupnih
znacilnosti, druzila naj bi jih le prisotnost gena syrB, ki je vpleten v sintezo toksina
siringomicina in patogenost na plodovih limon (Kennelly in sod., 2007; Scortichini in sod.,
2003).

Sposobnost sinteze siringomicina in siringopeptina, ki je znacilna predvsem za seve iz
patovarja syringae in Se nekatere druge patovarje (preglednica 3) smo testirali s testom
inhibicije rasti glive R. pilimanae. Pri tem testu smo pri dolocenih sevih opazili, da cona
inhibicije ni bila bistra, ampak so se Se videli obrisi gliv. Po posvetu z avtorjem izvedbe
tega testa (Bultreys, osebna komunikacija) to lahko pomeni, da je produkcija toksina
zakasnjena ali pa glivo inhibira druga snov, ki ni siringomicin in siringopeptin. Za
dokon¢no potrditev ali ima sev genski zapis za sintezo toksinov siringopeptina ali
siringomicina, bi bilo smiselno v prihodnje izvesti analizo PCR, s katero bi dokazali zapis
za gen syrD, ki je vkljuéen v izloCanje obeh toksinov. Pri testiranju kontrolnih bakterij P.
syringae smo inhibicijo glive opazili pri vseh treh patovarjih syringae, pri patovarju aptata,
lapsa, glycinea in enemu sevu phaseolicola. Za patovar aptata je znano, da dela
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siringomicin (preglednica 3), za lapsa pa tega podatka ni. Presenetljivo je, da je pri dveh
ponovitvah testa referen¢ni sev NIB Z 688 (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
inhibiral glivo. Glede na identiteto, bi sev lahko sintetiziral fazeolotoksin, ki pa nima
u¢inka na inhibicijo glive R. pilimanae. Ker nimamo podatkov o izvoru tega seva je
vprasljivo ali je ta sev dejansko P. syringae pv. phaseolicola. Inhibicijo (popolno ali
Sibkej$o) smo opazili tudi med nekaterimi ostalimi bakterijami iz rodu Pseudomonas
(priloga 10), kar pa tudi ni presenetljivo, saj je znano, da lahko glivo inhibirajo tudi druge
substance (Greco in Scortichini, 2004: Catara in sod., 2007), zato je potrebna pozornost pri
interpretaciji rezultata testa pri drugih vrstah bakterij kot je P. syringae.

Pri primerjavi rezultatov toksinov in testov patogenosti na fizolu, listih ter plodovih hrusk
smo potrdili trditev, da so sevi ki tvorijo toksine praviloma patogeni (Bender in sod,
1999). Kakor je razvidno iz preglednice 25 in slike 35 so povzrocali napredujoca
bolezenska znamenja skoraj izkljucno sevi, ki so tvorili toksin, z nekaj izjemami. Rezultati
se ujemajo tudi z nedavno $tudijo Gilbert in sod. (2010), kjer so opazili, da sevi P. syringae
pv. syringae, ki niso tvorili toksina, tudi niso bili patogeni na listih hruske in le 1 sev (od
11 testiranih) je povzrocal nekroze na plodovih hrusk. Za te seve je bil bolj primeren test
patogenosti na cvetovih hruske, saj je nekrozo povzrocilo 45,5% toksin negativnih sevov.
Delez toksin pozitivnih sevov, ki so bili patogeni na listih hruske je bil v njihovem primeru
78%, pri nas pa 54%, delez toksin pozitivnih sevov na plodovih hrusk pa je bil pri njih
40% in pri nas 50%. Najvecji delez toksin pozitivnih sevov je povzrocalo bolezenska
znamenja na plodovih ¢eSen;.

S primerjavo nasih rezultatov testov patogenosti na plodovih in listih hrusk ter na stro¢jem
fizolu smo ugotovili, da je bil pri listih ve¢ji delez tistih, ki so povzrocili le lokalno
reakcijo in niso bili patogeni na plodovih. Razlog je lahko, da so ti sevi zelo Sibko
virulentni in je test patogenosti na listih hruske bolj obcutljiv test, kar so opazili tudi Ze
Gilbert in sod. (2009). Lahko pa gre tudi za preobcutljivostno reakcijo na nekompatibilnem
gostitelju ali avirulenten sev na homolognem gostitelju (Yessad in sod., 1994).

Pri testu patogenosti na stro¢jem fiZzolu smo opazili, da so se pri naSem poskusu bolezenska
znamenja razvijala poc€asneje kakor jih navajajo v literaturi (Cheng in sod., 1989). Pri 6
sevih iz treh vzorcev (dve jablani, kutina) smo opazili bolezenska znamenja, ki bi bila
lahko znadilna tudi za seve P. syringae pv. syringae, ki povzroc¢ajo BSS (angl. bacterial
brown spot) na fizolu. Pri teh se najprej razvijejo vodni madezi, ki obstanejo vsaj 4 dni, za
razliko od ostalih sevov P. syringae pv. syringae, kjer so lahko vodni madezi opazni 1 — 2
dni potem pa postanejo rjave nekroze. Pri naSih sevih smo opazili vodne madeze Se po 9
dnevih opazovanja, vendar so se v celem poizkusu razvijala bolezenska znamenja zelo
pocasi. Po 4 dneh, ko naj bi se po Cheng in sod., (1989) test Ze koncal, so se pri nas
bolezenska znamenja Sele dobro zacela razvijati. Poleg tega smo opazili, da pri dveh
nacepljenih strokih bolezenska znamenja na obeh niso bila vedno enaka. Lahko je prislo do
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pojava vodnih madezev samo na enem stroku. Za dokon¢no potrditev ali ti sevi res lahko
povzrocajo BBS na fizolu, bi lahko inokulirali rastline fizola ali pa naredili test patogenosti
na strokih razli¢nih sort stro¢jega fiZzola, saj le ti tudi vplivajo na rezultat testa (Cheng in
sod., 1989). Naceloma velja domneva, da sevi P. syringae pv. syringae iz fizola kazejo
specificnost do gostitelja, saj naj bi le ti sevi povzrocali na strokih fizola tip bolezenskih
znamenj BBS (Cheng in sod., 1989). Opisanih je nekaj najdb tudi drugih sevov, ki pa so jih
izolirali predvsem iz stro¢nic in dva seva iz hruske (Yessad-Carreau in sod., 1994), jablane
(Scortichini in sod., 2003), ter sev iz navadne grasice (Vicia sativa, L.), ki pa lahko
izdeluje tudi fazeolotoksin (Tourte in Manceou, 1995). Scortichini in sod. (2003) so pri
analizi BOX-PCR sevov P. syringae pv. syringae iz razli¢nih gostiteljev ugotovili, da se
pri sevih izoliranih iz fizola prstni odtisi DNA razlikujejo od prstnih odtisov DNA iz
drugih gostiteljskih rastlin. Pri nas se ta ugotovitev ne ujema, saj ima kontrolna bakterija
NCPB 2684 iz fizola izolirana leta 1973 na Novi Zelandiji prakti¢no identi¢en prstni odtis
DNA z nasimi sevi, ki so bili izolirani iz zelo razli¢nih gostiteljskih rastlin kot so breskev,
hruska, jablana, jerebika, kutina, marelica, skors, in sliva.

Glede na raznolikost vrste P. syringae je identifikacija sevov do patovarjev navadno
tezavna in vkljucuje vecje stevilo biokemijskih in hranilnih testov, kar pa nam vedno ne da
zadostnih informacij. Najbolj problemati¢no je dolo¢anje patovarjev, ki so lahko prisotni
na istih rastlinah, kot sta patovar syringae in phaseolicola na fizolu, syringae in
morsprunorum na kosc¢icarjih, patovar syringae in papulans na jablanah.

Metoda BOX-PCR, ki se je izkazala kot metoda, ki nam pokaze najvecjo raznolikost med
analiziranimi sevi, je lahko primerna tudi za identifikacijo dolocCenih patovarjev. V
kombinaciji z izvedenimi testi LOPAT, biokemijskimi testi ter BOX-PCR smo tri seve iz
fizola (NIB Z 100, NIB Z 102 in NIB Z 504) identificirali kot patovar phaseolicola. Tudi
za sev iz marelice (NIB Z 941) po vseh izvedenih testih uvrstimo v patovar morsprunorum,
kar dodatno potrjuje negativna hidroliza arbutina in prstni odtis DNA dobljen z BOX-PCR,
Ki se razvrsc¢a z sevi iz genomske skupine 2, kamor so Marques in sod. (2008) ta patovar
tudi uvrstili. Izolat iz zita (NIB Z 854) se razporeja s kontrolnimi bakterijami patovarjev iz
trav in zit (patovarji pori, striafaciens in coronafaciens). S kombinacijo testov LOPAT in
analize BOX smo seva NIB Z 646 iz kutine in NIB Z 1164 iz jablane identificirali kot P.
viridiflava. Pri izolatu NIB Z 646, kjer smo izvedli tudi restrikcijo PCR produkta
pomnozevanja 16S rDNA z encimoma Rsal in Mnll, se je restrikcijski profil v veliki meri
ujemal z in silico analizo kontrolne bakterije P. viridiflava. Na podlagi profila LOPAT bi
lahko tudi sev NIB Z 1159 identificirali kot vrsto P. viridiflava, vendar je v tem primeru
analiza BOX-PCR pokazala, da se je sev razporedil v skupino s sevi, ki smo jih
identificirali kot P. syringae. Da lahko pri patovarju syringae profili LOPAT odstopajo od
pricakovanega so ugotovili tudi Scheck in sod. (1997) kjer so izolirali seve, ki so bili
patogeni na Spanskem bezgu ter pozitivni pri hibridizaciji s syrB in syrD sondo, vendar
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niso imeli tipicnega profila z LOPAT in GATT testi (G — utekoCinjenje Zelatine, A —
hidroliza eskulina T — Tirozinazna aktivnost T — test uporabe tartrata).

Za identifikacijo bakterijskih vrst je primerna tudi analiza profila masc¢obnih kislin, vendar
ne razlikuje med razli¢nimi Pseudomonas syringae patovarji (Hofte in de Vos, 2006). Med
sevi, ki smo jih testirali z analizo FAP, smo vecino identificirali do bakterijske vrste (slika
25). Samo do rodu Pseudomonas je sistem identificiral sev NIB Z 538 izoliran iz jerebike.
Ta je HR pozitiven in sodi v skupino LOPAT la ali Ib, ker smo pri ponovitvah testa tvorbe
levana dobili razli¢ne rezultate. Izolat je inhibiral glivo R. pilimanae, in je bil patogen na
listih hruske, ter imel enak restrikcijski profil PCR produkta pomnozene 16S rDNA z
encimom Rsal kot HR negativne bakterije iz rodu Pseudomonas. Pri analizi BOX-PCR se
razvr$€a s sevi iz skupine 6, vendar se vseeno profil razlikuje od ostalih sevov v tej
skupini. Ali gre za poseben sev iz patovarja syringae ali pa za drugo bakterijsko vrsto z
izvedenimi testi nismo uspeli definirati.

Pri izvedbi testov smo za doloceno Stevilo sevov teste izvedli dvakrat ali tudi veckrat. Pri
testih LOPAT smo opazili, da se rezultati tvorbe levana in pektinolitinosti na rezinah
krompirja med ponovitvami pri dolo€enih sevih razlikujejo. Ker smo Zeleli ugotoviti ali se
ti sevi razlikujejo od ostalih sevov tudi na podlagi katerega drugega testa, smo pri analizah
uvedli dve dodatni skupini LOPAT pri HR pozitivnih (la ali Ib, la ali pektinoliti¢ni Ia) in
eno dodatno skupino pri HR negativnih sevih (Va ali Vb). Pri testu toksinov z indikatorsko
glivo R. pilimanae smo 26 sevov analizirali dvakrat. Od tega se pri Sestih vzorcih rezultat
ni ujemal. Razlog je lahko v tem, da sta bila poskusa ¢asovno lo¢ena tri leta, kar pomeni,
da so bili sevi pri vsakem poskusu nacepljeni na novo iz kroglic MicroBank ali pa je taks$na
ponovljivost lastnost tega testa. Teste patogenosti smo izvedli samo enkrat pri tem, da smo
test izvedli na 5 listih, 3 — 4 plodovih z 4 vbodi ter na dveh strokih fizola s skupno 6 — 8
vbodov. Glede na predhodne raziskave, kjer so ponavljali teste patogenosti je bila
ponovljivost dobra (Yessad in sod., 1994; Gilbert in sod., 2010), predvsem ¢e ugotavljamo
rezultate le kot pozitivne ali negativne in ne ugotavljamo velikost nekroz. Pri nekaterih
izolatih smo ponovili tudi analizo BOX — PCR. Ponovljivost je bila dobra ceprav je pri
dolo¢enih sevih priSlo do drugacnega razporejanja v skupine, vendar le znotraj bolj
sorodnih skupin npr. 6, 7 in 8. Za samo izvedbo testa je zelo pomembna optimizacija in
standardna izvedba metode, kjer je potrebno paziti na ve¢ dejavnikov: enaka agaroza,
pufer, ¢as elektroforeze, volumen nanesen na elektroforezo, barvanje z EtBr, slikanje itd.
Stead in sod. (2003) so ugotovili, da najzanesljivejSo identifikacijo dosezemo s primerjavo
neznanega seva s kontrolnimi bakterijami na istem gelu. Prav zaradi slabSe ponovljivosti
med geli pri vecih ponovitvah so Brusetti in sod. (2008) uporabili BOX-PCR z zacetnim
oligonukleotidom, ki je bil oznafen s fluorescentnim barvilom. Po PCR je sledila
avtomatska kapilarna elektroforeza, ki je dala precej vecjo ponovljivost in loCljivost. Na
tak nacin bi lahko dobili Se bolj zanesljive in ponovljive rezultate.
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Metode, ki smo jih uporabili za ugotavljanje raznolikosti in identifikacijo bakterij rodu
Pseudomonas so temeljile na razli¢nih bioloSkih principih. Najvecjo raznolikost sevov smo
opazili pri primerjavih prstnih odtisov DNA pridobljenin z BOX-PCR. Pri analizi
zdruzenih podatkov dobljenih iz vecih repetitivnih metod (REP-PCR, ERIC-PCR, 1S50-
PCR, itd) pri¢akujemo, da bi bila raznolikost sevov Se vecja.

5.4 SKLEPI

V doktoratu smo preucevali bakterije, ki povzrocajo ozig na rastlinah iz druzine roznic. V
prvem delu smo se osredoto¢ili na razvoj metode PCR v realnem Casu za ugotavljanje
prisotnosti bakterije E. amylovora. Pokazali smo, da sta amplikona Ams in ITS, ki sta bila
razvita na kromosomski DNA, specifi¢na in dovolj obc¢utljiva za ugotavljanje te bakterije
tako v vzorcih z bolezenskimi znamenjih kakor tudi pri latentnem testiranju.

Z novo metodo smo ocenili sposobnost odstranjevanja inhibitorjev pri treh razlicnih
metodah izolacije nukleinskih kislin. Pri tem smo uvedli pol avtomatsko metodo z
kompletom QuickPick™ SML Plant DNA in sistemom KingFisher® mL, ki omogoc¢a zelo
kratek cas izolacije.

Metoda je bila preizkuSena kot dodaten presejalni test pri vzorcih z izrazenimi
primerih gre lahko za neviabilno bakterijo v vzorcu ali pa so bolezenska znamenja
posledica drugega vzroka. V 18% takih vzorcev smo bakterijo E. amylovora s to metodo
zaznali. Z tremi razlicnimi amplikoni zmanjSamo moznost navzkrizne reaktivnosti z
drugimi bakterijami. Metoda pa je tudi uporabna kot identifikacijski test pri izoliranih
sevih E. amylovora.

Zmoznost kvantifikacije z metodo PCR v realnem Casu smo izkoristili za spremljanje
koncentracije bakterije E. amylovora v latentnih vzorcih. Bakterija se je namnozila v
razponu od 10° celic/mL — 10° celic/mL. Ugotovili smo, da je bakterijo zelo teZko iz takih
vzorcev tudi izolirati, kljub velikim koncentracijam bakterije v vzorcu. Pri tem smo tudi
ugotovili negativen ucinek zamrzovanja obogatitev CCT pred nanosom na plosce CCT.
Zato je priporoc€ljivo takoj po inkubaciji obogatene ekstrakte takoj nanesti na trdna gojisca
CCT.

Podobna bolezenska znamenja, ki jih povzroca bakterija E. amylovora lahko povzroc¢ajo
tudi bakterije iz rodu Pseudomonas. Ker ni veliko podatkov o prisotnosti in raznolikosti teh
bakterij na rastlinah v Sloveniji smo vecje Stevilo sevov iz razli¢nih gostiteljskih rastlin
tudi analizirali z razlicnimi metodami. Metoda z najvec¢jim diskiminatornim indeksom, ki
smo jo uporabili je bila BOX — PCR, kjer smo ugotovili, da imajo lahko enak prstni odtis
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DNA sevi iz razlicnih gostiteljskih rastlin, ali pa imajo lahko sevi ene gostiteljske rastline
zelo razliéne prstne odtise DNA. Posebej smo prikazali raznolikost sevov izoliranih iz
jablan.

Na podlagi restrikcijske analize PCR produkta pomnoZevanja 16S rDNA z encimom Rsal
smo v vecini lahko lo¢ili med HR pozitivnimi in HR negativnimi bakterijami rodu
Pseudomonas. Pri HR pozitivnih sevih rodu Pseudomonas z restrikcijskim tipom Rsa 1
smo opazili dva razlicna Mnl restrikcijska tipa. Pri tem so bili na izvedenih testih
patogenosti v vecini pozitivni le sevi z restrikcijskim tipom Mnl 2.

Opazili smo povezavo med dolo¢enimi skupinami BOX in sposobnostjo sinteze toksinov
saj so bili v dolo¢ene skupine BOX uvrsceni sevi, ki so bili v ve€ini sposobni sinteze
toksinov, pri tem da smo imeli skupine BOX, kamor so bili uvrséeni sevi, ki te sposobnosti
niso imeli. V povezavi s sposobnostjo sinteze toksinov smo potrdili ugotovitve prej$njih
raziskovalcev, da je za patogenost sevov zelo pomembna sposobnost sinteze toksina.

Z metodo BOX-PCR v kombinaciji z LOPAT testi smo uspesno razvrstili vecino izoliranih
sevov Vv vrste in patovarje. lzolirali smo seve iz razli¢nih patovarjev iz vrste P. syringae.
Tako smo poleg sevov iz patovarja syringae izolirali Se seve, ki smo jih uvrstili v patovar
phaseolicola ter morsprunorum. Iz vzorca jablane in kutine pa smo izolirali tudi bakterijo
P. viridiflava.

Poleg HR pozitivnih bakterij iz rodu Pseudomonas smo izolirali in analizirali tudi HR
negativne bakterije. Nekateri med njimi so bili sposobni mocne inhibicije rasti bakterije
E. amylovora, kar je pomembno pri diagnostiki bakterije E. amylovora, saj lahko ovirajo

.....

biokontrolni agensi.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Erwinia amylovora je bakterija, ki povzro¢a bolezen hrusev ozig, ki prizadene rastline iz
druzine Rosaceae. Bolezenska znamenja, ki jih povzroca se lahko zamenjujejo tudi z
ostalimi patogenimi bakterijami, predvsem z bakterijo Pseudomonas syringae.
Ugotavljanje prisotnosti bakterije iz vzorca z izrazenimi bolezenskimi znamenji je navadno
enostavna, saj je bakterija prisotna v velikem S$tevilu. Problemi nastanejo pri vzorcih, kjer
so nekroze napredujoce, pri vzorcih tretiranih z antibakterijskimi sredstvi ali pri vzorcih
brez izrazenih bolezenskih znamenj, kjer je koncentracija bakterije navadno nizka. V teh
primerih je potrebna uporaba obcutljivih in specifi¢énih metod.

Z razvojem molekularnih tehnik za dolo¢anje mikroorganizmov so se tudi za ugotavljanje
prisotnosti bakterije E. amylovora pojavile razlicne metode PCR, ki temeljijo na
pomnozevanju kromosomske DNA (Bereswill in sod., 1995; Guilford in sod., 1996; Maes
in sod., 1996; Obradovic in sod., 2007 ), ali plazmida pEA29 (Bereswill in sod., 1992,
McManus & Jones, 1995, Llop in sod., 2000), za katerega se je dolgo mislilo, da je
prisoten v vseh sevih. Nedavno pa so v Spaniji (Llop in sod., 2006) in nato tudi na drugih
geografskih obmocjih (Llop in sod., 2008) odkrili seve, ki so bili brez tega plazmida, pri
tem da so bili ti sevi $e vedno virulentni. Z molekularnimi tehnikami s tar¢o na plazmidu
pEA29 tako lahko dobimo laZzno negativen rezultat. Tudi PCR v realnem casu za
ugotavljanje prisotnosti E. amylovora sta bila razvita ze dva amplikona, vendar sta oba
amplikona nalegala na plazmid pEA29. Potrebo po PCR v realnem ¢asu za zanesljivo
ugotavljanje prisotnosti tega patogena s tar¢o na kromosomski DNA so poleg nas opazili
tudi drugi raziskovalci in zato so se skoraj hkrati pojavila Se dva amplikona na
kromosomski DNA (Lehman in sod., 2008; Mohammadi in sod., 2009).

Za razvoj PCR v realnem ¢asu smo izbrali dve regiji. Prva je na operonu ams, ki je
pomemben za sintezo amilovorana, to je polisaharid, ki je edinstven za to bakterijo. Poleg
tega je zelo pomemben za virulenco te bakterije. Amplikon smo razvili na genu amsC,
znotraj Ze obstojece regije, kjer so Bereswill in sod (1995) razvili zacetne oligonukleotide
za klasi¢no reakcijo PCR. Druga regija, ki smo jo izbrali je intergenska regija med 16S in
23S rDNA. To je podrocje, ki se ga pogosto uporablja za razvoj molekularnih tehnik, saj je
regija zelo specificna za posamezne vrste bakterij. Amplikon smo razvili na 139bp dolgi
regiji, ki pa naj bi bila prisotna samo pri sevih izoliranih iz rastlin iz poddruZine
Pomoideae in ne pri sevih, ki okuzujejo rastline iz Rubusa (Mcghee in sod., 2002).

Po veljavnih standardih je vsako na novo razvito metodo, ki jo Zelimo uporabljati v
diagnosticne metode potrebno primerno validirati, kar vkljucuje preizkus specifi¢nosti in
obcutljivosti ter preizkus na resni¢nih vzorcih. Tako smo specifi¢nost metode preverili na
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preko 200 sevih bakterije E. amylovora z razliénimi znacilnostmi in iz razli¢nih
geografskih podro¢jih. Na morebitno nespecificno pomnozevanje smo metodo preverjali
pri razli¢nih sorodnih bakterijah, biokontrolnih agensih, bakterijah, ki so prisotne na istih
gostiteljskih rastlinah, simptomati¢nih ekstraktih. Rezultati so se ujemali z pricakovanimi,
saj smo z amplikonom Ams dobili pozitivno pomnoZevanje pri vseh sevih E. amylovora, z
amplikonom ITS pa pri vseh sevih razen iz Rubusa. Medtem ko pri ostalih sorodnih
bakterijah nismo opazili nespecifi¢cnega pomnozevanja pa Smo z amplikonom ITS dobili
pozitivne rezultate tudi pri sevih iz rodu Erwinia iz Hokkaida, kar dokazuje da imajo ti sevi
nekakSen vmesni status med bakterijama E. amylovora in E. pyrifoliae.

Obcutljivost nove metode smo preverjali tako na red¢itveni vrsti suspenzije bakterije E.
amylovora kakor tudi pri simptomati¢nih ekstraktih z dodano znano koncentracijo bakterije
v kombinaciji z razliénimi metodami izolacije nukleinskih kislin. Ugotovili smo, da je
obcutljivost metode PCR v realnem casu pri testiranju suspenzije blizu teoreticne meje
ob&utljivosti te metode, saj smo z metodo zanesljivo dolo¢ili koncentracijo 1,8 x 10°
celic/mL (= 4 celice na reakcijo). Pri primerjavi razli¢nih ekstrakcijskih metod smo
ugotovili, da najnizje vrednosti Ct dobimo pri DNeasy in QuickPick ekstrakcijski metodi.
Ti dve metodi sta bili tudi najuspesnejsi pri odstranjevanju inhibitorjev, kar smo ugotovili z
izratunom uéinkovitosti reakcij. Mediana verjetnosti dolocanja pri simptomati¢nih vzorcih
s koncentracijo 1,8 x 10° E. amylovora celic/mL v kombinaciji z QuickPick izolacijo je
bila pri vseh treh amplikonih 100%. Pri koncentraciji 1,8 x 10° E. amylovora celic/mL pa
je bila najvecja verjetnost dolocanja z amplikonom ITS, kar je bilo tudi pri¢akovano, glede
na znano prisotnost vec¢jega Stevila tar¢ na genomu. V primerjavi z uveljavljeno vgnezdeno
PCR (Llop in sod., 2000) smo ugotovili, da je nova metoda, bolj obcutljiva, zanesljiva in
tudi bolj primerja za hkratno analiziranje vecjega Stevila vzorcev.

Metodo smo v letih od 2007 - 2009 uspesno uporabili za testiranje vzorcev z izrazenimi
bolezenskimi znamenji in tudi latentnih vzorcev ter za potrjevanje izoliranih sevov. Z
Morebitno navzkrizno reaktivnost pa zmanjSamo z uporabo razli¢nih amplikonov v reakciji
PCR v realnem casu.

Metoda PCR v realnem c¢asu je primerna tudi za spremljanje koncentracije bakterije v
postopku obogatitve v gojis¢u CCT in King B. Na tak na¢in ugotovimo zivost celic in
sposobnost razmnozevanja. Kljub temu, da se je v naSem poizkusu bakterija v vseh
primerih namnozila (od 10° — 10° celic/mL) smo jo uspeli izolirati le v majhnem delezu na
plos¢éah CCT po obogatitvi. Ugotovili smo tudi negativen ucinek zamrzovanja obogatitev
CCT pred nanosom na plosce CCT.

Bakterije rodu Pseudomonas so v naravi pogoste in prisotne na rastlinah, v zemlji, vodah
in tudi v ozra¢ju. Njihova vloga v zivljenju rastlin je zelo raznolika, nekatere sodelujejo pri
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obrambi pred skodljivci, izboljSujejo rast, druge povzrocajo bolezni. Na sadnem drevju jih
najpogosteje opisujemo kot povzrocitelje bolezni, ki povzro¢ajo manjSo Skodo, V
primerjavi z E. amylovora. Navadno zmanjsajo kvaliteto plodov, ¢eprav v povezavi z
zmrzaljo lahko povzrocijo tudi odpadanje cvetov in s tem obcutno zmanjSanje pridelka ali
oslabijo drevesa s povzrocanjem razjed na vejah in deblih. Taksonomija teh bakterij je zelo
tezavna, saj je raznolikost izredno velika. Pri vrsti Pseudomonas syringae so s tem
namenom uvedli sistem patovarjev, kjer so zeleli na tak nacin lociti bakterije znotraj vrste
glede na gostiteljske rastline, kjer povzroca bolezenska znamenja. Doloceni patovarji imajo
zelo ozek krog gostiteljskih rastlin na katerih povzrocajo bolezenska znamenja, lahko pa
seve iz enega patovarja najdemo na zelo razli¢nih gostiteljskih rastlinah, tak primer je
patovar syringae.

Med na$imi izolati smo veéina izolatov uvrstili v vrsto P. syringae in glede na gostiteljske
rastline iz katerih so bili izolirani ter izvedenih testih jih veina sodi v patovar Syringae.
Raznolikost sevov bakterije Pseudomonas syringae na razli¢nih gostiteljskih rastlinah so
raziskovali Ze razli¢ni raziskovalci (Little in sod., 1998; Scortichini in sod., 2003: Gilbert
in sod., 2009). Zelo pogosta metoda ugotavljanje raznolikosti teh sevov so metode
repetitivnin PCR. Iz analiz pridobljenih prstnih odtisov DNA so nekateri raziskovalci
prisli do zakljucka, da imajo sevi iz istih gostiteljskih rastlin bolj podobne prstne odtise
DNA v primerjavi s sevi iz drugih gostiteljskih rastlin (Sundin in sod., 1994; Little in sod.,
1998). Nekateri drugi avtorji (Scortichini in sod., 2003) so dobili nasprotujoce podatke in
so prav tako kot pri nasi raziskavi dobili iz istih gostiteljskih rastlin zelo razli¢ne prstne
odtise DNA hkrati pa so dobili enak prstni odtis iz sevov iz razli¢nih gostiteljskih rastlin.
Po do sedaj znani literaturi (Cheng in sod., 1989) se sevi P. syringae pv. syringae iz fizola
razlikujejo od ostalin P. syringae pv. syringae sevov iz drugih gostiteljskih rastlin.
Razlikovali naj bi se tako po bolezenskih znamenjih, ki jih povzrocajo na fizolu kakor tudi
po analizah prstnih odtisov DNA. NaSe ugotovitve se s tem ne skladajo, saj smo iz dveh
vzorcev jablan in vzorca kutine izolirali seve, ki so na strokih fiZzola povzrocali bolezenska
znamenja podobna kakor kontrolna bakterija izolirana iz fizola. Poleg tega so imeli ti sevi
med seboj tudi zelo podoben prstni odtis DNA.

Pokazali smo tudi veliko raznolikost sevov iz jablan. Poleg veCine sevov iz skupine
LOPAT Ia, jih je bila kar 35% uvr$éena v skupino LOPAT Ib kar ni znacilno za patovar
syringae. Nekateri med njimi inhibirajo rast glive R. pilimanae, vendar na testih
patogenosti tako na plodovih hrusk in listih ter fizolu ne povzrocajo bolezenskih znamen;.
Iz enega vzorca jablane in kutine smo izolirali tudi bakterijo P. viridiflava. To je patogena
bakterija, ki so jo Ze izolirali iz zelo razli¢nih gostiteljskih rastlin, kot so paradiznik, fizol,
kivi, melone, krizanteme, jaj¢evci, blitva in solata. Bakterija je pogosto na rastlinah
prisotna kot epifit. Ali so bila bolezenska znamenja, ki smo jih opazili pri vzorcu jablane in
kutine povzroCena s to bakterijo nismo dokazali, sta pa bila oba seva pozitivna pri testu
patogenosti na listih hrusk.
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Ugotovili smo, da so na izvedenih testih patogenosti bili praviloma pozitivni sevi, ki so bili
sposobni sinteze toksina, kar se ujema tudi z Ze izvedenimi $tudijami (Bender in sod.,
1999; Gilbert in sod., 2010). Na podlagi restrikcijske analize 16S rDNA, ki je bila izvedena
na omejenem S$tevilu izolatov, je vec¢ina HR pozitivnih sevov imela drugacen profil od HR
negativnih sevov. Pri sevih, ki so imeli restrikcijski profil Rsa 1 smo opazili dva razli¢na
restrikcijska profila Mnl. Sevi z restrikcijskim profilom Mnl 2 so bili bolj patogeni na
plodovih in listih hrusk ter tudi na testu patogenosti na fizolu kot sevi z restrikcijskim
profilom Mnl 1.

Poleg sevov Pseudomonas syringae smo okarakterizirali tudi 26 HR negativnih sevov.
Vecina jih je bila izolirana v letu 2003, v kasnej$ih letih HR negativnih sevov nismo vec
shranjevali. Med temi sevi smo opazili tudi, da nekateri inhibirajo rast bakterije E.

.....

potencialno uporabili za biolosko kontrolo.

6.2 SUMMARY

Erwinia amylovora causes fireblight on rosaceous host plants. Symptoms could be
confused with other bacterial diseases especially with the symptoms caused by
Pseudomonas syringae. The detection of Erwinia amylovora in symptomatic samples is
usually straightforward as bacteria are present in large numbers and grow well on artificial
media. Reliable diagnosis, however, can be difficult when bacteria are hindered in their
growth on artificial media or their numbers are low due to abundant tissue necrosis,
samples treated with pesticides or bactericidal compounds, and symptomless samples. For
such samples a sensitive and specific method of detection is needed.

With the development of molecular methods for microbial detection, different PCR
methods for E. amylovora detection became available. Some methods have target on
chromosomal DNA (Bereswill et al., 1995; Guilford et al., 1996; Maes et al., 1996;
Obradovic et al., 2007) and others on plasmid pEA29 ((Bereswill et al., 1992, McManus &
Jones, 1995, Llop et al., 2000). Recently, strains lacking the pEA29 plasmid were found in
Spain (Llop et al., 2006) and in various other geographical areas (Llop et al., 2008). They
were still virulent, so using a method targeting plasmid pEA29 could cause a false negative
result. Real time PCRs for detection of E. amylovora were also already developed but both
target plasmid pEA29. There was a general need to develop a sensitive method targeting
chromosomal DNA and besides our amplicons, two other targeting chromosomal DNA
became available (Lehman et al., 2008; Mohammadi et al., 2009).
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Two regions of chromosomal DNA were selected as targets for the design of primers and
TagMan probes: The first was on ams operon involved in the synthesis of the capsular
polysaccharide amylovoran, which is unique to E. amylovora. Amplicon was designed on
amsC gene, internal to the target sequence of the primers designed by Bereswill et al.
(1995). The second amplicon was designed on 16S-23S rRNA intergenic spacer region
(ITS). The 16S-23S ITS regions are extremely variable in size and sequence, even within
closely related taxonomic groups and have been proven useful in detecting many bacterial
species. The assay targets a 139 bp sequence present on some rRNA operons (McGhee et
al., 2002). In the original study this sequence was present only in Erwinia amylovora
strains from fruit trees and not in the strains from Rubus spp. (McGhee et al., 2002).

For using new detection methods in a diagnostic laboratory the methods should be properly
validated, which includes specificity, sensitivity and testing on real samples. The
specificity of newly designed amplicons was tested in over 200 E. amylovora strains of
different geographic origins and characteristics, in other bacteria pathogenic to rosaceous
plants, related bacteria, DNA from biocontrol agents, isolates from necrotic tissue and
plant DNA extracted from samples of different hosts with blight symptoms. Amplification
matched our expectations as all E. amylovora strains gave positive signals when amplified
with real-time PCR targeting the amsC sequence, while ITS amplicon gave positive signals
with all E. amylovora strains except the strain from Rubus. While no non-specific
amplifications were observed, the ITS assay gave a clear positive signal with Erwinia spp.
strains from Hokkaido, possibly reflecting their intermediate taxonomic status.

The sensitivity of the method was tested on serial dilution of E. amylovora in water as well
as in spiked symptomatic samples extracted with different DNA- extraction methods. With
both amplicons 1.8 x 10° E. amylovora cells/mL (= 4 cells per reaction) were reliably
detected in water suspension showing that sensitivity of all the assays is close to/equal to
the theoretical sensitivity of the method. DNA — extraction method influenced Ct values
and amplification efficiency, with the DNeasy and QuickPick extraction performing best.
With those two methods we were also able to remove inhibitory substances from samples,
which is clearly indicated with calculated efficiency. The median detection probability in
symptomatic samples with E. amylovora concentration of 1.8 x 10° cells/mL in
combination with QuickPick DNA-extraction methods was 100% with all three amplicons.
On the other hand, detection was most probable with the ITS amplicon concentration of 1.8
x 107 cells/mL since the target sequence is present in a higher number of copies in the
genome. Compared to the widely used nested-PCR, the new method is more sensitive and
reliable and suitable for high-throughput analysis.

The new method was successfully used in 2007, 2008 and 2009 for testing not only
symptomatic but also latently infected samples and for confirmation of isolated strains.
With this method we have increased the testing reliability of those samples where, for
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some reason, we cannot isolate bacteria. Potential cross-reactivity in some samples is
minimised by using several amplicons in real-time PCR reaction.

The real-time PCR method has also proven useful when estimating bacterial concentration
during the enrichment process in CCT and King’s B media, which gives us information
about the viability of bacteria. Although the bacteria multiplied in all samples from
concentration 10° to 10° cell/mL we were only able to isolate it in a few cases. We have
also observed a negative effect of freezing of CCT enrichment before striking it on CCT
plates. However this was not the case with KB enrichment.

Bacteria from genus Pseudomonas are widely present on plants, in soil, waters and also in
the atmosphere. Some of them can participate in plant defence against pests and help to
improve plant growth, while others are pathogenic. Pathogenic bacteria from genus
Pseudomonas can often be found on fruit trees, where they can, in most cases, cause milder
symptoms, usually by decreasing the quality of fruits. However, under some conditions, for
example, in frost they induce flower loss, which can significantly decrease the crop. In
addition, they can also cause extensive necrosis on trunk and branches, which can weaken
the trees. Bacteria from this genus are very diverse, therefore, the taxonomic identification
iIs very difficult. For P. syringae species the division in pathovars was established in order
to help distinguish strains according to the host plant. Most of the pathovars appear to be
relatively narrow host range strains, except for those classified as pathovar syringae.

Most of our isolated strains were identified as P. syringae pv. syringae . The diversity of P.
syringae strains has already been studied by a few researchers (Little et al., 1998;
Scortichini et al., 2003: Gilbert et al., 2009). The most common method used was
repetitive PCR, which indicated that strains from the same plant species have similar
fingerprints compared to strains from several different plant species (Sundin in sod.; Little
et al., 1998). On the other hand, Scortichini et al. (2003) obtained data that contradicted
previous researches since they noticed that strains from one plant species can have
different fingerprints and strains isolated from different hosts can have identical profiles.
During our research we obtained similar results to those of Scortichini et al. (2003). On the
other hand, according to Cheng et al. (1989), P. syringae pv. syringae from beans have
different DNA fingerprints than P. syringae pv. syringae from other host plants. They also
cause different symptoms on host plants. However, our results show that strains isolated
from quince and apple trees can cause similar symptoms on bean pods to the reference
strains originally isolated from bean plants. Moreover, all strains had a very similar DNA
fingerprint.

Also a great diversity of strains from apple trees was shown. Besides the majority of strains
belonging to the LOPAT group la, 35% of strains was classified as LOPAT group Ib,
which is not very typical for pv. syringae. Some of them can inhibit the growth of fungus
R. pilimanae, but they do not cause symptoms on pear fruits, leaves or bean pods. Out of
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two samples we also isolated P. viridiflava, which can be found on tomato, kiwi, melon
and several other plants. Since this bacterium is often present on plat leaves as epifit, we
cannot be certain that the symptoms were actually the consequence of P. viridiflava
infection, although both strains were positive on pathogenicity test on pear leaves.

Similarly to Bender et al. (1999) and Gilbert et al. (2010), we have also noticed that most
of the strains positive in pathogenicity tests, were also able to produce toxin. Our 16S
rDNA restriction analysis showed that most of the HR positive strains had different
profiles than HR negative strains. Strains that had Rsa 1 restriction profile had two
different Mnl restriction profiles. Strains with Mnl 2 caused stronger symptoms on pear
fruits and leaves as well as in the pathogenicity test on bean p.

Besides P. syringae pv. syringae, we have also characterized 26 non-pathogenic strains.
Most of them were isolated in 2003 since in the following years HR negative strains were
not stored for further analysis. In some of those strains we have observed inhibitory
properties against E. amylovora, which can have a negative effect on E. amylovora
isolation from plant samples.
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PRILOGA 1 : Sestava gojis¢ uporabljenih v raziskavi

ANNEX 1: Composition of media used for experiments

King B gojisée

Proteozni pepton (Difco No.3/Oxoid, L85) 20 g/L
K,HPO, 15 g/L
MgSO,-7H,0 1,59/L
Glicerol (Difco glicerol 228220) 15 mL (~ 18,9 g)/L
Agar (Oxoid No. 3) 15g/L
pH=7,0-7,2

SNA gojisce

Nutrient broth (Difco 0003) 8 g/L
NaCl 8 g/L
Saharoza 50 g/L
Agar (Oxoid No. 1) 15 g/L
pH=7,0-7,2

CCT gojisce

saharoza 100 g/L
sorbitol (Sigma S-0900) 10 g/L
Niaproof (Sigma N-1404) 1,2 mL/L
Kristal violet (0,1% v absolutnem etanolu) 2 mL/L
Nutrient broth (Difco 0003) 8 g/L
Agar (Oxoid No. 1) 15 g/L
pH=70-7,2

Po avtoklaviranju dodamo:

Talijev nitrat (1% raztopina) 2 mL/L
Cikloheksimid 50 mg/L
NA gojisce

Nutrient broth (Difco 0003) 8 g/L
Agar (Difco) 15¢g/L
pH=72-74

se nadaljuje
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PRILOGA 1 : Sestava goji$¢ uporabljenih v raziskavi

ANNEX 1: Composition of media used for experiments

TSBA gojisce
Trypticase Soy Broth
Agar Granulated

pH=7,2-74

PGNaCl gojisce

Pepton (Bacto pepton, Difco)
Glukoza (Kemika 0705007)
NaCl

Agar (Difco)

Medium 2 agar
Kvasni ekstrakt (Oxoid L21)
Pepton (Difco Bacto 211677)

NaCl
KH,PO, (Riedel - ...)
Na;HPO, (Merck 1.06586)

Agar (Oxoid No. 1)
pH =7 (umerjamo z NaOH)

MYA2 (malt 2% yeast extract)
Malt exstract (Biolife)

Yeast extract (Oxoid L21)
Agar (Oxoid No. 1)

30 g/L
15 g/L

59/L
10 g/L
59/L
11 g/L

2g/L
59/L
59/L
0.45 g/L
0,96 g/L
8 g/L

20 g/L
1g/L
20 g/L



PRILOGA 2 : Priprava reakcijskih meSanic za polimorfizem dolZzin restrikcijskih fragmentov pomnozene 16S

rDNA ter pogoji pomnozZevanja v reakciji PCR

ANNEX 2 : Reaction mixes for restriction fragment length polymorphism analysis of 16S rDNA and PCR

program of amplification

Reakcijska meSanica za reakcijo PCR:

Sestavina pL za 1 vzorec
voda 35,875
10 x PCR pufer (Applied Biosystem) 5
MgCl, 3
dNTP miks (10mM) 4
27 fevb (10 uM) 0,5
1495 revb (10 uM) 0,5
AmpliTaq (5 U/uL, Applied Biosystem) 0,125
Vzorec 1
Program pomnoZevanja:
M 04°C, 3is 04°C, 30s M°C, 30s
72‘C,1ni1/ 'FTC,hlin/ TrC, 4min)
60°C, 3
35°C, s
50°C, 3ls
5 cldov 5 ckdov 30 clidov
Restrikcijska meSanica:
Sestavina uL za 1 vzorec
voda 8
Pufer G (encim Mnll); pufer Y+/Tanga (encim Rsal) 2
encim 1U
PCR produkt 10

T2°C, 7 min



PRILOGA 3: Dendrogram primerjave prstnih odtisov DNA HR pozitivnih bakterij rodu Pseudomonas in
kontolnih bakterij, dobljenih z BOX-PCR. Dendrogram je narejen s programskim paketom Bionumerics; za
izdelavo matrike podobnosti je bila uporabljena Pearsonova korelacija

ANNEX 3. Dendrogram obtained by comparison of BOX-PCR fingerprinting patterns from HR positive
bacteria from genus Pseudomonas and used reference strains. Dendrogram was produced with Bionumerics
software; similarity matrix based upon Pearson correlation
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PRILOGA 3: Dendrogram primerjave prstnih odtisov DNA HR pozitivnih bakterij rodu Pseudomonas in
kontolnih bakterij, dobljenih z BOX-PCR. Dendrogram je narejen s programskim paketom Bionumerics; za
izdelavo matrike podobnosti je bila uporabljena Pearsonova korelacija

ANNEX 3. Dendrogram obtained by comparison of BOX-PCR fingerprinting patterns from HR positive
bacteria from genus Pseudomonas and used reference strains. Dendrogram was produced with Bionumerics
software; similarity matrix based upon Pearson correlation
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B NBZ162 jsblana Ib
B nNBzi1172  jablana Ib
B NBZ18s  jablana Ib
B nNszs? jablana Ib 3
NIBZ 1248 Primula sp. P. syringae pv. primuize 6
NIBZ 1254  Lycopersicon escul P. vindiflava [
NIBZ 1257  Phaseols sp P. virdiflava )
B 4seD7 jablana 1 20
NIBZ854 o ia 2
NIBZ 1245  Alium porrum P.syringaepv.pori A
NIEZ 1238 Avena sativa P. syringae pv. coronaf. 4
NIEZ 1248  Avena sativa P. syringae pv. strisfaci. 4
NIBZ 1235 Aesculus indica P. syringae pv. sesculi 2
NIBZ 1243 Myrica rubra (tige, g. P. syringae pv. myricas 2
B ezsn NS T e
NIBZ 1250  Nicotiana tabscum P. syringae pv. tabaci 2
NIB Z 830 P. syringae pv. glycinea 2
NIBZ 1242 Morus slba 2
B nNBZi10 fidol Ia “
W NBzi02  fiol g A |
L NIBZ 1273 fidol P. syringae py. phaseol.2
NIB 2888 P. syringae pv. phaseol.2
NIBZ825  Olea europses. P. savastanoi py. savas.2
NIBZ504  fiol ia G
B owezss ST "
B NBZ170  jablna I fee ]
B nszm2 jablana Ib 135
NIBZ 1241  Brasica oleracea var. P. syringae pv. macuiicod
NIBZ 1251  Thes sinensis P.syringae pv. these 8
NIBZ 1233 Coryls avelana P, avalianas 8
NIBZ 1252 Lyoopersicon escul P. syringae pv. tomato 3
B NEBZs42  jablana I .
NIBZ 1238  Helianthus annuus P. syringae pv. hefianthi 70
NIBZ 1224  Cannabis sativa P. cannabina 9
NIBZ 1247  Primula sp. P. syringae pv. primuize 3
NIBZ123%  Apium graveolens c. P.syringaepv. api 3
NIBZ 1244  Phiadelphus coronar. P. syringae py. phiadel. 3
B NBZ5sT  hudka Ia 21
W nBzeo? jablana la 21
NIBZ423  jablana s 18
NIBZ583  jablana Ia 8

NIBZ1288  Pyrus communis P vindifava 8



Priloge na CD mediju:

PRILOGA 4: Program KingFisher mL sistema za izolacijo nukleinskih Kislin
ANNEX 4: Program of KingFisher mL system for DNA extraction

PRILOGA 5: Rezultati PCR v realnem ¢asu pri pomnoZevanju suspenzije E. amylovora v vodi v treh logenih
reakcijah

ANNEX 5: Results of amplification using real time PCR of E. amylovora in water suspension in three
different reactions

PRILOGA 6: Rezultati reakcij PCR v realnem casu pri pomnozevanju ekstraktov z dodano suspenzije E.
amylovora v koncentraciji od 1,8 x 10° — 1,8 x 10% celic/mL pri razli¢nih nacinih izolacije DNA

ANNEX 6: Results of amplification using real time PCR of spiked extracts with concentrations 1,8 x 10° — 1,8
x 10% E. amylovora cells/mL isolated with different DNA extraction methods

PRILOGA 7: Rezultati reakcij PCR v realnem ¢asu pri pomnozevanju ekstraktov iz razlicnih gostiteljskih
rastlin, z dodano suspenzijo E. amylovora v koncentraciji 1,8 x 10* — 1,8 x 107 celic/mL. Vkljugeni so tudi
rezultati pomnozevanja ekstraktov brez dodane bakterije E. amylovora.

ANNEX 7: Results of amplification using real time PCR of spiked extracts from different hosts with
concentrations 1,8 x 10° — 1,8 x 10% E. amylovora cells/mL. The results of amplification of non-spiked extracts
are included.

PRILOGA 8: Povpre¢ne vrednosti Ct vzorcev pred obogatitvijo v King B in CCT gojis¢u pri amplikonu Ams,
ITS in plazmidnem amplikonu

ANNEX 8: The average Ct values of samples before enrichement in CCT and King's B media obtained with
Ams, ITS and plasmid amplikons

PRILOGA 9: Koncentracija bakterije E. amylovora po obogatitvi v CCT in King B gojis¢u, kvantificirana pa
podlagi rezultatov PCR v realnem cCasu. Prikazana je tudi uspes$nost izolacije bakterije E. amylovora iz
obogatitev na plos¢ah CCT

ANNEX 9: Concentration of E. amylovora after enrichment in CCT and King's B media kvantitated using real
time PCR. Also succesfulnees of isolation E. amylovora from enrichments in CCT is shown.

PRILOGA 10: Rezultati analiz izoliranih in kontrolnih bakterij uporabljeni v $tudiji diverzitete bakterij rodu
Pseudomonas

ANNEX 10: Results of analysis isolated and reference strains used in research of bacteria from genus
Pseudomonas diversity

PRILOGA 11: In-silico analiza restrikcije pomnozene 16S rDNA z encimoma Rsal in Mnll pri razli¢nih
bakterijah rodu Pseudomonas

ANNEX 11: In-silico analysis of restriction with Rsal in Mnll enzymes in different bacteria from genus
Pseudomonas



