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IZVLECEK

Bakterijski hrugev ozig, ki ga povzrota bakterija Erwinia amylovora (Burrill) Winslow
et al., je karantenska bolezen sadnega drevija in nekaterih okrasnih rastlin. Bolezen je
zastopana Ze skoraj po vseh drzavah Evrope, tudi pri nagih sosedah, zato njen morebit-
ni vnos predstavlja resno groznjo za pridelavo hrusk, jabolk in drugega sadilnega
materiala v Sloveniji. Postopek laboratorijskega testiranja, ki ga predpisuje organizaci-
ja EPPO (European Plant Protection Organization), temelji na izolaciji bakterije na
semiselektivnih in neselektivnih gojigcih, serologkih tehnikah (aglutinacijski in
imunofluorescenéni test), biokemijskih testih in testu patogenosti na nezrelih
plodovih hrugk. Kot dopolnilo nastetim laboratorijskim testom smo uvedli moleku-
larno metodo PCR za potrditev izolirane bakterijske kulture Erwinia amylovora, ki
hkrati omogota dolocanje in razlikovanje od bakterije Pseudomonas syringae pv.
syringae, povzrotiteljice bolezni z zelo podobnimi bolezenskimi znamenji kot hrugev
ozig, in od drugih pogostih bakterij sadnega drevja. V prispevku predstavljamo rezul-
tate testov PCR z uporabo razli¢nih zacetnih oligonukleotidov, ki specifi¢no
pomnozujejo fragmente bakterijske DNK.
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ABSTRACT

THE USE OF MOLECULAR BIOLOGY METHODS FOR DETECTION
OF OF PHYTOPATHOGENIC BACTERIA: THE STUDY CASE
OF Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.

Fireblight, caused by bacteria Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al., is a quaran-
tine disease on fruit trees and ornamental plants recorded in most European countries.
The fact that fireblight is present in all countries neighbouring Slovenia represents a
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very high possibility of it’s introduction to Slovenia, which is a serious treat to
Slovenian fruit growing, especially production of pears and apples. A testing proce-
dure reccomended by EPPO (European Plant Protection Organization) includes: isola-
tion of bacteria by plating on semiselective and non-selective media, serological meth-
ods (agglutination and immunofluorescence), biochemical tests and pathogenicity test
on immature pear fruits. As an addition to all these laboratory tests we have intro-
duced a molecular biology based method (PCR), which both confirms the Erwinia
amylovora (Ea) in a bacterial culture, and enables to distinguish Ea from other bacte-
ria such as Pseudomonas syringae pv. syringae, a causal agent of a disease similar to
fireblight regarding the symptoms, and from other frequently present bacteria on fruit
trees. The results of PCR testing with the use of different primers, which amplify bac-
terial DNA is presented.
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1. UVOD

Bakterijski hrusev ozig je karantenska bolezen, ki jo povzrota zelo agresivna bakterija
Erwinia amylovora (Ea). Bolezen, ki se je v zadnjih letih razgirila po vseh sosednjih
drZavah, je najbolj nevarna bolezen sadnega drevja in nekaterih okrasnih rastlin.
Bolezenska znamenja Ea so podobna tistim, ki jih povzrocajo nekateri drugi
povzrotitelji bolezni kot so: bakterija Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss); glive
Nectria cinnabarina, Nectria galligena in Phomopsis tanakae (Van der Zwet in Beer,
1995), zato je za zanesljivo diagnozo potrebna izolacija bakterije na gojigce in potrditev
z razli¢nimi testi.

V sklopu sistemati¢nega nadzora bakterijskega hrusevega oZiga v Sloveniji, ki ga vodi
Sektor za varstvo rastlin na Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano, izvaja
laboratorijske analize dolotanja bakterije Ea Nacionalni institut za biologijo. Postopek
in metode laboratorijskega dolotanja bakterije so povzete po OEPP/EPPO Bulletin 22
(1992): 225-231 in drugih avtorjih. Vzorec za laboratorijsko preverjanje latentne
okuzbe z bakterijo se vzor¢i ob uvozu ali med rastno dobo ob rednem obveznem
zdravstvenem pregledu rastlin rastlin iz uvoza in je sestavljen iz 100 poganjkov
dolZine 20-30 cm. V laboratoriju iz vzorca nakljutno izberemo 30 poganjkov in
vsakega razreZemo na 4 priblizno 1 cm dolge kostke. Kostke poganjkov inkubiramo v
ekstrakcijskem pufru, zaporedno centrifugiramo, da dobimo bakterijski ekstrakt. Pri
poganjkih z izraZenimi bolezenskimi znamenji odvzamemo tkivo na meji med zdrav-
im in okuZenim delom in ga inkubiramo v fosfatnem pufru. Bakterijski ekstrakt nane-
semo na semiselektivno modificirano Miller-Schroth gojiste, na katerem Ea tvori
rdeckasto-oranzne kolonije in na hranilno gojidce s sorbitolom na katerem proizvaja
polisaharid levan. King B gojis¢e uporabljamo za lotevanje od bakterije Pss, na
katerem slednja tvori fluorescentno barvilo, vidno pod UV svetlobo. Pri preglednem
seroloskem testu imunofluorescence uporabljamo specifitna monoklonska protitelesa.
Meja obcutljivosti testa je 10* celic/ml. Ekstrakt nanesemo tudi na rezine nezrelih
hrugk, na katerih Ea tvori znadilne kapljice eksudata. Na podlagi tipi¢ne morfologije
testiramo s testom patogenosti na nezrelih plodovih hrusk ali s testom hipersenzitivne
reakcije na listih tobaka (Schroth in Hildebrand, 1988). Bakterijo je potrebno reizoli-
rati in potrditi z imunofluorescenénim testom, aglutinacijo in nekaterimi
biokemi¢nimi testi (npr. API 20E). Za detekcijo bakterijskih bolezni se uporabljajo tudi
molekularne tehnike, zlasti PCR test, ki smo ga, zaradi zanesljivosti pregleda, uvedli
kot potrditveni test tudi v nafem laboratoriju. Za potrditev bakterije Ea z metodo PCR
je potreben izbor razli¢nih parov zagetnih oligonulkeotidov, ki pomnoZujejo bodisi
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odseke bakterijskega plazmida ali odseke kromosomskih regij DNK. V zadnjih letih se
veliko uporabljajo zagetni oligonukleotidi, ki pomnoZujejo odseke DNK z zapisom za
168 ribosomalno RNK (Luows et al., 1999; Maes ef al.,1996; Jeng et al., 1999).

2. MATERIAL IN METODE

podobni bakteriji Erwinia amylovora (Ea), Erwinia herbicola (Eh) in Pseudomonas
syringae pv. syringae (Pss). Na izolatih s sumom na Ea smo izvedli tudi imunofluo-
rescenéni test, aglutinacijo in nekatere biokemicne teste. Bakterijske izolate smo
nacepili v tekote hranilno gojisée NSBA (nutrient sorbitol broth agar). Po prekono¢ni
inkubaciji smo odvzeli 2 ml gojista in izolirali DNA z DNeasy Tissue kitom (Qiagen).
Za kontrolo smo DNA izolirali iz ved bakterij: Ea, Pss, Eh, Agrobacterium tumefaciens
(At). Za dolocanje Ea smo uporabili specifitne in univerzalne zacetne oligonukleotide.
Prvi par specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov (1A, 1B) pemnoZuje 0,9 kb parov dolg
odsek 29-kb dolgega plazmida pEA29. Plazmid je tipi€en za Ea in ima vlogo pri metab-
olizmu tiamina in razvoju bolezenskih znamenj (Bereswill et al., 1992). Drugi par
specifiénih zacetnih oligonukleotidov (AMSbL, AMSbBR) pomnoZuje 1,6 kb parov dolg
odsek kromosomske ams regije bakterije Ea. Znotraj te regije je pomnozZen celoten ams
B gen, ki ima vlogo pri sintezi eksopolisaharidov (Bereswill et al., 1995). Tretji par
specifi¢nih zadetnih oligonukleotidov (Ea71/1, Ea71/2) pomnoZuje 187 bp dolg odsek
kromosomske DNA bakterije Ea (Guilford et al., 1996). Vsi PCR produkti so bili anal-
izirani z agarozno gelsko elektroforezo. Za nespecifiéno pomnoZevanje DNK bakteri;
Ea, Eh, Pss smo uporabili univerzalna zatetna oligonukleotida (16SF, 16SR), ki
pomnoZujeta priblizno 1,5 kb parov dolg odsek gena za 16S ribosomalno RNK. PCR
produkt smo analizirali z metodo RFLP (angl. Restriction Fragment Length
Polymorphism) z encimom Eco R1 (Jeng et al., 1999).

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

Ea lahko prerastejo druge hitro rastote epifitske bakterije ali pa izgubi viabilnost med
vzoréenjem. Zato pri testiranju uporabljamo imunofluorescenco, s katero dolotimo
tudi neviabilne bakterije Ea. Z izbiro specifi¢nih monoklonskih protiteles se izognemo
navzkriznim reakcijam z drugimi bakterijami, zlasti saprofiti. PCR testi so zelo speci-
fieni, vendar imajo nekaj pomanjkljivosti. S specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi, ki
pomnozujejo odseke plazmida pEA29 (slika 3) ne moremo dolotiti sevov Ea, ki so brez
plazmida, zato je obvezna uporaba zadetnih oligonukleotidov, ki pomnozujejo odseke
kromosomsgke DNK (slika 4). Nekatere saprofitske bakterije sadnega drevja tvorijo
lazno pozitivne rezultate, ki jih lahko odpravimo z zniZanjem temperature vezave
zatetnih oligonukleotidov ali z restrikcijo PCR produkta. Z uporabo univerzalnih
zacetnih oligonukleotidov, ki pomnoZujejo odsek gena za 16S ribosomalno RNK
razli¢nih bakterij na sadnem drevju: Ea, Eh, Pss in At (slika 1), in restrikcijo dobimao
znatilen RFLP vzorec (slika 2). Encim Eco R1 reZe PCR produkt bakterije Ea na tri frag-
mente dolge 350, 500 in 650 bp, bakterije Eh na dva fragmenta dolga 650 in 800 bp in
bakterije At na dva fragmenta dolZine 600 in 800 bp. Encim ne cepi PCR produkta bak-
terije Pss.
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Slika 1: Agarozna gelska elektroforeza s PCR pomnoZenih odsekov 165 DNK: DNK
marker XIII, Boehringer Mannheim (1), negativna kontrola (2), Erwinia amylovora (3),
Erwinia herbicola (4), Pseudomonas syringae pv. syringae (5), Agrobacteriurm tumefa-
ciens (6)

Figure 1: Agarose-ge] electrophoresis of the PCR-amplified 16S rDNA fragment: DNA
ladder marker XII, Boehringer Mannheim (1), negative control, Erwinia amylovora (3),
Erwinia herbicola (4), Pseudomonas syringae pv. syringae (5), Agrobacterium tumefa-
ciens (6)

Slika 2: Restrikcija s PCR pomnoZenih odsekov 165 DNK z encimom Eco R1: 1kb DNK
marker, MBI Fermentas (1), negativna kontrola (2), Erwinia amylovora (3), Erwinia
herbicola (4), Pseudomonas syringae pv. syringae (5), Agrobacterium tumefaciens (6),
negativna kontrola restrikcije (7)

Figure 2: Eco R1 restriction profile of the PCR-amplified 16S rDNA: ), 1kb DNA mark-
er, MBI Fermentas (1), negative control (2), Erwinia amylovora (3), Erwinia herbicola
(4), Pseudomonas syringae pv. syringae (5), Agrobacterium tumefaciens (6), negative
restriction control (7)

V vzorcih smo na gojiscih izolirali ve¢ bakterijskih izolatov. Prvi izolat (3t. 1) je na
gojiscih morfolosko ustrezal Ea, serolosko je bil negativen na imunofluorescenénem
testu in aglutinaciji. PCR test s parom 1A, 1B zatetnih oligonukleotidov je tvoril lazno
pozitiven rezultat 1 kb (slika 4), s parom Ea71/1, Ea71/2, ki pomnoZuje del kromo-
somske DNK, je bil negativen. Drugi izolat morfolodko ni ustrezal Ea na gojiscih,
imunofluorescenéni test je bil negativen, aglutinacija pa pozitivna. PCR testi s pari 14,
1B, Ea71/1, Ea72/2 so bili pozitivni. LaZno pozitiven je bil tudi PCR s parom AMSDL,
AMSDBR zacetnih oligonukleotidov. Izolat smo poslali v laboratorij PPS, Wageningen,
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NLD, kjer so s profilom mascobnih kislin dolo¢ili, da gre za nepatogeno bakterijo iz
druzine Enterobacteraceae (rezultati niso prikazani).

S PCR testom s parom zacetnih oligonukleotidov 16SF, 16 SR in restrikcijo z Eco
Rismo potrdili tudi izolat epifitske bakterije Eh. Nobeden od izolatov s sumom na Pss
ni bil pozitiven na PCR testu s parom zadetnih oligonukleotidov 16SF, 16SR.

Slika 3: Agarozna gelska elektroforeza s PCR pomnoZenih odsekov plazmida pEA29:
negativna kontrola (1), Erwinia amylovora (2), Erwinia herbicola (3), Pseudomonas
syringae pv. syringae (5), Agrobacterium tumefaciens (6).

Figure 3: Agarose-gel electrophoresis of the PCR-amplified pEA29 fragment of Ea plas-
mid: negative control (1), Erwinia amylovora (2), Erwinia herbicola (3), Pseudomonas
syringae pv. syringae (5), Agrobacterium tumefaciens (6).
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Slika 4: Agarozna gelska elekiroforeza s PCR pomnoZenih odsekov kromosomske
DNK Ea: negativna kontrola (1), Erwinia amylovora (2), Erwinia amylovora podoben
bakterijski izolat na gojidcih (3), bakterijski izolat &t. 1 (4, 5).

Figure 4: Agarose—gel electrophoresis of the PCR-amplified chromosome DNA of Ea:
negative control (1), Erwinia amylovora (2), bacterial isolate suspicious on media (3),
bacterial isolate No. 1 (4, 5).
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4. SKLEPI

Postopek laboratorijskega dolotanja bakterije Erwinia amylovora temelji na uporabi
kombinacije razli¢nih klasi¢nih in novejsih, molekularnih metod. Za potrditev iden-
titete izoliranih bakterijskih kultur smo uvedli molekularno metodo PCR kot dopolni-
lo klasi¢nim laboratorijskim testom (izolacija na razlignih gojiscih, seroloski test
imunofluorescence, test patogenosti na rezinah hrusk, biokemicni testi, hipersenzitiv-
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na reakcija na listih tobaka). Za zanesljivo potrditev z metodo PCR je potreben izbor
razli¢nih zadetnih oligonukleotidov, ki pomnoZujejo ali odseke bakterijskega plazmi-
da pEA29 ali odseke kromosomskih regij DNK (ams regije) ali odseke DNK z zapisom
za 165 ribosomalno RNK. PCR test in restrikcija z encimom Eco R1 omogoda tudi raz-
likovanje od bakterije Pseudomonas syringae pv. syringae, povzrotiteljice bolezni z
zelo podobnimi bolezenskimi znamenji kot je hrudev oZig, in od drugih pogostih bak-
terij sadnega drevja (Erwinia herbicola, Agrobacterium tumefaciens).
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