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REZIME

U radu je ispitivana mogucnost utvrdivanja prisustva bakterije Xanthomonas axonopo-

dis pv. phaseoli na vestacki inokulisanom semenu pasulja. Ispitivanja su vrsena po metodi
International Seed Federation (ISF), ekstrakcijom bakterija iz semena i izolacijom na poluse-
lektivne podloge uz proveru patogenosti dobijenih izolata. Za potvrdu dobijenih rezultata
koris¢en je ELISA test i PCR.

Prema dobijenim rezultatima ova bakterija se moZe uspesno izolovati na poluselek-
tivne podloge MT (Milk Tween Agar) i XCP1 (Xanthomonas campestris pv. phaseoli Agar).
Patogenost je dokazana na mladim bilj¢cicama pasulja. ELISA testovi i PCR su potvrdili da svi
ispitivani izolati i reizolati pripadaju bakteriji X. a. pv. phaseoli.

Klju¢ne reci: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli; pasulj; seme; vestacka inokulacija;

ELISA; PCR

uvoD

Xanthomonas axonopodis pv.phaseoli (Smith) Vauterin
etal. (udaljem tekstu Xap) i varijetet Xanthomonas axo-
nopodis pv. phaseolivar. fuscans (Burkh.) Starr et Burkh.
(u daljem tekstu Xapf) su patogeni pasulja (Phaseolus
vulgaris L.) $iroko rasprostranjeni u svetu. Prisutni su
svugde gde se pasulj gaji, u podru¢jima tropske, sup-
tropske i umerene klime. U pojedinim zemljama trop-
skogklimatskog podruéja zabeleZeni su gubici 10-75%,
dok je u umerenom klimatskom podrudju ujuznim de-

lovima pokrajine Ontario (Kanada), 1971-1972. godi-

ne na osetljivoj sorti Sanilak gubitak bio 38% (Wallen
i Jackson, 1975). Xap je u Rumuniji, u periodu 1962-
1969. godine, prouzrokovao gubitke od 45% (Severin,
1971), a u Madarskoj, u periodu 1983-1985, gubici su
bili 46-62,6% (Németh, 1990).

Kod nas je ova bakterija ekonomski naj$tetnija bak-
terioza pasulja. Posebno se isti¢e jak intenzitet pojave
ove bakterije na pasulju koji se gaji na manjim parcela-
ma i u okuénicama, gde se za setvu koristi nesertifiko-
vano seme, bez deklaracije o zdravstvenom stanju i kva-
litetu (Balaz, 1996). Tokom leta &esto se zapaza i pot-
puno sudenje useva.
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Ova ¢injenica je vrlo bitna, jer seme predstavlja osnov-
ni izvor inokuluma ¢ime se omogucava Sirenje bakteri-
je na velike razdaljine. U mlade mahune ova bakterija
dospeva iz sprovodnog tkiva zarazenih biljaka, a odatle
prodire u seme ostvarujuéi unutrainju zarazu (Aggour
isar., 1989). Infekcija semenjade moze nastati i posred-
stvom zida mahune. Do zaraze semena dolazi i tokom
berbe, kada seme dospeva u kontake sa zaraZenim bilj-
nim ostacima (spolja$nja zaraza). Minimum 1000 do
10000 bakterija po semenu je potrebno da se iz obo-
lelog semena, pod povoljnim uslovima u polju, razviju
obolele biljke (Weller i Saetller, 1980).

Nosioci primarnih infekeija u polju su uglavhom
mlade biljke koje se razviju iz delimi¢no zaraZenog se-
mena. Pojava simptoma je uslovljena dostizanjem rela-
tivno visoke populacije, 100000 do 1000000 ¢el/g u
biljnom tkivu (Gilbertson i Maxwell, 1992), §to omo-
gudava sekundarno Sirenje bakterije. Wallen i Sutton
(1965) navode da je veoma mali procenat semena zara-
zenog bakterijom Xap (manji od 0,5%) dovoljan da pro-
uzrokuje jaku infekciju biljaka u polju.

U na$oj zemlji je tek u poslednje vreme publikova-
no nekoliko radova o problematici fitopatogenih bak-
terija na semenu i laboratorijskim metodama za njiho-
vu detekciju i identifikaciju (BalaZ i sar., 2003; Balaz i
Delibasi¢, 2005; Milijasevié i sar., 2007).

Bakteriju Xap nije lako detektovati, jer moze biti pri-
sutna na semenu sa vidljivim simptomima i bez simp-
toma (latentne infekcije). Zbog toga, detekeija bakte-
rija na semenu zahteva ekstrakciju bakterija iz semena
i njihovu identifikaciju, kori§¢enjem raznih dijagno-
stickih metoda.

Cilj ovog rada je bio razrada metode za detekciju Xap
na semenu pasulja, koju je opisao International Seed
Federation (ISF, 2006). Ispitivanja su obavljena u uslo-
vima ve§tacke inokulacije semena pasulja.

MATERIJAL | METODE

Dokazivanje Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli na semenu pasulja u uslovima
vestacke inokulacije

Ispitivanja su vr$ena u Laboratoriji za bakteriologiju
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu i Nacionalnoj
laboratoriji za ispitivanje semena u Novom Sadu, tokom
2006-2007. godine. Uzorak netretiranog semena pasu-
lja, sorte dvadesetica (domaca sorta, nastala iz hibrid-
ne populacije medijana x gradi$tanac) (Vasi¢, 1997) do-
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bijen je iz kolekcije Instituta za ratarstvo i povrtarstvo,
Novi Sad. Izolat bakterije koris¢en za ve§tacku inoku-
laciju semena (Xap, izolat X24) potice iz kolekcije bak-
terija Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, a za po-
redenjaikao referentni kori$¢eni su izolati Xap - GSPB
1241 i Xapf- CFBP 6165.

Za detekciju bakterija iz uzoraka semena pasulja ko-
ri{éena je metoda ISF (2006). Navedena metoda obu-
hvata ekstrakciju bakterija iz semena, izolaciju na po-
luselektivne podloge i proveru patogenosti dobijenih
izolata. U cilju potvrde identifikacije kori§¢ene su br-
ze savremene metode, i to seroloske (ELISA test) i mo-
lekularna (PCR).

Kirjakov (1999) je takode radio na dokazivanju Xap
na semenu pasulja pomocu ekstrakcije i izolacije na se-
lektivne i neselektivne podloge, s tim da je identifikacija
dobijenih izolata izvr§ena na osnovu testova patogeno-
sti i Biolog sistema (Biology MicroStation System).

Inokulacija semena pasulja

Veli¢ina uzorka je iznosila 5000 zrna pasulja, a podu-
zorci su se sastojali od po 1000 zrna (pet ponavljanja).
Izolat kori$¢en za vestatku inokulaciju semena je X24
(bakterija Xap), gajen na YDC podlozi (Yeast Extract
Dextrose Calcium Carbonate Agar) (Schaad, 1988), to-
kom 48 sati. Kori$¢ena je bakterijska suspenzija gustine
3x108 ¢el/ml podesena pomoéu McFarlandove skale.

Seme je inokulisano potapanjem u bakterijsku sus-
penziju preko noéi na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega
je tokom 24 sata su$eno na sterilnom filter-papiru.

Ekstrakcija

Poduzorci inokulisanog semena pasulja prvo su od-
mereni, azatim potapani u sterilni ekstrakcioni rastvor
(8,5 g NaCl, 0,2 ml Tween 20, 1000 ml H,O), u od-
nosu 1:2 (1 g semena u 2 ml ekstrakcionog rastvora).
Uzorci su zatim ostavljeni u frizider na inkubaciju pre-
ko no¢ina 5°C.

Izolacija na hranljive podloge

Nakon inkubacije, iz dobijenog ekstrakta vestacki
inokulisanog semena pasulja pripremana je serija ra-
zredenja do 1075. U petri-kutije pre¢nika 9 cm standar-
dnom metodom razmaza pomoc¢u staklenog $tapica za-
sejavano je po 0,1 ml od svakog razredenja kao i nera-
zredenog ekstrakta. Uporedo su zasejavani i kontrolni
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izolati Xap (X24, GSPB 1241 i CFBP 6165). Izolacija
je vr$ena na poluselektivne podloge:

1) MT (Milk Tween Agar) (Goszczynskai Serfontein,
1998): 10 g Protecose peptone No. 3 (Difco), 0,25 g
CaCl,, 0,5 g tirozina, 15 g agara i 500 ml destilovane
vode sterilisati u autoklavu 15 min na 121°C. Nakon
hladenja do 50°C, dodati 40 mg nistatina, 80 mg cefa-
leksina, 10 mgvankomicina, 10 g obranog mleka u pra-
hu (odvojeno sterilisanog u autoklavu sa S00 ml desti-
lovane vode) i 10 ml Tweena 80 (odvojeno sterilisanog
u autoklavu);

2) XCP1 (Xanthomonas campestris pv. phaseoli
Agar) (McGuire et al., 1986): 10 g peptona, 10 g KBr,
0,25 g CaCl,, 15 g agara, 10 g rastvorljivog skroba od
krompirai 1000 ml destilovane vode sterilisati u auto-
klavu 15 min na 121°C. Nakon hladenja do 50°C do-
dati 0,15 ml kristal violeta (1% vodeni rastvor), 10 mg
cefaleksina, 3 mg fluorouracila, 0,16 mg tobramicina,
40 mg nistatina i 10 ml Tweena 80 (odvojeno sterilisa-
nog u autoklavu).

Zasejane petri-kutije stavljene su na inkubaciju u ter-
mostat na 28°C tokom 4-5 dana. Ogled je izvoden u
dva ponavljanja.

Po zavrienoj inkubaciji uporedivan je izgled koloni-
ja dobijenih iz ekstrakta sa kolonijama kontrolnih izo-
lata Xap (iz razredenja gde se broj kolonija u petri-kuti-
jama kretao 30-300).

Kolonije bakterija koje su nakon razvoja na podloga-
ma MT i XCP1 ispoljavale sli¢nost sa kontrolnim izo-
latima Xap i Xapfpresejane su na kosu YDC podlogu i
posle 2-3 dana inkubacije izolati su ponovo uporedeni
sa kontrolnim. Za dalja prou¢avanja je odabrano deset
reprezentativnih izolata.

Provera patogenosti

Seme osetljivog genotipa pasulja, sorte zlatko, zase-
jano je u saksije sa sterilnom zemljom i odrzavano pod
povoljnim uslovima do pojave prvog vidljivog lista (10-
ak dana posle setve semena). Inokulacija je vriena po-
moc¢u sterilne ¢ackalice, kojom je prethodno zahvaéena
bakterijska kultura gajena 48 sati na kosoj YDC pod-
lozi. Mlade bilj¢ice su 1-3 sata pre inokulacije isprska-
ne vodom, da bi se obezbedili bolji uslovi za infekciju.
Inokulacija je izvodena ubodom u nodus bilj¢ica ¢atka-
licom (Slika 1) sve dok se vrh ¢a¢kalice ne pojavi sa dru-
ge strane nodusa, a pri izvlacenju ¢ackalica je nekoliko
puta polako okretana, da bi se bakterijska kultura zadr-
zala unutar nodusa. U ispitivanja su bili ukljuéeni sle-

dediizolati: TX100, TX102, TX103, TX116, TX119,

Slika 1. Metod inokulacije
Figure 1. Inoculation method

TX121, TX122, TX123, TX133 i TX135. Kao pozi-
tivna kontrola korigéeni su kontrolni izolati Xap (X24,
GSPB 1241 i CFBP 6165), a negativna kontrola je rade-
na ubodom bez nanosenja bakterijske kulture. Ogled je
postavljen u Eetiri ponavljanja.

Inokulisane bilj¢ice su odrzavane u klima-komori pri
dnevnom rezimu svetlosti, temperaturi od 25°C i rela-
tivnoj vlaznosti od 80%. Pojava simptoma na inokulisa-
nim biljkama je praéena posle 4-5, 8-101 14 dana i upo-
redivana sa pozitivhom i negativnom kontrolom.

Patogenost je ocenjena na osnovu praéenja pojave i
Sirenja nekroze (rak-rana), kao i pojave tipi¢nih simp-
toma na li§¢u.

Reizolacija

Reizolacija je radena prema uobi¢ajenom laborato-
rijskom postupku na hranljive podloge NA (Nutrient
agar) (Lelliott i Stead, 1987) i YDC. Za dalji rad je oda-
brano osam reizolata.

Provera patogenosti reizolata

Provera patogenosti reizolata vriena je brzom meto-
dom - infiltracijom bakterijske suspenzije (koncentra-
cije 106-107 éel/ml) u mlade mahune boranije pomoéu
medicinske igle. Kao pozitivna kontrola kori$éeni su
kontrolni izolati Xap (X24, GSPB 1241 i CFBP 6165).
Negativna kontrola je radena infiltracijom mahuna de-
stilovanom vodom. Inokulisane mahune su zatim po-
stavljene na vlazan filter-papir u plasti¢ne kutije i odr-
Zzavane na sobnoj temperaturi (oko 25°C). Pojava simp-
toma pracena je tokom 3-7 dana. Ovu metodu inoku-
lacije navode Balaz i sar. (1995).
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Seroloske metode identifikacije (ELISA test)

Identifikacija izolata i reizolata dobijenih sa ve-
stacki inokulisanog semena pasulja izvr$ena je i se-
roloskim metodama — PTA ELISA (Plate Trapped
Antigen ELISA) i DAS ELISA (Double Antibody
Sandwich ELISA) (Schaad i sar., 1990). U radu su ko-
ri$¢eni komercijalni antiserumi specifi¢ni za detekei-
ju Xap (ADGEN Phytodiagnostics, Neogen Europe
Ltd., Scotland, UK. za PTA ELISA test i LOEWE
Biochemica GmbH, Germany za DAS ELISA test).

U ova ispitivanja su bili uklju¢eni svi prikupljeni izo-
lati i reizolati. Za pozitiviu kontrolu posluzili su kon-
trolni izolati Xap (X24, GSPB 1241 i CFBP 6165),
a za negativnu izolat bakterije Erwinia amylovora
(NCPPB 595). Za pripremu uzoraka (bakterijska sus-
penzija koncentracije 3x108 ¢el/ml pode$ena pomoéu
McFarlandove skale) izolati i reizolati su gajeni 48 ¢a-
sova na YDC podlozi.

ELISA testovi su izvodeni prema uputstvima proi-
zvodada antiseruma. O¢itavanje rezultata je vr$eno po-

moc¢u ELISA ¢ita¢a (BIO-TEK ELx800UV) na tala-
snoj duzini od 405 nm. Pozitivnom reakcijom su sma-
trane vrednosti apsorpcije dva i vi$e puta vece od vred-
nosti apsorpcije negativne kontrole.

Molekularne metode identifikacije (PCR)

U cilju identifikacije svih izolata i reizolata dobijenih
iz vestacki inokulisanog semena pasulja kori$¢ena je i
metoda lané¢ane reakcije polimeraze (Polymerase Cha-
in Reaction — PCR) (Audy i sar., 1994; Schaad i sar.,
2001). Prajmeri za rad su sintetisani u Metabion GmbH,
Germany. Za pripremu PCR smese kori$éen je Master
Mix (Eppendorf, Germany). UmnoZzavanje DNK fra-
gmenata je vr$eno u PCR aparatu (Mastercycler ep gra-
dient S, Eppendorf, Germany). PCR proizvodi su raz-
dvojeni elektroforezom (Fotodyne, USA), a gelovi su
posmatrani na UV transiluminatoru (TF X 35 MC,
Sigma, France) i fotografisani pomo¢u DOC PRINT
DP-001.FDC (Vilber Lourmat, France). Na osnovu
DNA markera (DNA Ladder Sigma, 50 baznih paro-

1n>

Slika 2. Izgled kolonija dobijenih iz vestacki inokulisanog semena pasulja na hranljivoj podlozi XCP1 (razli¢ita razredenja)
Figure 2. View of colonies from artificially inoculated bean seeds on XCP1 medium (different dilutions)
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va /bp/) odredena je priblizna molekulska masa PCR
produkata.

Ispitivani izolati i reizolati su tokom 48 ¢asova ga-
jeni na YDC podlozi, a zatim je pravljena bakterijska
suspenzija koncentracije 3x108 éel/ml (podesena pomo-
¢u McFarlandove skale) u sterilnoj destilovanoj vodi i
ostavljena na -20°C. Za rad je koris¢eno po 0,4 ml sus-
penzije od svakog izolata i reizolata. Navedena kolidi-
na je centrifugirana 1 minut na 11000 rpm, a za dalji
rad je kori$¢en supernatant.

Za PCR su koris¢eni prajmeri sledeée sekvence:
X4e: 5-CGCCCGGAAGCACGATCCTCGAAG-3’
X4c: 5-GGCAACACCCGATCCCTAAACA-

GG-3’, koji daju proizvod veli¢ine 730 bp.

‘--‘I : { =
EKSTRAKT

10~

10

Za pozitivnu kontrolu posluzili su kontrolni izola-
ti Xap (X24, GSPB 1241 i CFBP 6165), aza negativnu
izolat bakterije E. amylovora (NCPPB 595).

Pozitivnim je ocenjen svaki uzorak u kome je ampli-
fikovan fragment veli¢ine 730 bp.

REZULTATI | DISKUSIJA
I1zolacija na hranljive podloge

Nakon 4-5 dana, na poluselektivnim podlogama MT
i XCP1 obrazovale su se brojne bakterijske kolonije, Zu-
te, ispuplene i sluzaste, razlicite veli¢ine (pre¢nika 1-3
mm). Pojedinaéne kolonije su se jasno uodavale u razre-

denjima 10-3-107 (Slike 2 i 3).

Slika 3. Izgled kolonija dobijenih iz vestacki inokulisanog semena pasulja na hranljivoj podlozi M T (razli¢ita razredenja)
Figure 3. View of colonies from artificially inoculated bean seeds on MT medium (different dilutions)
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Slika 4. Izgled kolonija na XCP1 podlozi (detalj): a — izolacija sa vestatki inokulisanog semena pasulja, b - kontrolni izolat X24
Figure 4. View of colonies on XCP1 medium (detail): a - isolation from artificially inoculated bean seeds,

b - control isolate X24

Na XCP1 podlozi kolonije su bile okruzene veé¢im
prosvetljenim zonama usled hidrolize skroba (Slike 2
i4), akod podloge MT oko kolonija se se uo¢avale dve
zone hidrolize i to vede prosvetljene zone usled hidroli-
ze kazeina i manje mle¢ne zone usled hidrolize Tweena
80 (Slike 31 5).

Posle vise od 5 dana inkubacije kolonije bakterije
Xapf (izolat CFBP 6165) stvarale su mrki pigment u
navedenim podlogama.

Tebaldi i sar. (2007) navode sli¢ne rezultate dobije-
ne prilikom izolacije Xap iz ckstrakta celogi mlevenog,
prirodno inficiranog semena pasulja na poluselekeiv-
ne podloge XCPI i MT. Poluselektivne podloge MT
i XCP1 za izolaciju Xap i Xapfiz semena pasulja ta-

kode navode Kurowski (2002), National Seed Health
System (2002), Remeeus i Sheppard (2006) i Sheppard
isar. (2007).

Rezultati nasih ispitivanja potvrduju da su podlo-
ge XCP1 i MT zbog svoje selektivnosti i jednostav-
ne pripreme pogodne za izolaciju Xap i Xapf'iz seme-
na pasulja. Prednost MT podloge je moguénost izo-
lacije i diferencijacije i drugih fitopatogenih bakteri-
ja sa pasulja (Pseudomonas savastanoi pv. phaseolico-
la i Psendomonas syringae pv. syringae) (Goszczynska
i Serfontein, 1998).

Za dalja proucavanja je odabrano po dva izolata iz
svakog poduzorka. Sa hranljive podloge MT dobije-
ni su izolati pod slede¢im $iframa: TX100, TX102,

Slika S. Izgled kolonija na MT podlozi (detalj): a — izolacija sa veitacki inokulisanog semena pasulja, b - kontrolni izolat X24
Figure 5. View of colonies on MT medium (detail): a — isolation from artificially inoculated bean seeds, b — control isolate X24
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TX103, TX133 i TX135, a sa XCP1 izolati pod Sifra-
ma: TX116, TX119, TX121, TX122 i TX123.

Svi proucavani i kontrolni izolati Xap (X24, GSPB
1241i CFBP 6165) nakosoj YDC podlozi obrazuju zu-
te i sluzaste kolonije. Izolat Xapf(CFBP 6165) posle 5-6
dana u podlozi stvara mrki pigment.

Provera patogenosti

Na inokulisanim bilj¢icama pasulja, kod svih ispiti-
vanih izolata prvi simptomi su se uocavali veé posle 4-5
dana od inokulacije u vidu tamnije zelenih izduZenih
pega oko mesta uboda. Pege su ubrzo postajale crvenka-
sto-mrke i izduZene. U okviru pega dolazilo je do puca-
nja tkiva i obrazovanja sitnih rak-rana. Nekroza je po-
stepeno zahvatala i celo stablo (Slika 6).

Poetni simptomi hloroze i nekroze liséa javljali su se
nakon osam dana od inokulacije, dok je potpuno suse-
nje i uvijanje vr$nog lis¢a registrovano posle 14-18 da-
na. Nakon dvadesetak dana po inokulaciji ve¢ina bilj-
lica je bila sasusena.

Kod negativne kontrole nikakve promene nisu
konstatovane.

Metodu provere patogenosti izolata Xap i Xapfubo-
dom u nodus mladih bilj¢ica pasulja preporudili su i
Sheppard i sar. (1989), Kurowski (2002) i Sheppard i
sar. (2007).

Reizolacija

Nakon tri dana razvoja na hranljivim podlogama NA
1 YDC reizolovane su kolonije bakterija tipi¢ne za Xap.
Odabrano je osam reizolata (RTX100/1, RTX100/2,
RTX122/1, RTX122/2, RTX123/1, RTX123/2,
RTX133/1iRTX133/2).

Provera patogenosti reizolata

Na mladim mahunama boranije su se u okviru tki-
va infiltriranog suspenzijom bakterija javile vlazne pe-
ge nakon tri dana od inokulacije. U okviru vodenastih
pega se obrazovao i zu¢kast bakterijski eksudat. Posle
pet do Sest dana od inokulacije pege su postajale mrke,

Slika 6. Simptom na inokulisanim bilj¢icama pasulja: a — izolat TX116, b — kontrolni izolat GSPB 1241, ¢ — negativna
kontrola
Figure 6. Simptom on inoculated plant of bean: a — isolate TX116, b — control isolate GSPB 1241, ¢ — negative control
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a tkivo u okviru njih se izdizalo u vidu ,plika” i ¢esto
pucalo, uz obrazovanje jasno izrazenog prstena (oko pe-
ge) crvene boje. Sli¢ne rezultate na inokulisanim mahu-
nama prilikom provere patogenosti izolata Xap takode
navode Bala? i sar. (1995).

Seroloske metode identifikacije (ELISA test)

Na osnovu rezultata ELISA testa potvrdeno je da svi
proucavani izolati i reizolati pripadaju bakteriji Xap jer
reaguju sa specifi¢nim antitelima. Pozitivna reakcija re-
gistrovana je merenjem promene boje pomo¢u ELISA
¢itaca. Svi uzorci kao i pozitivna kontrola imali su ne-
koliko puta veéu vrednost apsorpcije od vrednosti odi-
tane kod negativne kontrole (E. amylovora).

Molekularne metode identifikacije (PCR)

Kori$¢enjem lan¢ane reakcije polimeraze sa prajmeri-
ma koje su preporudili Audy i sar. (1994) i Schaad i sar.
(2001), potvrdeno je da svi prou¢avani izolati i reizola-
ti pripadaju bakteriji Xap, jer su kao i kod kontrolnih
izolata amplifikovani fragmenti nukleinske kiseline ve-
li¢ine 730 bp (Slika 7). U slu¢aju bakterije E. amylovo-
7a, kori$¢ene kao negativna kontrola, reakcija je u svim
testovima bila negativna.

Dijagnoza obi¢ne plamenjade pasulja i detekcija nje-
nog prouzrokovaca Xap zasnovana na kori$¢enju stan-
dardnih fitobakterioloskih metoda zahteva dosta vre-
mena i materijala‘ Zato se u novije vreme ove meto-

6 7 8

de dopunjuju seroloskim i molekularnim metodama
(Audy i sar. 1994; Halfeld-Vieirai sar., 2001; Todorovié¢
isar., 2006).

U nasim istrazivanjima primena savremenih metoda
identifikacije (PCR i ELISA testovi) omoguila je br-
zu i pouzdanu identifikaciju dobijenih izolata i reizo-
lata Xap iz semena pasulja.

LITERATURA

Aggour, A.R., Coyne, D.P., Vidaver, A.K. and Eskridge,
K.M.: Transmission of the Common Blight Pathogen in Bean
Seed. J. Amer. Soc. Hort. Sci., 114(6): 1002-1008, 1989.
Audy, P., Laroche, A., Saindon, G., Huang, H.C. and
Gilbertson, R.L.: Detection of the bean common blight
bacteria, Xanthomonas campestris pv. phaseoli and X. c.
phaseoli var. fuscans, using the polymerase chain reaction.
Phytopathology, 84(10):1185-1192, 1994.

Balaz, ].: Bakterioze na pasulju i boraniji. Biljni lekar, 4:
337-342, 1996.

Balaz, J. i Delibasié, T.: Iznalazenje metoda za izolaciju
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria sa semena paprike.
Pesticidi i fitomedicina, 20(1): 51-60, 2005.

Balaz, ., Obradovié, A. i Knezevié, T.: Bakterioze na
semenu i sadnom materijalu povrtarskih, ratarskih i ukras-
nih biljaka. Biljni lekar, 6: 629-638,2003.

Balaz, J., Vasié, M., Pecic, J. and Doroski, H.: Contribution
to the Study of Xanthomonas campestris pv. phaseoli as Parasite

of Bean in Yugoslavia. Breeding and Cultivation of Wheat,

910111213 14 15 1617

Slika 7. Amplifikacija fragmenta DNA veli¢ine 730 bp kori$¢enjem prajmera X4e/X4c. M: Marker DNA Ladder Sigma 50 bp,
+:X24, -: NCPPB 595, 1: GSPB 1241, 2: TX100, 3: TX102, 4: TX103, 5: TX116, 6: TX119,7: TX121, 8: TX122,9: TX123,
10: TX133, 11: TX135, 12: RTX100/1, 13: RTX100/2, 14: RTX122/1, 15: RTX122/2, 16: RTX123/1, 17: RTX133/2)
Figure 7. Amplification of a 730 bp DNA fragment using X4e¢/X4c primers. M: Marker DNA Ladder Sigma 50 bp, +: X24, -:
NCPPB 595, 1: GSPB 1241, 2: TX100, 3: TX102, 4: TX103, 5: TX116, 6: TX119, 7: TX121, 8: TX122, 9: TX123, 10:
TX133, 11: TX135, 12: RTX100/1, 13: RTX100/2, 14: RTX122/1, 15: RTX122/2, 16: RTX123/1, 17: RTX133/2

96



Pestic. fitomed. (Beograd), 23 (2008) 89-98

Sunflower and Legume Crops in the Balkan Countries.
Albena, IWS, Bulgaria, 1995, pp. 356-359.

Gilbertson, R.L. and Maxwell, D.P.: Common Bacterial
Blight of Bean. Plant diseases of international importance.
Volume II. Diseases of vegetables and oil seed crops (H.S.
Chaube, J. Kumar, A.N. Mukhopadhyay and U.S. Singh,
eds.) Englewood Cliffs, New Jersey, USA, Prentice Hall,
Inc., 1992, pp. 18-39.

Goszczynska, 1. and Serfontein, J.J.: Milk-Tween Agar,
a Semiselective Medium for Isolation and Differentiation
of Psendomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola and Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.
Journal of Microbiological Methods, 32(1): 65-72, 1998.
Halfeld-Vieira, B.A., Souza, R.M., Figueira, A.R. and
Boari, A.].: Identificacio de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli e X. axonopodis pv. phaseolivar. fuscans através da téc-
nica de PCR. Fitopatologia Brasileira, 26:737-740, 2001.
ISF: Method for the Detection of Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli on Bean Seed. Nyon, Switzerland, 2006.
Kirjakov, 1.D.: IlpoyuBanus Bbpxy 6aKTepuO3HTE IO
dacya (Phaseolus vulgaris L.) B Bparapus n cpeacrsara 3a
6op6a c Tax. ABTOpedepaT Ha AMCEpPTaLI U 32 IPUCHKAAHE
Ha Hay4YHa U o0pasoBaTeAHa cTeneH ,AokTop”. Aobpuy,
Bwarapus, 1999.

Kurowski, C.: Detection of Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli on Bean (Phaseolus vulgaris). International Seed
Health Initiative — Vegetables, Switzerland, 2002.

Lelliott, R.A. and Stead, D.E.: Mcthods for the diagnosis
of bacterial diseases of plants, Methods in Plant Pathology.
Volume 2. Blackwell Scientific Publications, Oxford, UK,
1987.

McGuire, R.G., Jones, J.B. and Sasser, M.: Tween media
for semiselective isolation of Xanthomonas campestris pv. vesi-
catoria from soil and plant material. Plant Disease, 70: 887-
891, 1986.

Milijasevié, S., Todorovié, B., Rekanovié, E., Potoinik,
I and Balaz, J.: Clavibacter michiganensis subsp. michi-
ganensis, Bacterial Canker of Tomato: 2. Comparison of
the Effectiveness of Extraction Procedures and Sensitivity
of Methods for Detection in Tomato Seeds. Pesticidi i fito-
medicina, 22(2): 121-130, 2007.

National Seed Health System: Sced Health Testing and
Phytosanitary Field Inspection Methods Manual. Reference
Manual B (RM-B), Version dated 09/18/02,2002.
Németh, J.: Babpatogén baktériumok hazai dominancia-vis-
zonyainak vizsgdlata a koztermesztésben jelentds fajrak bev-
ondséaval a dominancia viszony-véltozdsok okainak elemzése.
Névényvédelem, XX VI. Evfolyam, 8. szam, 1990.
Remeeus, P.M. and Sheppard, J.W.: Proposal for a new

method for detecting Xanthomonas axonopodis pv. phaseo-

/i on bean seeds. ISTA Method Validation reports 3, 2006,
pp- 1-11.

Schaad, N.W.: Laboratory Guide for Identification of
Plant Pathogenic Bacteria. APS Press, The American
Phytopathological Society, 1988.

Schaad, N.W., Jones, J.B. and Chun, W.: Laboratory Guide
for Identification of Plant Pathogenic Bacteria. APS PRESS,
The American Phytopathological Society, 2001.

Schaad, N.-W,, Siile, S., van Vuurde, J.W.L., Vruggink, H.,
Alvarez, A.M., Benedict, A.A., de Wael, L. andvan Laere,
O.: Scrology. In: Methods in Phytobacteriology, Ch. 1.9.
(Z.Klement, K. Rudolph and D.C. Sands, eds.), Akadémiai
Kiadé, Budapest, 1990, pp. 153-190.

Severin, V.: Cercetari asupra prevenirii arsurii comune a fase-
olei [Xanthomonas phaseoli (E.F. Smith) Dowson]. Analele
Institutului de Cercetari Pentru Protectia Plantelor, VII:
125-139, 1971.

Sheppard, J.W., Kurowski, C. and Remeeus, P.M.:
International Rules for Seed Testing, 7-021: Detection of
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli and Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli var. fuscans on Phaseolus vulgaris.
International Seed Testing Association (ISTA), Bassersdorf,
Switzerland, 2007.

Sheppard, J.W., Roth, D.A. and Saettler, A.W.: Detection
of Xanthomonas campestris pv. phaseoli in Bean. In: Saettler
AW, Schaad NW, Roth DA, eds. Detection of bacteria in
seed and other planting material. St. Paul, USA: APS Press,
17-29, 1989.

Tebaldi, N.D., Souza, R.M. and Machado, J.C.: Detecgio
de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes de fei-
jao em meio de cultura semi seletivo. Fitopatologia Brasileira,
32:056-058,2007.

Todorovié, B., Balaz, J., Milijasevié, S., Duduk, B. i
Rekanovié, E.: ldentifikacija Xanthomonas campestris pv.
phaseoli (Smith 1897) Dye 1978 b, klasi¢nim bakeeriolos-
kim, seroloskim i molekularnim metodama. Pesticidi i fito-
medicina, 21(1): 55-62, 2006.

Vasié, M.: Dvadesetica, nova sorta pasulja belogzrna. Selekcija
i semenarstvo, 4(3-4): 125-127, 1997.

Wallen, V.R. and Jackson, H.R.: Model for Yield Loss
Determination of Bacterial Blight of Field Beans Utilizing
Acrial Infrared Photography Combined with Field Plot Stud-
ies. Phytopathology, 65(9): 942-948, 1975.

Wallen, V.R. and Sutton, M.D.: Xanthomonas phaseoli var.
fuscans (Burkh.) Starr et Burkh. on field bean in Ontario.
Canad. J. Botany, 43: 437-446, 1965.

Weller, D.M. and Saettler, A.W.: Colonization and Dis-
tribution of Xanthomonas phaseoli and Xanthomonas phase-
olivar. fuscans in Field-Grown Navy Beans. Phytopathology,
70(6): 500-506, 1980.

97



Jelica Balaz i saradnici

98

Elaboration of Methods for
Detection of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli on
Bean Seeds

SUMMARY

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli detection on artificially inoculated bean seeds
was investigated. The method of the International Seed Federation — ISF (2006) was used.
It included bacteria extraction from seeds and isolation on semiselective media with path-
ogenicity test of the investigated isolates. ELISA and PCR were used for verification of
results.

The results showed that the semiselective media MT (Milk Tween Agar) and XCP1
(Xanthomonas campestris pv. phaseoli Agar) were very suitable for isolation of X. a. pv. pha-
seoli. Pathogenicity was confirmed on young bean plants. ELISA test and PCR confirmed
that all investigated isolates and reisolates belong to the bacterium X. a. pv. phaseoli.

Keywords: Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli; Bean; Seed; Artificial inoculation; ELISA;
PCR



