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REZIME

Bakterije su izolovane iz uzoraka biljaka pasulja sa nekroti¢nim pegama na listu i udu-
bljenim pegama ispunjenim bakterijskim eksudatom na mahunama, prikupljenim tokom
2003.1 2004. godine sa raznih lokaliteta gajenja ovog povrca kod nas.

Ispitivane su patogene, morfoloske, odgajivacke i biohemijsko-fizioloske karakteris-
tike sojeva izolovanih bakterija. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da nasi so-
jevi, pripadaju bakteriji Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith 1897) Dye 1978b,
prouzrokovacu obi¢ne plamenjace pasulja, veorna rasprostranjenom patogenu ove
gajene biljke.

Primenom PTA ELISA metode, utvrdenoc je da nasi odabrani sojevi reaguju sa antiteli-
ma specificnim za X ¢. pv. phaseoli. Na ovaj nacin je identifikacija sojeva bakterije, uradena
klasicnim bakterioloskim metodama, potvrdena i seroloskom metodom.

Primenom lancane reakcije polimeraze (PCR) upotrebom X4c/X4e para prajmera
specificnih za detekciju X. ¢. pv. phaseoli, doslo je do amplifikacije produkata o¢ekivane
velicine od 730 bp, ¢ime je i ovom metodom potvrdeno da su izolovane bakterije X. . pv.
phaseoli.

U ovom radu su prvi put u Srbiji primenjene molekularne metode u identifikaciji bak-
terije X. . pv. phaseoli, prouzrokovaca obi¢ne plamenjace pasulja.

Kljuéne reci: Obicna plamenjaca; pasulj; Xanthomonas campestris pv. phaseoli; iden-
tifikacija; PTA ELISA; PCR.
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uvoD

Pasulj (Phaseolus wvulgaris 1.) spada u
najznacajnije povrtarske biljne vrste gajene kod
nas. Medutim, proizvodnja pasulja veoma cesto je
pradena pojavom prouzrokovaca bolesti bakteri-
ozne prirode (Arsenijevi¢ i Balaz, 1974; Arsenijevié
i Balaz, 1980; Arsenijevi¢, 1982; Arsenijevi¢ i Balaz,
1982).

Kao moguéi prouzrokova¢i bolesti pasulja bak-
teriozne prirode najéeiée se navode prouzrokovaé
obi¢ne plamenjace pasulja, X. ¢. pv. phaseoli (Smith
1897) Dye 1978b, i njegov varijetet X. c. pv. pha-
seoli var. fuscans, kao i prouzrokova¢ masne pega-
vosti, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola i Pseu-
domonas syringae pv. syringae. Intenzitet oboljenja
koje ove bakterije prouzrokuju, varira u zavisnosti
od bioloskih i klimatskih faktora, kao i primenjenih
mera zastite pasulja (Fourie, 2002).

Obi¢na plamenjaca pasulja ozbiljno ugrozava
proizvodnju ove kulture $irom sveta, a narodito je
destruktivna tokom produzenih perioda toplog i
vlaznog vremena, redukujuéi prinos i smanjujuéi
kvalitet semena (Wallen i Galway, 1977). Gubici
od prouzrokovaca obi¢ne plamenjace pasulja pro-
cenjuju se na 10-40% kod osetljivih sorti. Tako post-
oje brojne hemijske i agrotehnicke mere suzbijanja,
ukljucujuéi i proizvodnju zdravog semena, efikasno
suzbijanje nije uvek mogucée, posebno u zemljama
u razvoju 1 tropskim predelima gde je intenz-
itet oboljenja visok. Za razvoj uspesnih programa
stvaranja otpornih sorti pasulja prema bakterioznoj
pegavosti, neophodna je pouzdana identifikacija
prouzrokovaca bolesti u odredenim rejonima i na
odredenim sortama pasulja (Opio i sar., 1996).

U novije vreme identifikacija X. ¢. pv. phaseoli
uglavnom se zasniva na: izolaciji bakterija na po-
luselektivne podloge (Claflin i sar., 1987; Mabagala
i Saettler, 1992), koris¢enju savremenih serologkih
metoda kao $to su imunofluorescentna metoda i
imunoenzimska metoda na plo¢i (ELISA) (Lel-
liott i Stead, 1987; Schaad i sar., 2001) i reakcije
lan¢anog umnozavanja specifi¢nog fragmenta nuk-
leinske kiseline - PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) (Audy i sar., 1994; Audy i sar., 1996; Toth i
sar., 1998).

Pojavom ELISA testa i imunofluorescentne
metode skraéeno je vreme potrebno za detekeiju X.
¢. pv. phaseoli. ELISA test ima prednosti u odnosu
na druge seroloske, kao i klasi¢ne metode, prilikom
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ispitivanja veceg broja uzoraka (McLaughlin i
Chen, 1990; Schaad i sar., 2001).

Uvodenjem savremenih molekularnih metoda,
posebno metode lan¢ane reakcije polimeraze (PCR),
otkrivene su najbrze, najosetljivije i najspecifi¢nije
metode za detekeiju X. c. pv. phaseoli do sada (Audy
isar.,1994). Kloniranjem i delimi¢nim sekvencioni-
ranjem dela DNA plazmida veli¢ine 3,4 kb, Audy i
saradnici (1994) dizajnirali su prajmere za reakciju
lancanog umnozavanja specifiénog fragmenta nuk-
leinske kiseline X. c. pv. phaseoli veli¢ine 730 baznih
parova (bp).

Prajmeri specifi¢ni za detekeiju patogena X. «.
pv. phaseoli nazivaju se X4c/X4e (Audy i sar., 1994;
Schaad i sar., 2001). Medutim, ima podataka da se
kori¢enjem ovih prajmera ne mogu detektovati svi
sojevi X. ¢. pv. phaseoli (Audy i sar., 1994; Toth i sar.,
1998).

U ovom radu prikazana je identifikacija
prouzrokovaca obi¢ne plamenjace pasulja standard-
nim fitobakteriolotkim metodama, PTA ELISA
metodom i metodom lancane reakcije polimeraze

(PCR).

MATERIJAL | METODE
Izolacija patogena

Uzorci biljaka pasulja, sa karakteristi¢nim simp-
tomima bolesti, prikupljeni su sa raznih lokaliteta u
Srbiji tokom 2003. 1 2004. godine. Patogen je izo-
lovan iz fragmenata lista, stabla ili mahuna, uzetih
na prelazu zdravog i obolelog tkiva. Primenjen je
standardni metod izolacije, razmazom priprem-
ljene suspenzije na &vrstu podlogu od kvai¢evog
ekstrakta, glukoze i CaCO3 (YDC) u Petri kuti-
jama (Arsenijevi¢, 1997).

Za dalja proucavanja odabrane su pojedinaéne
zute, sluzaste kolonije koje su presejane na zakosenu
YDC podlogu u epruvetama. U svim testovima
koriséene su Ciste kulture bakterije gajene na YDC
podlozi, pri 25°C tokom 24-48 sati. Kao kontro-
la kori¢en je identifikovan soj bakterije X. c. pv.
phaseoli (5834) iz Bugarske (dobijen od dr Ivana
Kiryakova, Dobruda Agricultural Institute, General
Toshevo, Bulgaria) (Tabela 1).

Provera patogenosti

Nastanak delimi¢no udubljenih, krupnih pega,

ispunjenih cksudatom na mahunama boranije,
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Tabela 1. Proucavani sojevi bakterije poreklom iz listova, mahuna i stabla pasulja

Table 1. Investigated strains originated from bean leaves, pods and stems

Redni broj Soj Lokalitet Biljni organ
Number Strain Locality Plant organ
1. VS-1 Veliko Selo stablo (stem)
2. VS-3 Veliko Selo stablo (stem)
3. ZA-15 Zajecar mahuna (pod)
4. ZA-16 Zajetar mahuna (pod)
5. RS-5 Rimski Sancevi list (leaf)
6. BP-20 Backa Palanka mahuna (pod)
7. Tel-32 Telecka list (leaf)
8. PUT-60 Putinci stablo (stem)
9. PA-70 Pancevo list (leaf)
10. PA-73 Pancevo list (leaf)

proveren je infiltracijom suspenzije prouc¢avanih so-
jeva (107 ¢el/ml). Mahune koris¢ene kao kontrola
infiltrirane su vodom. Inokulisane i kontrolne ma-
hune odrzavane su u vlaznoj sredini u Petri kuti-
jama (pre¢nika 16 c¢m) na 25°C, u laboratorijskim
uslovima.

Patogene odlike ispitivanih sojeva proverene su
i ve§tatkom inokulacijom mladih biljaka pasulja.
Biljke pasulja u fazi razvoja prvog trolista, inoku-
lisane su prskanjem suspenzijom bakterija (10°
¢el/ml) ruénom prskalicom. Kontrolne biljke su tre-
tirane, na isti nacin, vodom. Inokulisane i kontrolne
biljke postavljene su u vlaznu komoru tokom 48 sati,
a potom odrzavane u kontrolisanim uslovima na
temperaturi od 25°C, relativnoj vlaznosti vazduha
35-40 %, u uslovima dugog dana (16 sati svetla).

Klasiéne metode
Bakterioloske karakteristike

Primenom standardnih testova (Arsenijevié,
1997; Klement i sar., 1990; Schaad i sar., 2001) u
cilju identifikacije patogena, proucene su sledece
bakterioloske karakteristike izolovanih sojeva:
reakcija po Gramu, izgled kolonija na podlozi od
kvastevog ekstrakta, glukoze i CaCO, (YDC), ok-
sidativno-fermentativno razlaganje glukoze, hidro-
liza Zelatina i eskulina, razlaganje skroba, redukcija
nitrata, stvaranje oksidaze i katalaze, tolerantnost
prema 0.02% i 0.1% trifenil-tetrazolijum hloridu,
stvaranje kiseline iz ugljenih hidrata, stvaranje

levana i lipoliti¢ka aktivnost, odnosno stvaranje fer-
menta lipaze.

Seroloske metode

Za identifikaciju 10 reprezentativnih sojeva
odabranih sa svih analiziranih lokaliteta koris¢ena
je seroloska metoda PTA ELISA (Plate Trapped
Antigen ELISA). U metodi je koris¢en poliklonal-
ni antiserum specifian za detekciju X. ¢. pv. pha-
seoli (kit Adgen Phytodiagnostics, Scotland). PTA
ELISA uradena je prema uputstvu proizvodaca.
Apsorpcija je merena na talasnoj duZini od 405 nm
u spektrofotometru (Universal Microplate Reader
EL x 800 Biotek Instruments, USA). Rezultati po
uzorku i kontrolama su racunati kao proseéna vred-
nost apsorpcije dva odgovarajuca ,bunarcic¢a”. Pozi-
tivnom reakcijom je smatrana vrednost apsorpcije
koja je dva i viSe puta ve¢a od apsorpcije negativne
kontrole.

Molekularne metode

Kao uzorak DNK korii¢ene su cele bakterijske
¢elije bez prethodne izolacije DNK, iz suspenzije
bakterije koncentracije 10® ¢el/ml. Koncentracija
suspenzije podesena je koris¢enjem Mc Farlandove
skale, a potvrdena tehnikom zasejavanja razredenja
inokuluma i brojanja bakterija koje su se razvile na
mesopeptonskoj podlozi posle 48 sati (Klement i
sar., 1990).

U lan¢anoj reakeiji polimeraze koriséen je X4c
(5’-GGCAACACCCGATCC CTAAAACAGG-
3’) / X4e (5-CGCCGGAAGCACGATCCTC-
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GAAG-3’) par prajmera koji su opisali Audy i
saradnici (1994). Svaka reakciona PCR smesa,
ukupne zapremine 25 pl, sadrzala je 1 pl bakteri-
jske suspenzije koncentracije 108 éel/ml, 1X PCR
Master mix (Fermentas) (0.625 U Taq polimeraze,
2 mM MgCI2, po 0.2 mM svakog dNTP) i po 0.4
pM oba prajmera. Uslovi za izvodenje PCR reak-
cije su bili: 35 ciklusa (u aparatu Ependorf, Master
Cycler), minut (dva minuta za prvi ciklus) denatu-
racija na 95°C, minut vezivanje prajmera na 65°C
i dva minuta (10 minuta za poslednji ciklus) elon-
gacija prajmera na 72°C. Elektroforetsko razdvaja-
nje PCR produkata uradeno je u jednoprocentnom
agaroznom gelu. Gel je bojen etidiumbromidom i
posmatran u UV transiluminatoru.

REZULTATI

Simptomi bolesti

Simptomi oboljenja javljaju se na svim nadzem-
nim delovima biljaka pasulja. Najée$ée promene
uoCavaju se na lis¢u i mahunama. Na lidéu se
uocavaju prozracne, vlazne svetlozelene pege na
nali¢ju koje tokom daljeg razvoja bolesti, postaju
mrke, nekroti¢ne i okruZene uzanim hloroti¢nim
prstenom preénika do 5mm (Slika 1). Sirenjem i
spajanjem ovakvih pega nastaju velike nekroti¢ne
povrsine koje Cesto zahvataju ceo list. Ovakvo ligée
se Cesto cepa.

SL. 1. Xanthomonas campestris pv. phaseoli: Simptomi na
lidéu pasulja :
Fig. 1. Xanthomonas campestris pv. phaseoli: Symptoms on
bean leaves
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Na mahunama se najpre zapazaju vlaZne, tam-
nozelene pege. One se spajaju i nepravilno Sire.
Tkivo u okviru pega se neznatno udubljuje i ispun-
java bakterijskim eksudatom. Takode, oko pega se
formira crvenkast prsten 3to je karakteristino za
ovu bakteriozu (Slika 2).

SL 2. Xanthomonas campestris pv. phaseoli: Simptomi na
mahuni pasulja
Fig. 2. Xanthomonas campestris pv. phaseoli: Symptoms on
bean pod

Kod mladih biljaka na stablu nastaju sitne i
vlazne pege, a kod starijih mrke, nekroti¢ne pruge,
usled kojih se biljke lome i izumiru.

Patogenost ispitivanih sojeva

Proucavani sojevi prouzrokovali su vlazne pege
na mahunama 48 sati nakon infiltracije suspenzije
bakterije. Prvi simptomi na inokulisanim listovima
biljaka pasulja, uogeni su pet dana posle inokulacije.
Na nali¢ju lista zapazaju se sitne i vlaZne, zelene
pege. Kasnije, na licu lista nastaju manje nekroti¢ne
pege sa zutom ivicom. Pege se nepravilno Sire
pokrivajuéi ceo list, koji na kraju opada.

Identifikacija bakterije
klasi¢nim metodama

Sojevi bakterija izolovani iz uzoraka biljaka
pasulja poreklom iz Srbije, pokazali su identiéne
bakterioloske osobine. Na podlozi od kvascevog
ekstrakta, glukoze 1 CaCO,, tri dana od zaseja-
vanja, kolonije su okrugle, sjajne, sluzaste, Zute boje,
precnika 2-3 mm; na podlozi sa 5% saharoze koloni-
je su sjajne, ispupCene i sluzaste, Zute boje, dok se na
podlozi koja sadrzi 0.02 % 1 0.1% T'T'C ne razvijaju.

Bakterije proucavanih sojeva su Gram-nega-
tivne, a glukozu razlazu oksidativnim putem. Sojevi
iz pasulja ne prouzrokuju trulez kriski krompira.
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Tabela 2. Karakteristike sojeva Xanthomonas campestris pv. phaseoli

Table 2. Characteristics of Xanthomonas campestris pv. phaseoli strains

Kontrolni soj

Proucavani sojevi i
oucava ) Control strain

Test - Test Investigated strains X, c. pv. phaseoli (5834)
Poreklo - Origin Srbija - Serbia Bugarska - Bulgaria
Domacéin - Host pasulj - bean pasulj - bean
Bojenje po Gramu - Gram stain - -
Sluzast razvoj na podlozi sa CaCO, . N
Mucoid growth on YDC
O/F metabolizam glukoze o o
Glucose (O/F) metabolism
Razlaganje Zelatina
Gelatine liquefaction + *
Hidroliza eskulina
Aesculin hydrolysis M *
Stvaranje kiseline iz:
Acid production from:
e d-glukoze (d-glucose) + +
o d-arabinoze (d-arabinose) + +
o trehaloze (trehalose) + +
e saharoze (sucrose) + +
o fruktoze (fructose) + +
o laktoze (lactose) + +
o galaktoze (galactose) + +
e manoze (manose) + +
o manitola (manithol) - -
e inozita (inosit) - -
Trulez kriski krompira _ _
Pectolitic activity
Hidroliza skroba - Starch hydrolysis + +
Redukcija nitrata - Nitrate reduction - -
Aktivnost oksidaze - Oxidase activity - -
Stvaranje katalaze + +
Catalase production
Porast na - Growth on:
0 0,02% TTC - _
¢ 0,1% TTC - -
Lipoliticka aktivnost . .
Lipase production
Stvaranje mrkog pigmenta ) )
Brown pigment production
Stvaranje levana - Levan production + +
Stvaranje NH3 - NH3 production + +
Stvaranje H2S - H2S production + +
Legenda: + = pozitivna reakcija; - = negativna reakcija;  YDC = podloga od kvaséevog

ekstrakta, glukoze i CaCO;

O/F = oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze;

I'TC = trifenil-tetrazolium-hlorid.
Legend: + = Positive reaction; - = Negative reaction;  YDC = Yeast dextrose chalk medium;
O/F = Oxidative-fermentative metabolism of glucose; ~ TTC = Triphenyl-tetrazolium chloride.
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Ispitivani sojevi stvaraju amonijak i vodonik-sulfid,
ali ne poseduju sposobnost redukcije nitrata.
Proucavani sojevi kao i kontrolni soj X. ¢ pv.
phaseoli (5834) iz Bugarske, razlazu Zelatin i es-
kulin, stvaraju fermente katalazu, lipazu i amilazu,
ali ne stvaraju oksidazu; metabolisu d-glukozu, d-
arabinozu, trehalozu, saharozu, fruktozu, galaktozu
manozu i laktozu. Sojevi iz pasulja ne koriste poli-
hidroksilne alkohole manitol i inozitol (Tabela 2).
Na osnovu dobijenih rezultata, svi prou¢avani sojevi

poseduju karakteristike bakterije X. . pv. phascoli.

Identifikacija bakterije seroloskim
metodama

Primenom PTA ELISA metode, pozitivna
seroloska reakcija sa antiserumom specificnim za
X. ¢. pv. phaseoli zabelezena je sa svim ispitivanim
sojevima izolovanim iz pasulja, kao i kontrolnim

sojem X. ¢. pv. phaseoli (5834) (Tabela 3).

Tabela 3. Detekcij a sojeva bakterija pomoéu PTA ELISA

testa primenom antiseruma speciﬁénog za X c.

pv. phaseoli
Table 3. Detection of bacterial strains using PTA ELISA
test with antiserum specific for X. c. pv. phaseoli

Soj PTA ELISA test
Strain
V§-1 +
VS-3 +
ZA-15 +
ZA-16 +
RS-5 +
BP-20 +
Tel-32 +
Put-60 +
PA-70 +
PA-73 +
5834 +
K+ +
K- -

Legenda: K+ = pozitivna kontrola; K- = negativna kon-
trola; 5834 = kontrolni soj X . ¢. pv. phaseols;
+ = pozitivna reakcija; - = negativna reakcija

Legend: K+ = positive control, K- = negative con-
trol; 5843 = control strain of X . ¢. pv. phaseoli;
+ = positive reaction; - = negative reaction
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SL. 3. Vizualizacija amplikona velic¢ine 730 bp, dobijenih
korid¢enjem X4c/X4e para prajmera u 1% agaro-
znom gelu. M = 100 bp marker; 1-10 = ispitivani
sojevi Xanthomonas campestris pv. phaseoli; 11112 =
negativie (vodene) kontrole; 13 = kontrolni soj X.
¢. pv. phaseoli (5834) iz Bugarske.

Fig. 3. Agarose gel showing results of polymerase chain

reaction (PCR) amplification obtained with X4¢/
Xde primer pair. M = 100 bp marker; 1-10 = tested
strains of Xanthomonas campestris pv. phaseoli; 11 1
12 = negative (water) controls; 13 = control strain

of X c. pv. phaseoli (5834) from Bulgaria.

Pojava pozitivne reakcije, registrovana je meren-
jem promene boje pormocu spektrofotometra.

Identifikacija bakterije
molekularnim metodama

Fragmenti ocekivane veli¢ine od 730 bp dobi-
jeni su amplifikacijom svih 10 sojeva bakterije X. c.
pV. phaseoli izolovanih iz biljaka pasulja poreklom iz
Srbije, kao i kod kontrolnog soja X. c. pv. phaseoli
(5834) iz Bugarske. Do amplifikacije nije doslo kod
negativnih (vodenih) kontrola (Slika 3).

DISKUSUJA

Proizvodnja pasulja esto je ugrozena pojavom
raznih parazita, prouzrokovaéa bolesti ove povrtar-
ske gajene biljke. Pored mikoza i viroza, znacajno
mesto zauzimaju i bakterijska oboljenja. Vise vrsta
bakterija prouzrokuju patoloske promene na para-
zitiranim biljkama pasulja; X. ¢ pv- phaseoli, P 5. pv.
phaseolicola, P s. pv. syringae i Corynebacterium flac-
cumfaciens (Arsenijevi¢ i Balaz, 1980; Arsenijevi¢,
1982; Arsenijevi¢ i Balaz, 1982). Prema podacima
iz literature, po rasprostranjenosti i Stetnosti, pored
P s. pv.-phaseolicola, najznacajnija je bakterija X. ¢
pv. phaseoli, prouzrokovaé obi¢ne plamenjade ili
mrke pegavosti pasulja (Arsenijevi¢ i Balaz, 1980,
Arsenijevié i sar., 1985; Nemeth, 1990).
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U nasoj zemlji prou¢avanjem ove bakterije bavili
su se Tesi¢ (1946, Joc. ciz. Balaz, 1989), Arsenijevi¢
i Balaz (1980), Arsenijevi¢ (1982) i Arsenijevi¢
i saradnici (1985), mada je znatno veéa paznja
posvecena prouzrokovacu masne pegavosti pasulja,
Ps. pv. phaseolicola (Burkholder 1926) Young, Dye et
Wilkie 1978 (Arsenijevi¢ i Balaz, 1974; Arsenijevi¢
i Balaz, 1980; Arsenijevi¢, 1982; Arsenijevic i Balaz,
1984; Balaz, 1989.1 1990).

Pojava nekroti¢nih pega sa uzanim hloroti¢nim
oreolom na listovima i vlaznih, tamnozelenih pega
na mahunama, privukla ja nasu paznju tokom leta
2003. i 2004. godine. Prikupljeni su uzorci iz obo-
lelih biljaka pasulja u cilju prou¢avanja patogenih i
biohemijskih odlika patogena.

Iz uzoraka obolelih biljaka pasulja izolovan je
veéi broj sojeva bakterije, karakteristi¢nog izgleda
kolonija na podlozi od kvascevog ekstrakta, glukoze
i CaCO, (YDC) tipi¢nog za predstavnike roda
Xanthomonas (Arsenijevi¢, 1988; Klement i sar.
1990; Schaad i sar. 2001).

Inokulacijom biljaka pasulja potvrdena je pato-
genost proucavanih sojeva. Proucavanjem biohemi-
jskih odlika nasih sojeva, ispostavilo se da oni imaju
identi¢ne odlike kao i kontrolni soj (X. c. pv. pha-
seoli) poreklom iz Bugarske (Tabela 2). Poredenjem
dobijenih rezultata sa navodima u literaturi (Pazos
i Hevesi, 1975; Lelliott i Stead, 1987; Schaad i sar.,
2001) potvrdeno je da nekrozu lis¢a i nepravilno
rasporedene, vlazne pege na mahunama kod nas
prouzrokuje bakterija Xanthomonas campestris pv.
phaseoli.

Brzo otkrice i identifikacija patogena su veo-
ma znacajni radi sprovodenja mera zastite useva i
smanjenje gubitaka u proizvodnji. Dijagnoza obi¢ne
plamenjace pasulja i detekcija njenog prouzrokovaca
X. c. pv. phaseolizasnovana na koris¢enju standardnih
fitobakterioloskih metoda zahteva dosta vremena i
materijala. Zato se u novije vreme ove metode sve
vise zamenjuju seroloskim i1 molekularnim meto-
dama (Audy i sar., 1994).

ELISA test ima prednosti u odnosu na druge
seroloske kao i klasi¢ne metode u detekciji bakterija.
Pogodnija je za ispitivanje veceg broja uzoraka i ne
zahteva razvoj bakterija na hranljivim podlogama
(Alvarez i Lou, 1985; McLaughlin i Chen, 1990;
Schaad i sar., 2001). Ova metoda korisna je i zbog
brzine izvodenja i specifinosti u identifikaciji ci-
ljanih kolonija u mesanim bakterijskim kulturama.
ELISA protokoli i komercijalni kitovi razvijeni su

za detekceiju bakterija prisutnih ¢ak i u niskim kon-
centracijama (10° ¢el/ml).

U ovom radu, primenom PTA ELISA metode,
utvrdena je pozitivna reakcija ispitivanih sojeva sa
antitelima specificnim za X. ¢. pv. phaseoli, pa je na
ovaj nacin identifikacija sojeva bakterije uradena
klasi¢nim bakterioloskim metodama, potvrdena i
seroloskom metodom.

Uvodenje molekularnih metoda, najpre hibrid-
izacije nukleinskih kiselina, a potom i lanc¢anc reak-
cije polimeraze (PCR), omogucile su pouzdano i
brzo utvrdivanje prisustva patogena u ispitivanom
uzorcima, kao i identifikaciju bakterija do najnizih
taksonomskih kategorija. PCR metoda predstav-
lja najbrzu, najosetljiviju i najspecifiéniju metodu
za detekciju X. c. pv. phaseoli do sada (Audy i sar,,
1994). Po Audy i saradnici (1994) prajmeri Xdc/
X4e su specificni za bakteriju X ¢. pv. phaseoli i
mogu se koristiti za njenu identifikaciju.

Kod svih 10 ispitivanih sojeva bakterije X. c.
pv. phaseoli izolovanih iz biljaka pasulja poreklom
iz Srbije, kao i kod kontrolnog soja X c. pv. pha-
seoli (5834), amplifikovani su fragmenti ocekivane
velicine 730 bp specifi¢ni za sojeve X. phaseoli, dok
do amplifikacije nije doslo kod negativne (vodene)
kontrole (Slika 3). Na ovaj naéin je identifikacija
sojeva bakterije X. c. pv. phaseoli standardnim
bakterioloskim i seroloskim metodama, potvrdena
i primenom molekularne metode lancane reakcije
polimeraze.

Istrazivanja Toth-a i saradnika (1998) ukazuju
na mogucnost da se korid¢enjem ovih prajmera u
nekim sluajevima mogu dobiti lazno negativni
rezultati, t.j. da se neki sojevi bakterije X. ¢ pv.
phaseoli ne mogu detektovati koridéenjem prajmera
X4c/X4e. Medutim, svi sojevi ispitivani u ovom
radu, koji su klasi¢nim bakterioloskim i seroloskim
metodama identifikovani kao X. c. pv. phaseoli, de-
tektovani su i primenom PCR metode.

U ovom radu su prvi put u Srbiji primenjene
molekularne metode u identifikaciji bakterije X. c. pv.
phaseoli, prouzrokovaca obi¢ne plamenjace pasulja.
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Identification of
Xanthomonas campestris
pv. phaseoli (Smith

1897) Dye 1978 b, Using
Conventional, Serological

and Molecular Methods

SUMMARY

Samples of bean plants showing necrotic leaf spots and sunken spots
filled with ooze on bean pods were collected during 2003 and 2004 from
several localities in Serbia and bacteria were isolated.

In order to identify the isolated bacteria, their pathogenic, morfological,
cultural, biochemical and physiological characteristics were studied. Based
on the results of these studies, it was determined that the investigated strains
belonged to Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith 1897) Dye 1978b,
the causal agent of common blight of beans.

All investigated strains reacted with antibodies specific for X ¢. pv. pha-
seoli. Therefore, PTA ELISA test confirmed the resuits of conventional bacte-
riological methods.

Primer pair X4c/X4e, specific for the detection of X. ¢. pv. phaseoli, suc-
cessfully mediated the amplification of PCR products of the expected size
(730 bp) in PCR-amplification assay, confirming that the isolated bacteria be-
longed to X. ¢. pv. phaseoli.

This is the first report in Serbia on the application of molecular methods
in the identification of X. ¢. pv. phaseoli, the causal agent of common blight
of beans.

Keywords: Common Blight; Bean; Xanthomonas campestris pv. phaseoli;
Identification; PTA ELISA; PCR
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