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REZIME

U radu je ispitivana mogucnost utvrdivanja prisustva bakterije Pseudomonas savastanoi

pv. phaseolicola sa vestacki inokulisanog semena pasulja. Koris¢ena je metoda International
Seed Federation (ISF), koja ukljucuje ekstrakciju bakterija iz semena, izolaciju na poluselek-
tivne podloge i proveru patogenosti dobijenih izolata. U cilju potvrde rezultata koris¢ene su
brze savremene metode identifikacije (ELISA test i PCR).

Rezultati dobijeni tokom rada pokazuju da su poluselektivhe podloge MT (Milk Tween
Agar) i MSP (Modified Sucrose Peptone Agar) pogodne za izolaciju ove bakterije. Patogenost
odabranih izolata dokazana je na kotiledonim listovima pasulja. Primenom ELISA testova i
PCR, potvrdeno je da svi ispitivani izolati i reizolati pripadaju bakteriji P. s. pv. phaseolicola.

Kljucne reci: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola; pasulj; seme; vestacka inokulacija;

ELISA, PCR

uvoD

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder)
Gordan et al. (u daljem tekstu Psp) je $iroko rasprostra-
njena i ekonomski $tetna bakterija boranije i pasulja
(Phaseolus vulgaris L.) kod nas i u svetu. U godinama
sa prohladnim i kiSovitim proleé¢em, u Vojvodini su be-
lezeni sludajevi potpunog propadanja i preoravanja use-

va boranije (Balaz, 1989).

Zarazeno seme je osnovni izvor inokuluma za Psp.
Prema Van Vuurde i sar. (1991) rutinsko laboratorijsko
testiranje je pokazalo da je 27,5% od 710 partija seme-
na pasulja, razli¢itog porekla, bilo zaraZeno ovom bak-
terijom. Wharton (1967) navodi da je jedno zarazeno
seme u 10000, odnosno jedno u 16000 (Guthrie i sar.,
1965), dovoljno da izazove epifitociju u polju.

Iz obolele biljke, bakterija dospeva u seme preko zi-
da mahune. Prisustvo bakterije u semenu se moze ma-

81



Jelica Balaz i saradnici

nifestovati jasnom ili slabom pojavom simptoma, ali i
bez simptoma (latentna infekcija). Pri ispitivanju pre-
nosenja bolesti sa semena na klijance pasulja, Taylor i
sar. (1979) navode da je u slucaju kada su simptomi na
semenu bili slabo vidljivi ili odsutni, preno$enje bak-
terije na klijance iznosilo 35, odnosno 52%, a u slu¢a-
ju vidljivo inficiranog semena 13%. Isti autori navode
da je najvise infekcija razvijeno iz semena sa slabo vid-
ljivim simptomima ili bez simptoma.

Uzimajuéi u obzir da Psp moze biti prisutan na se-
menu pasulja sa i bez simptoma, cilj ovog rada je bio ra-
zrada metode za brzo i pouzdano dokazivanje ovog pa-
togena. Provera i razrada metode je radena sa vestacki
inokulisanim semenom pasulja.

MATERUJAL | METODE

Dokazivanje Pseudomonas savastanoi
pv. phaseolicola na semenu pasulja
u uslovima vestacke inokulacije

Ispitivanja su obavljena u Laboratoriji za bakte-
riologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu i
Nacionalnoj laboratoriji za ispitivanje semena u Novom
Sadu, tokom 2006-2007. godine. Uzorak netretiranog
semena pasulja sorte dvadesetica (domada sorta, nasta-
laiz hibridne populacije medijanax gradiétanac) (Vasié,
1997), dobijen je iz kolekcije Instituta za ratarstvo i po-
vrtarstvo, Novi Sad.

Izolat bakterije Psp kori$¢en za vestatku inoku-
laciju semena (Ps-12) poti¢e iz kolekcije bakterija
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu.

U radu je kori§¢ena metoda koju je opisao
International Seed Federation (ISF, 2006). Navedena
metoda obuhvata ekstrakciju bakterije iz semena, izo-
laciju na poluselektivne podloge i proveru patogenosti
dobijenih izolata. U cilju potvrde identifikacije kori-
$¢ene su brze savremene metode identifikacije (ELISA

testovii PCR).
Inokulacija semena pasulja

Veli¢ina uzorka je iznosila 5000 zrna pasulja, a po-
duzorci su se sastojali od po 1000 zrna (pet ponavlja-
nja). Izolat kori$¢en za ve§tacku inokulaciju semena —
Ps12 (bakeerija Psp) je gajen na NA podlozi (Nutrient
agar) (Lelliott i Stead, 1987), tokom 48 sati. Korid¢ena
je bakterijska suspenzija gustine 3x108 ¢el/ml, koja je
podesena pomoéu McFarlandove skale.
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Seme je inokulisano potapanjem u bakterijsku su-
spenziju preko noéi na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega
je tokom 24 sata suSeno na sterilnom filter-papiru.

Ekstrakcija

Poduzorci inokulisanog semena pasulja su odmereni,
azatim potopljeni u sterilni ekstrakcioni rastvor (8,5 g
NaCl, 0,2 ml Tween 20, 1000 ml H,O), u odnosu 1:2
(1 g semena u 2 ml ekstrakcionog rastvora). Nakon to-
ga, poduzorci su stavljeni u frizider na 5°C na inkuba-
ciju preko nodi.

Izolacija na hranljive podloge

Iz dobijenog ekstrakta vestacki inokulisanog semena
pasulja (nakon inkubacije) pripremana je serija razrede-
njado 10. U petri-kutije pre¢nika 9 cm standardnom
metodom razmaza pomo¢u staklenog Stapi¢a zasejava-
no je po 0,1 ml od svakog razredenja, kao i od nerazre-
denog ckstrakta. Uporedo je zasejan i kontrolni izolat
bakterije Psp (Ps12). Za izolaciju su kori$¢ene poluse-
lektivne podloge:

1) MT (Milk Tween Agar) (Goszczynska i Serfontein,
1998): 10 g Proteose 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 500 ml desti-
lovane vode) i 10 ml Tweena 80 (odvojeno sterilisanog
u autoklavu);

2) MSP (Modified Sucrose Peptone Agar) (Mohan i
Schaad, 1987): 20 gsaharoze, 5 g Proteose peptone No.
3 (Difco), 0.5 g K,HPO,, 0,25 g MgSO4x 7H,0,20 g
agarai1000 ml destilovane vode sterilisati u autoklavu
15 min na 121°C. Nakon hladenja do 50°C dodati 200
mg cikloheksimida, 80 mg cefaleksina, 10 mgvankomi-

cinai 1 ml bromtimol plavog (15 mg/ml 95% etanola).

Zasejane petri-kutije su stavljene 4-5 dana na inku-
baciju u termostat na 28°C. Ogled je izvoden u dva
ponavljanja.

Nakon inkubacije je uporedivan izgled kolonija ra-
zvijenih iz ekstrakta sa kolonijama kontrolnog izola-
ta Psp (iz razredenja gde se broj kolonija u petri-kutija-
ma kretao 30-300).

Kolonije bakterija koje su nakon razvoja na podloga-
ma MT i MSP ispoljavale sli¢nost sa kontrolnim izo-
latom Psp presejavane su na kosu Kingovu B podlogu
(King’s B) (Lelliott i Stead, 1987) i stavljene u termo-
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stat na 27°C tokom 3-4 dana. Izolati su zatim ponovo
uporedeni sa kontrolnim izolatom. Za dalja prou¢ava-
nja je odabrano deset reprezentativnih izolata.

Provera patogenosti

Zaova ispitivanja kori§c’en0je seme sorte oplenac, po-
znato kao osetljiv genotip pasulja. Seme je postavljeno
u vlazan filter-papir i odrzavano 3-4 dana u mraku, na
temperaturi od 25°C. Inokulacija naklijalog semena je
vr$ena pomocu sterilne ¢ackalice, kojom je prethodno
zahvaéena bakterijska kultura (starosti 48 sati) sa kose
Kingove B podloge. Naklijalo seme je 1-3 sata pre ino-
kulacije isprskano vodom, radi stvaranja boljih uslova
zainfekciju. Inokulacija je izvr§ena probadanjem kotile-
dona (Slika 1), nakon ¢ega je ¢ackalica pri vadenju pola-
ko rotirana da bi se bakterijska kultura zadrZala unutar
kotiledona. U ispitivanja su bili ukljuéeni slededi izo-
lati: TP100, TP101, TP102, TP104, TP10S, TP110,
TP111, TP112, TP120 i TP122. Za pozitivnu kontro-
lu je kori$¢en kontrolni izolat Ps12, a negativna kontro-
la je radena ubodom bez bakterijske kulture. Ogled je
postavljen u &etiri ponavljanja.

Slika 1. Metod inokulacije
Figure 1. Inoculation method

Inokulisani sejanci su odrzavani u klima-komori pri
dnevnom rezimu svetlosti, temperaturi od 20°C i re-
lativnoj vlaznosti od 80%. Pojava simptoma je prace-
na posle 4-5 i 8-10 dana i uporedivana sa pozitivnom i
negativnom kontrolom. Patogenost je ocenjena petog i
desctog dana posle inokulacije (pre nego $to su kotile-
doni propali), pregledom ravne unutrasnje strane koti-
ledona, radi utvrdivanja prisustva masnih pega na me-
stu inokulacije.

Reizolacija

Reizolacija je vriena po uobi¢ajenom laboratorijskom
postupku na hranljive podloge NA i NSA (Nutrient su-
crose agar) (Lelliott i Stead, 1987). Dobijeni reizolati su
presejani na kosu King B podlogu. Za dalji rad je oda-

brano ¢etiri reizolata.
Provera patogenosti reizolata

Patogenost reizolata je proverena infiltracijom bakte-
rijske suspenzije (koncentracije 106-107 éel/ml) u mlade
mahune boranije pomo¢u medicinske igle. Kao pozitiv-
nakontrola kori3¢en je kontrolni izolat Ps12, a za nega-
tivnu kontrolu je upotrebljena voda. Inokulisane mahu-
ne su zatim postavljene na vlazan filter-papir u plasti¢-
ne kutije i odrzavane na sobnoj temperaturi (oko 25°C).
Pojava simptoma je praé¢ena tokom 3-7 dana. Ovu me-
todu inokulacije navode Lelliott i Stead (1987).

Seroloske metode identifikacije (ELISA test)

Identifikacija izolata i reizolata dobijenih iz ve-
$tacki inokulisanog semena pasulja vr$ena je i sero-
loskim 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 Psp (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 ukljuéeni svi prikupljeni izo-
lati i reizolati, a za pozitivnu kontrolu kori$éen je kon-
trolniizolat Psp (Ps12). Kao negativna kontrola kori$éen
je izolat bakeerije Erwinia amylovora (NCPPB 595). Za
pripremu uzoraka (bakterijska suspenzija koncentraci-
je 3x108 ¢el/ml podesena pomoéu McFarlandove skale)
izolati i reizolati su gajeni 48 ¢asova na NA podlozi.

ELISA testovi su izvodeni prema uputstvima pro-
izvodada antiseruma. Rezultati su oéitani pomocéu
ELISA ¢ita¢a (BIO-TEK ELx800UV) na talasnoj du-
zini 0od 405 nm. Pozitivnom reakcijom su smatrane vre-
dnosti apsorpcije dva i vi$e puta veée od vrednosti ap-
sorpcije kod negativne kontrole.

Molekularne metode identifikacije (PCR)
Metodom lan¢ane reakcije polimeraze (Polymerase

Chain Reaction — PCR) (Schaad i sar., 2001) izvr$ena
je identifikacija izolata i reizolata dobijenih iz veStacki
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inokulisanog semena pasulja. Prajmeri za rad su sinte-
tisani u nemackoj firmi Metabion GmbH, Germany.
Za pripremu PCR smese kori$¢en je Master Mix
(Eppendorf, Germany). Umnozavanje DNK fragme-
nataje vr$eno u PCR aparatu (Mastercycler ep gradient
S, Eppendorf, Germany). PCR proizvodi su razdvoje-
ni elektroforezom (Fotodyne, USA), a gelovi su posma-
trani na UV transiluminatoru (TF X 35 MC, Sigma,
France) i fotografisani pomoéu DOC PRINT DP-001.
FDC (Vilber Lourmat, France). Na osnovu DNA mar-
kera DNA Ladder Sigma, 50 baznih parova (bp) od-
redena je priblizna molekulska masa PCR produkata.

Prilikom pripreme uzorka DNK kori$¢ena je mo-
difikovana metoda amplifikacije gena za fazeoloto-
ksin, koju navode Giiven i sar. (2004). Bakterijska sus-
penzija koncentracije 3x10% ¢el/ml (podesena prema
McFarlandovoj skali) pripremana je od izolata i reizo-
lata gajenih 48 ¢asova na King B podlozi. Po 0,5 ml
suspenzije je kuvano tokom 15 min, a potom su ¢elijski
ostaci odstranjeni centrifugiranjem 10 min na 11000
rpm. Po 2 pl supernatanta je kori$¢eno kao uzorak
DNKu PCR.

Prema protokolu koji navode Schaad i sar. (2001), ko-
ri$¢en je Nested PCR koji se sastojao od dve PCR re-
akcije, pri ¢emu je nastali proizvod iz prve PCR reak-
cije kori$¢en kao matrica za drugu. Na taj nacin je po-
ve¢ana osetljivost PCR reakcije. Za prvi PCR kori$ée-
ni su prajmeri:

P5.1:5-AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC-3’

P 3.1: 5" TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG-3/,
koji daju proizvod veli¢ine 500 bp. Po zavr§enom
umnozavanju PCR produkti su razblazeni 10 putaiza
drugi PCR je uzeto po 2 pl. Drugi PCR je izveden sa
prajmerima:

P5.2:5-TCGAACATCAATCTGCCAGCCA-3’

P3.2:5-GGCTTTTATTATTGCCGTGGGC-3/,
koji daju proizvod veli¢ine 450 bp.

Kao pozitivna kontrola kori§¢en je izolat Ps12, a kao
negativna kontrola posluzila je bakterija E. amylovora
(NCPPB 595).

Pozitivnim je ocenjen svaki uzorak u kome je ampli-
fikovan fragment veli¢ine 450 bp.

REZULTATI | DISKUSIJA
I1zolacija na hranljive podloge

Izolacijom na poluselektivne podloge MT i MSP
obrazovale su se brojne razli¢ite bakterijske kolonije.
Pojedina¢ne kolonije bakterije Psp mogle su se jasno ras-
poznati u razredenjima 101-10-3. Na M T podlozi su se
posle Cetiri dana inkubacije uocavale tipi¢ne belitasto-
krem kolonije, ravne i okrugle, neujednadene veli¢ine
(pre¢nika 3-5 mm) (Slika 2). Ovakav izgled za Psp na
podlozi MT navode ISF (2006) i Kurowski i Remeeus

Slika 2. Izgled kolonija na MT podlozi: a - izolacija sa ve$tacki inokulisanog semena pasulja, b — kontrolni izolat Ps12 (detalj)
Figure 2. View of colonies on MT medium: a — isolation from artificially inoculated bean seeds, b — control isolate Ps12 (detail)
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(2008). Prema ISF (2006) mnoge kolonije Psp na MT
podlozi stvaraju bledo-plavi fluorescentni pigment kori-
$¢enjem UV svetla. Poluselektivnu MT podlogu za izo-
laciju Psp sa semena pasulja preporucuju Goszczynska i
Serfontein (1998) i Kurowski i Remeeus (2008).

U istim petri-kutijama na MT podlozi su se jasno uo-
Cavale i kolonije bakterije Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (u daljem tekstu Xap), Zute, ispup&ene i sluza-
ste, okruzene sa dve zone hidrolize, ve¢om prosvetlje-
nom nastalom usled hidrolize kazeina i manjom mle¢-
nom usled hidrolize Tweena 80 (Sheppard i sar., 2007)
(Slika 2a). Ovaj podatak pokazuje da je kori3éeno seme
bilo prirodno zarazeno ovom bakterijom. Daljim radom
identifikacija bakterije Xap je i dokazana. Podloga MT
se koristi kako za izolaciju Psp tako i Xap (Goszczynska
i Serfontein, 1998).

Na podlozi MSP posle ¢etiri dana od zasejavanja tako-
de su se obrazovale brojne kolonije bakterija. Medu njima
su se jasno uocavale svetlozute, ispupéene i sjajne kolonije,
pre¢nika oko 2-3 mm (Slika 3). Oko ovih kolonija, boja
podloge je prelazila u svetlo zutu. Ovakav izgled koloni-
ja bakterije Psp na MSP podlozi navode Mohan i Schaad
(1987), Jansing i Rudolph (1996) i Kurowski i Remeeus
(2008). Polusclektivnu podlogu MSP za izolaciju Psp sa
semena pasulja preporu¢uje veéi broj autora (Mohan i
Schaad, 1987; Jansing i Rudolph, 1996; National Seed
Health System, 2002; Kurowski i Remeeus, 2008).

Rezultati nasih istrazivanja su potvrdili prednost
MT podloge, koja omogucéava istovremenu detekeiju

dve fitopatogene bakterije (Psp i Xap), koje se javljaju
na pasulju. Goszczynska i Serfontein (1998) navode da
ova podloga osim izolacije omoguéava i diferencijaciju
bakterija sa pasuljaito Xap, Psp i Psendomonas syringae
pv. syringae (u daljem tekstu Pss). Kurowski i Remeeus
(2008) takode navode koriséenje M T podloge za izo-
laciju i razlikovanje kolonija Psp od Pss.

Za dalja proucavanja je odabrano po dva izolata iz
svakog poduzorka. Sa hranljive podloge MT dobijeni
suizolati pod slede¢im $iframa: TP100, TP101, TP102,
TP104 i TP105, a sa podloge MSP izolati pod $iframa:
TP110, TP111, TP112, TP1201i TP122.

Svi proudavani izolati kao i kontrolni (Ps12) na kosoj
King B podlozi su stvarali fluorescentni pigment.

Provera patogenosti

Na inokulisanim kotiledonim listi¢ima, kod svih is-
pitivanih izolata posle 5 dana od inokulacije pojavile
su se tamnozelene, masne pege oko mesta uboda. Van
Vuurde i Van den Bovenkamp (1987, 1989) kori$¢enjem
istog metoda provere patogenosti izolata Psp takode na-
vode pojavu tipi¢nih masnih pega na mestu inokulaci-
je, odnosno uboda. Nakon 10 dana od inokulacije koti-
ledoni listidi su celom povr$inom bili zahvaéeni sitnim
masnim pegama (Slika 4). Kod negativne kontrole ni-
su uoéene nikakve promene.

Prema ISF (2006) kod inokulisanih biljaka postoji i

moguénost stvaranja hloroti¢nih oreola na prvom listu

..o“.....:. .:. :.
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Slika 3. Izgled kolonija na MSP podlozi: a — izolacija sa vestacki inokulisanog semena pasulja, b — kontrolni izolat Ps12
Figure 3. View of colonies on MSP medium: a — isolation from artificially inoculated bean seeds, b — control isolate Ps12
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Slika 4. Simptom na inokulisanim kotiledonima pasulja:
a —izolat TP111, b - kontrolni izolat Ps12, ¢ — negativna
kontrola

Figure 4. Symptom on an inoculated bean cotyledon:
a—isolate TP111, b — control isolate Ps12, ¢ — negative
control

pasulja, usled aktivnosti fazeolotoksina. U naSem radu,
pojavu hloroti¢nih oreola nismo zapazili, $to moze biti
rezultat temperature od 20°C u klima-komori jer je op-
timalna temperatura za stvaranje fazeolotoksina 18°C

(Niiske i Fritsche, 1989).
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Reizolacija

Sa hranljivih podloga NA i NSA, nakon tri dana
razvoja reizolovane su bakterijske kolonije tipi¢ne za
Psp. Odabrano je &etiri reizolata (RTP101, RTP105,
RTP110 i RTP120).

Provera patogenosti reizolata

Na mladim mahunama boranije ve¢ tre¢eg dana na-
kon inokulacije u okviru tkiva infiltriranog suspenzi-
jom bakterija javile su se vlaZne i masne pege.

U okviru masnih pega, posle 4-5 dana od inokulacije
obrazuje se beli¢ast bakterijski eksudat, a ivi¢ni deo pega
u vedini slu¢ajeva dobija crvenkastu boju. Lelliott i Stead
(1987) za proveru patogenosti izolata bakterije Psp tako-
de navode inokulaciju nezrelih mahuna pasulja, a pozi-
tivhom reakcijom se smatra pojava karakteristi¢nih

vlaznih pega.
Seroloske metode identifikacije (ELISA test)

Primenom ELISA testa potvrdeno je da svi prouca-
vani izolati i reizolati pripadaju bakteriji Psp jer reaguju
sa specifi¢nim antitelima. Pojava pozitivne reakcije re-
gistrovana je merenjem promene boje pomo¢u ELISA
¢itada. Sviuzorci kao i pozitivna kontrola imali su vred-
nost apsorpcije nekoliko puta ve¢u od vrednosti ocita-
nih kod negativne kontrole (E. amylovora).

Molekularne metode identifikacije (PCR)

Rezultatilan¢ane reakeije polimeraze pokazuju da su
kod svih proutavanih izolata i reizolata kao i kod kon-
trolnog izolata Ps12 amplifikovani fragmenti nuklein-
ske kiseline veli¢ine 450 bp (Slika 5), ¢éime je potvrdeno
da pripadaju bakteriji Psp. U slu¢aju bakterije E. amylo-
vora (negativna kontrola), reakcija je u svim testovima
bila negativna. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezul-
tatima koje za ovakva ispitivanja navode Schaad i sar.
(1995) i Giiven i sar. (2004).

Balazi Delibagi¢ (2005) i Milijasevi¢ i sar. (2007) na-
vode da je za identifikaciju i detekciju bakterija sa se-
mena najbolje kombinovati nekoliko metoda. Najbolja
kombinacija podrazumeva izolaciju patogena na odgo-
varajule selektivne podloge i dokazivanje patogenosti,
a potom potvrdu identiteta dobijenih izolata kori$¢e-
njem seroloskih i/ili molekularnih metoda.
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Slika 5. Amplifikacija fragmenta DNA veli¢ine 450 bp iz fazeolotoksin gena kori$¢enjem prajmera P 5.1/P 3.1iP 5.2/P 3.2.
M: Marker DNA Ladder Sigma 50 bp, +: Ps12, -: NCPPB 595, 1: TP100, 2: TP102, 3: TP105, 4: TP110, 5: TP111,
6: RTP101,7: RTP120
Figure 5. Amplification of a 450 bp DNA fragment from the phascolotoxin gene using P 5.1/P 3.1 and P 5.2/P 3.2 primers.
M: Marker DNA Ladder Sigma 50 bp, +: Ps12, -- NCPPB 595, 1: TP100, 2: TP102, 3: TP105, 4: TP110, 5: TP111,
6:RTP101,7: RTP120

Primena savremenih metoda identifikacije (PCR i
ELISA testovi) i u na$im istrazivanjima je omoguéila
brzu identifikaciju dobijenih izolata i reizolata Psp iz
semena pasulja.
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Elaboration of Methods for
Detection of Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola
on Bean Seeds

SUMMARY

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola detection on artificially inoculated bean seeds
was investigated. The method of the International Seed Federation — ISF (2006) was used.
It includes bacteria extraction from seeds, isolation on semiselective media and checking
the pathogenicity of investigated isolates. For verification of results, quick new methods of
investigation were used (ELISA test and PCR).

The results show that semiselective media MT (Milk Tween Agar) and MSP (Modified
Sucrose Peptone Agar) can be appropriate for isolation of this bacterium. Pathogenicity of the
investigated isolates was confirmed on cotyledon leaves of bean. ELISA test and PCR confir-
med that all investigated isolates and reisolates belong to the bacterium P. s. pv. phaseolicola.

Keywords: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola; Bean; Seed; Artificial inoculation; ELISA;

PCR
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