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REZIME

U radu su prikazane karakteristike sojeva bakterije Pseudomonas syringae izolovanih iz
nekrozom zahvacenih tkiva sljive. Na osnovu patogenih i biohemijsko-fizioloskih odlika pro-
ucavane izolate smo svrstali u dve grupe: | grupa sojeva izolovana je iz obolelih grana 3lji-
ve sa simptomima susenja i oni su prema svojim odlikama sli¢ni Pseudomonas syringae pv.
syringae; |l grupa sojeva izolovana je iz nekroti¢nih cvetnih pupoljaka sljive i oni ispoljava-
ju karakteristike tipi¢ne za Pseudomonas syringae pv. morsprunorum. 1z obolelih grana sljive,
pored ovih bakterija, izolovane su i gljive rodova Phomopsis, Botryosphaeria i Leucostoma.
Dalja proucavanja ovih patogena i njihova uloga u pojavi iznenadnog susenja mladih sta-

bala sljive su u toku.

Kljuéne reéi: Sljiva; izumiranje stabala; bakterije; Pseudomonas syringae

uvoD

Susenje $ljive zapaZzeno poslednjih godina kod nas
prouzrokovalo je velike $tete ozbiljno ugrozavajuéi us-
pesno gajenje ove veoma cenjene vocke. Iznenada izu-
miru stabla §ljive starosti 3-7 godina, tako da proizvoda-
¢i pocinju da gube interes za njeno uzgajanje. Na osno-
vu zapazanja sa terena moze se konstatovati da su Stete
najveée na podruéju Valjevai Sapca gde se Sljiva tradici-
onalno gaji, a kao najosetljivija sorta se pokazala ¢acan-
ska lepotica (Gavrilovi¢ i Ivanovi¢, 2007).

Simptomi su$enja vocaka mogu biti prouzrokovani

fitopatogenim agensima (gljivama, bakterijama, viru-
sima, fitoplazmama), ali i abioti¢kim faktorima kao $to
su ekstremno niske temperature tokom zimskih me-
seci, kao i interakcijom biotskih i abiotskih ¢inilaca
(Arsenijevic’, 1980; Gavrilovi¢, 2004; Berger, 2004a).

Stoga je cilj rada bio da se izvrsi identifikacija fito-
patogenih bakterija izolovanih iz obolelog tkiva §ljive
i utvrdi njihov znacaj u etiologiji ove bolesti. Tim pre,
$to pojava iznenadnog su$enja stabala ljive simptoma-
ti¢no podsec¢a na izumiranje stabala kajsije, u ¢emu je
uloga fitopatogenih bakterija eksperimentalno potvr-
dena (Klement, 1977; Arsenijevi¢, 1980).
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MATERIJAL | METODE

Uzorci obolelih grana $ljive prikupljani su tokom
2003-2006. godine na podruéju Valjeva, Mionice, Uba,
Koceljeve, Loznice i Sapca. Uzorkovanje je obavljeno
odmah po pojavi simptoma, krajem maja i poc¢etkom ju-
na, a uzorci su dopremani u laboratoriju za fitopatologi-
ju Instituta za zatitu bilja i Zivotnu sredinu u Beogradu,
gde je vrsena izolacija bakeerija i gljiva.

Izolovanje bakterija obavljeno je standardnim me-
todom razmaza na mesopeptonsku podlogu obogade-
nu sa 5% saharoze (NAS) i Kingovu podlogu B, u pe-
tri-kutijama pre¢nika 9 cm. Ove podloge se uobicajeno
koriste za izolovanje fitopatogenih bakterija iz obole-
lih tkiva voéaka (Arsenijevi¢, 1997; Gavrilovi¢, 2004).
Posle 2-3 dana razvoja prihvatane su pojedina¢ne ko-
lonije bakterija i nano$ene na zako$enu mesopepton-
sku podlogu obogaéenu sa 2% glicerola (NAG), radi
odrzavanja izolovanih sojeva u kolekeiji (Gavrilovi¢,
2004).

Patogene odlike izolovanih sojeva proverene su ve-
$tackim inokulacijama nesazrelih plodova kruske, tres-
nje, paradajza, paprikeilimuna, sejanaca kruske, listova
jorgovana i mahuna boranije, metodom povrede bakte-
rioloskom iglom, pri ¢emu je kori$¢ena suspenzija bak-
terija koncentracije 108 cfu/ml. Inokulisani plodovi, se-
janci i listovi odrzavani su u vlaznoj sredini dva dana,
a posle na sobnoj temperaturi do kona¢nog o¢itavanja
rezultata.

Proucene su i sledeée bakterioloske odlike izolova-
nih sojeva, znacajne za identifikaciju patogena: razli-
kovanje po Gramu, metabolizam glukoze (O-F test),
stvaranje fluorescentnog pigmenta, stvaranje leva-
na, aktivnost oksidaze, pektolitickih fermenata, argi-
nin dehidrolaze (LOPAT), hidroliza zelatina i esku-
lina, aktivnost tirozinaze, metabolizam tartarata
(GATT) i stvaranje siringomicina (Lattore i Jones,
1979; Burkowitz i Rudolph, 1994; Arsenijevié, 1997;
Gavrilovi¢, 2004).

Kontrolni izolati u istraZivanjima su oznaceni Sifra-
ma 2690 (Pseudomonas syringae pv. syringae izolovan iz
vidnje u Poljskoj) i 895 (Psendomonas syringae pv. mor-
sprunorum izolovan iz tre$nje u Nemackoj).

Radi dobijanja pouzdanijih rezultata o prouzrokova-
¢uovogoboljenja paralelno je vriena i izolacija fitopato-
genih gljiva. Komadiéi uzeti iz grani¢ne zone obolelog i
zdravog tkiva postavljeni su na krompir-glukoznu pod-
logu (KDA) u petri-kutijama pre¢nika 9 cm. Izolovanje
gljiva je takode vr$eno nanosenjem njihovih reproduk-
tivnih organa, ispoljenih u vidu Zelatinoznih kapi, ko-
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je se pojavljuju na obolelim granama posle odrzavanja
uvlaznoj sredini u vremenu 24-48 sati, na krompir-glu-

koznu podlogu (Dhingra i Sinclair, 1987).

REZULTATI
Simptomi bolesti

Vi$egodi$njim posmatranjem uodeno je da se suge-
nje stabala §ljiva javlja samo u vegetaciji kojoj su pret-
hodile niske temperature (-20°C i nize) tokom zime.
Kada su zime blage u na$im uslovima sugenje se ne
javlja. Prvi simptomi bolesti uocavaju se krajem pro-
le¢a i pocetkom leta. Na deblu mladih stabala uoca-
va se nekroza tkiva koja se ispoljava u vidu nekroti¢-
ne pege koja esto zahvata deblo ¢itavom duZinom.
Tkivo u okviru pega je ulegnuto i mrkoljubicasto, te
se jasno moze razlikovati od zdravog, nezarazenog. U
okviru nekroti¢nih pega Cesto se zapaza pucanje ko-
re i lu¢enje smole. Uklanjanjem povrsinskog sloja ko-
re uocava se nekroza sprovodnih sudova koji dobijaju
mrku boju. Nekroza vremenom zahvata deblo u celo-
stii prouzrokuje susenje ¢itave vocke (Slika 1). Suvo li-
§¢e mrke boje ne otpada i ostaje pri¢vriéeno za grane,
§to je takode karakteristi¢an znak bolesti. Formirani
plodovi se smezuravaju, postaju ljubi¢asti i viemenom
otpadaju.

Usled nekroze debla nastaje nekroza osnovnih grana,
na kojima se takode uocavaju mrkoljubicaste ulegnute
pege. One se vremenom spajaju, zahvatajudi grane u ce-
losti usled ¢ega se cela vocka susi.

Cesto se u okviru nekroti¢nih zona na obolelim gra-
nama i deblu §ljive uo¢avaju i reproduktivni organi glji-
va, ispoljeni u vidu okruglih tela$aca, §to nas je pod-
staklo da pored izolacije bakterija paralelno izvr$imo
iizolaciju gljiva.

Na obolelim stablima $ljive primeéeni su i simptomi
nekroze pupoljaka iz kojih se u proleée ne razvijaju li-
stovi i cvasti. Tkivo oko nekroti¢nih pupoljaka je ule-
gnuto i tamnije boje od okolnog, zdravog. U grani¢noj
zoni obolelog i zdravog tkiva nastaje pucanje kore zbog
aktivnosti neinficiranog kambijuma. Odstranjivanjem
povrsinskog sloja kore uocava se nekroza sprovodnih
sudova koji su mrke boje.

Prouzrokujuéi nekrozu vise susednih pupoljaka pa-
togen prstenasto zahvata ¢itave grane, uzrokujuéi njiho-
vo izumiranje. Ovakve patoloske promene praéene su
obilnim lu¢enjem smole, $to je takode upeatljiv simp-
tomatski znak.
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Slika 1. Simptomi izumiranja mladih stabala §ljive —
prirodna zaraza

Figure 1. Symptoms of young plum trees decay — natural
infection

Izolovanje bakterija

Na mesopeptonskoj podlozi obogaéenoj saharozom
(NAS), posle dva dana razvoja uocavaju se bledosive,
izrazito ispup&ene kolonije, pre¢nika 2-3 mm, sluzavog
izgleda, §to je karakteristi¢an znak stvaranjalevana. Na
Kingovoj podlozi B kolonije bakterija su okrugle, pre¢-
nika 1-2 mm a njihov razvoj prati pojava fluorescenci-
je $to je jedna od karakeeristika za identifikaciju pato-
gena. Uspe$na izolacija bakterija ostvarena je iz manjeg
broja (20%) analiziranih uzoraka obolelih grana 8ljive.
Za dalja proucavanja izdvojeno je Sest izolata: tri izolo-
vana iz nekrozom zahvaédenih viSegodi$njih grana 3lji-
ve (S-1, S-2, S-3) i tri izolovana iz nekroti¢nih lisnih i
cvetnih pupoljaka (S-10, S-11, S-12).

Patogene odlike izolovanih sojeva

Sojeviizolovani iz viSegodisnjih grana Sljive sa simp-
tomima su$enja (S-1, S-2, S-3) prouzrokuju nekroze
inokulisanih plodova tresnje, kruske, limuna, para-
dajza i paprike, kao i mahuna boranije. Ovi sojevi ta-

kode prouzrokuju nekrozu sejanaca kruske i listova
jorgovana.

Prve promene na inokulisanim plodovima tre$nje uo-
cavaju se ve¢ posle 24 sata od inokulacije i ispoljavaju se
uvidu nekroti¢nih, crnih, ulegnutih pega, pre¢nika 3-4
mm. Iste takve pege uo¢avaju se na inokulisanim plo-
dovima kruske posle tri dana od inokulacije i dostizu
pre¢nik oko S mm.

Nekroza lisnih peteljki, koja se postepeno $iri zahva-
tajudi glavni i bo¢ne lisne nerve uocava se na inokulisa-
nim listovima jorgovana. Prve promene na lisnim pe-
teljkama pojavljuju se dva dana posle inokulacije, a ne-
kroza ¢itavog lista dela lista nastaje posle pet dana.

Nainokulisanim sejancima kruske patoloske prome-
ne se uocavaju tri dana posle inokulacije, a ispoljavaju
se u vidu nekroze kotiledona, koja se dalje $iri i zahva-
ta tkivo hipokotila.

Na inokulisanim plodovima paradajza i paprike po-
sle 3-4 dana uocavaju se crne, ulegnute pege, pre¢nika
3-4 mm, a na plodovima limuna su mrke boje, ulegnute,
pre¢nika S mm. Na mahunama boranije sojevi S-1,S-2 i
S-3 prouzrokuju mrkonarandzaste nekroze, koje se vre-
menom §ire zahvatajuéi ih u celosti. Identi¢no sojevima
$-1,§-2, §-3, izolovanim iz nekrozom zahvaéenih gra-
na $ljive, pri testovima patogenosti se ponasa i kontrol-
ni s0j 2905 (Psendonas syringae pv. syringae).

Sojevi $-10, S-11 i S-12, izolovani iz nekroti¢nih
pupoljaka $ljive, prouzrokuju nekroze inokulisanih
plodova tresnje, ali negativno reaguju pri inokulaci-
onim testovima na plodovima kruske, limuna, para-
dajza, paprike i listova jorgovana. Na mahunama bo-
ranije oni prouzokuju bledomrke pege, koje se zna-
¢ajno razlikuju od onih koje prouzrokuje prethodna
grupa sojeva $to je okarakterisano kao negativan re-
zultat. Kontrolni soj 895 (Psendomonas syringae pv.
morsprunorum,) se istovetno ponasa pri prouéenim te-
stovima patogenosti.

Bakterioloske karakteristike
proucavanih sojeva

Svi proutavani izolati su Gram-negativni i glukozu
(O-F test) razlazu iskljucivo u acrobnim uslovima (ok-
sidativno) (Tabela 1). Na osnovu ovih odlika i sposob-
nosti prou¢avanih sojeva da stvaraju fluorescentni pi-
gment na Kingovoj podlozi B zaklju¢eno je da izolova-
na bakterija pripada rodu Psexdomonas.

Rezultati LOPAT testova, pomo¢u kojih je moguée
izvrsiti determinaciju sojeva do nivoa vrste, ukazuju da
pored stvaranjalevana svi proucavani sojevi prouzrokuju
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Tabela 1. Osnovne bakterioloske karakteristike sojeva izolovanih iz obolelog tkiva $ljive
Table 1. Main bacteriological characteristics of strains isolated from diseased plum tissue

Izolat Gram O-Frest  Levan Oks‘idaza Pekt@naza Argi.n'%ndeh%drolaza HR duvana
Isolate Oxidase  Pectinase  Arginindyhidrolase  Tobacco HR
S-1 - (@) + - - - +

S-2 - O + - - - +

S-3 - O + - - - +

S-10 - O + - - - +

S-11 ; 0 + - - - +

S-12 - (@) + - - - +

2690 - O + - - - +

895 - (@) + - - - +

Tabela 2. Diferencijalne odlike proucavanih sojeva
Table 2. Propertics of investigated strains

Izolat Zelatin Eskulin Tirozinaza Tartarati Siringomicin
Isolate Gelatine Esculine Tyrosinase Tartrate Syringomicin
S-1 + + - - +

S2 + + - - +

S-3 + + - - +

S-10 - - + + -

s-11 - - + + -

S-12 - - + + -

2690 + + - - +

895 - - + + -

hipersenzitivnu reakciju duvana (HR), dok je negativan
rezultat zabeleZen pri testovima aktivnosti oksidaze, ar-
ginin-dehidrolaze i pektoliti¢kih fermenata na kriska-
ma krompira (Tabela 1). Pri ovim testovima identi¢no
proudavanim sojevima se ponasaju i kontrolni izolati
2950 (P.s. pv. syringae) 1 895 (P.s. pv. morsprunorum).

Naosnovu rezultata LOPAT testova prikazanih u ta-
beli 1 zaklju¢eno je da proucavani sojevi pripadaju vr-
sti Psendomonas syringae, ckonomski §tetnog patogena
kosti¢avih vocaka. S obzirom da dva patogena varijete-
ta (pv. syringaeipv. marspmnomm) ove bakterije para-
zitiraju kosti¢ave vocke, proudene su diferencijalne bio-
hemijske odlike za ove varijetete, a to su hidroliza Zela-
tina i eskulina, aktivnost tirozinaze, metabolizam tar-
tarata, kao i stvaranje siringomicina. Rezultati ovih te-
stova prikazani su u tabeli 2.

Rezultati diferencijalnih testova, prikazani u tabe-
li 2, ukazuju da se kao i pri testovima patogenosti pro-
ulavani sojevi mogu podeliti u dve jasno izdiferenci-
rane grupe.

Prvu grupu ¢ine sojevi S-1, S-2 1 S-3 koji su izolova-
ni iz viSegodisnjih nekrozom zahvadenih grana §ljive.
Oni prouzrokuju nekrozu inokulisanih plodova tresnje,
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kruske, limuna, paradajza, paprike, sejanaca kruske, li-
stova jorgovana i mahuna boranije, hidrolizuju zelatin i
eskulin, stvaraju siringomicin, a negativno reaguju pri
testovima stvaranja tirozinaze i metabolizma tartara-
ta, $to su odlike karakteristi¢ne za Pseudomonas syrin-
gae pv. syringae. Ovakvim patogenim i biohemijsko-fi-
zioloskim karakteristikama odlikuje se i identifikova-
ni (kontrolni) soj P. s. pv. syringae (2690).

Druga grupa sojeva izolovana iz nekroti¢nih pupo-
ljaka gljive (S-10, S-11, S-12) prouzrokuje nekroze ino-
kulisanih plodova tresnje ali negativno reaguje pri osta-
lim testovima patogenosti; oni ne hidrolizuju Zelatin i
eskulin, ne stvaraju siringomicin ali stvaraju tirozinazu
i razlaZzu tartarate. Ovakve patogene i biohemijske od-
like su tipi¢ne za Pseudomonas syringae pv. morspruno-
rum. Ovakvim karakteristikama se odlikuje i kontrol-

ni soj ove bakterije (895).

DISKUSIJA

Susenje stabala $ljive iz godine u godinu predstavlja
sve vedi problem u proizvodnji ove vocke prouzrokuju-
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¢i velike ekonomske $tete. Prva zapazanja o ovoj poja-
vi datiraju od pre desetak godina. Usled velikih $teta,
izumiranja mladih stabala §ljive ponovo privladi paznju
naudne i struéne javnosti u periodu 2003-2006. godine.
Osetljivom se pokazala naro¢ito sorta ¢atanska lepoti-
ca, ali se bolest, mada u znatno slabijem intenzitetu za-
paza i na sortama ¢acanska rodna i Stenley. Simptomi
zapazeni na terenu podseéaju na pojavu iznenadnog
izumiranja stabala kajsije $to ozbiljno ugrozava uspes-
nu proizvodnju ove vo¢ke (Klement, 1977; Arsenijevi¢,
1980; Stefani i Stead, 2002). Susenje stabla breskve, ko-
je se ispoljava sli¢nim simptomima, usled velikih $teta
privla¢i paznju u SAD i opisano je kao ,kratak Zivot sta-
bala breskve” (Peach trees short life) (Ritchie, 1995). S
obzirom da ovakve simptome na vo¢kama mogu prou-
zrokovati fitopatogene bakterije preduzeta su istraZiva-
nja sa ciljem da se utvrde osnovne karakteristike izolo-
vanih sojeva. Prisustvo reproduktivnih organa gljiva na
obolelim granama podstaklo nas je da sprovedemo od-
govarajuca istrazivanja u cilju njihove identifikacije.

Iz manjeg broja od ukupno analiziranih uzoraka izo-
lovani su Gram-negativni sojevi bakterija, koji stvara-
ju fluorescentni pigment na Kingovoj podlozi B, a glu-
kozu razlazu samo u aerobnim uslovima (oksidativ-
no). Na osnovu ovih odlika prou¢avanih izolata, kao i
rezultata LOPAT testova, sojevi su identifikovani kao
Peudomonas syringae, estog i sve rasprostranjenijeg pa-
razita voéaka (Gavrilovi¢, 2004; Kennelly i sar., 2007).

Uspesna izolacija patogenih sojeva P. syringae iz ma-
njeg broja od ukupno analiziranih uzoraka je rezultat
koji je predstavljao izvesno iznenadenje, odnosno nije
bio o¢ekivan. On bi se mogao objasniti vremenom uzor-
kovanjaiizolacije bakterija. Uzorci obolelih stabala §lji-
ve su prikupljani i analizirani krajem prole¢a i pocet-
kom leta (maj, jun), kada je doslo do maksimalnogispo-
ljavanja simptoma, a u ovom periodu je aktivnost bak-
terije P. syringae najslabija i ona se tada tesko moze izo-
lovati (Arsenijevi¢, 1997; Klement, 1977; Gavrilovi¢,
2004). Stoga je u cilju uspesne izolacije ovih bakeerija
potrebno pratiti pojavu prvih nekroti¢nih promena, ko-
je se nagranama i deblu mogu uoditi ranije s prole¢a, ali
svakako pre potpunog susenja obolelih stabala.

O ulozi bakterije Pseudomonas syringae u pojavi izne-
nadnog izumiranja stabala $ljive kod nas jo§ ne moze-
mo dati konac¢an sud. Potrebno je izvriiti inokulacije
stabala ove vo¢ke vise puta tokom godine u cilju repro-
dukcije simptoma i utvrdivanja postojanja korelacije iz-
medu pojave simptoma i temperatura tokom razli¢itih
godi$njih doba. Ova istrazivanja su u toku, a rezultati
¢e biti naknadno saop$teni. Smatramo da i samo prisu-

stvo patogenih sojeva P. syringae, bakterije koja je opi-
sana kao prouzrokova¢ izumiranja kosti¢avih vocaka,
ukazuje na njenu ulogu u etiologiji susenja ljive. Alj,
trebalo bi intenzivirati i istrazivanja o eventualnoj ulo-
zi drugih patogena u genezi ove bolesti (fitoplazmi, vi-
rusa i gljiva).

Istrazivanja sprovedena u Nemackoj, eksperimental-
no su potvrdila da je bakterija P. syringae sa svoja dva
patogena varijeteta dominantni prouzrokovad suSenja
stabala §ljive u pokrajini Baden Winterberg. Prema re-
zultatima ovih istrazivanja, $tete se narocito ispoljava-
ju posle ekstremno niskih temparatura tokom perioda
mirovanja vo¢aka. Zbog toga se kao jedna od mera suz-
bijanja preporucuje zastita debla, njegovim uvijanjem
belim plasti¢nim trakama i premazivanje kre¢om ko-
me se dodaje neki od preparata na bazi bakra (Berger,
2004a, 2004b).

U SAD je masovna pojava izumiranja stabala krus-
ke i tresnje, prouzrokovana bakterijom Psendomonas
syringae, utvrdena posle ekstremno niskih temperatu-
ra tokom zime (Spots isar., 1990; Spots i Cervantes,
1994a, 1994b).

I u Srbiji je masovno susenje stabala §ljiva zabeleze-
no upravo u godinama sa hladnim i dugotrajnim zima-
ma kada se temperatura u zimskim mesecima spusta
na -20 do -25°C.

Postojanje korelacije izmedu aktivnosti P. syringae i
niskih temperatura je odavno poznato, §to je i eksperi-
mentalno potvrdeno. Stavige, i pri vestackim inokula-
cijama u laboratoriji bakterijom P. syringae, grane ko-
$ticavih vocaka je posle inokulacije neophodno izloZi-
ti nekoliko dana niskim temperaturama (-5 do -10°C),
dabi doslo do pojave simptoma bolesti (Klement, 1990;
Burkowitz i Rudolph, 1994).

Znacajan aspekt budu¢ih istrazivanja bio bi prouca-
vanje taksonomije izolovanih sojeva primenom mole-
kularnih metoda (PCR). Tako je nedavno ustanovljen
novi patogeni varijetet P. syringae pv. avii koji prou-
zrokuje sli¢ne simptome na divljoj tre$nji u Francuskoj
(Menard isar., 2003). Na osnovu rezultata primene mo-
lekularnih metoda i definisanja taksonomije izolova-
nih sojeva iz §ljive, moze se utvrditi i spektar domadi-
na ove bakterije i njena potencijalna opasnost po osta-
le kosticave vocke.

Na kraju, ne treba zanemariti ni prisustvo izolovanih
gljiva (Phomapsis, Botryiosphaeria, Leucostoma) u obo-
lelim uzorcima grana i debla §ljive, posto su i one opi-
sane kao prouzrokovadi suSenja i izumiranja kosti¢avih
vocaka (Biggs, 1989; Jones i Sutton, 1996; Ivanovi¢ i
Ivanovié, 2004; Zivkovié, 2008).
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Characteristics of Bacterial Strains
from Pseudomonas Genera Isolated
from Diseased Plum Trees

SUMMARY

Characteristics of Pseudomonas syringae strains isolated from diseased plum trees are
presented is this paper. Based on pathogenic, biochemical and physiological characteris-
tics, isolated starins were divided into two groups: First group of strains, isolated from dis-
eased plum branches with symptoms of suden decay, was simillar to Pseudomonas syrin-
gae pv. syringae; second group of strains, isolated from necrotic flower buds on plum trees,
exhibited characteristics simillar to Pseudomonas syringae pv. morsprunorum. In addition,
phytopathogenic fungi belonging to genera Phomopsis, Botryosphaeria and Leucostoma,
were also isolated from diseased plum trees. Further study of these pathogens and their
role in the epidemiology of suden plum trees decay is in progress.

Keywords: Plum; Suden decay; Bacteria; Pseudomonas syringae
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