Downloaded from CORE. Provided by PlantaRum - Repository of the Institute for Plant...

Identifikacija i karakterizacija bakterije Pseudomonas syringae patogena breskve 25
Zastita bilja UDK: 634.25-235
Vol. 62 (1), Ne 275, 25-38, 2011, Beograd Naucéni rad

IDENTIFIKACIJA I KARAKTERIZACIJA BAKTERIJE
PSEUDOMONAS SYRINGAE PATOGENA BRESKVE

VELJKO GAVRILOVIC *, NENAD DOLOVAC, NENAD TRKULJA,
MILOS STEVANOVIC, SyETLANA ZIVKOVIC,
DOBRIVOJ POSTIC, ZARKO IVANOVIC

Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd, Srbija
*e-mail: vgavrilo@yahoo.com

Pseudomonas syringae ekonomski znacajan biljni patogen Sirokog kruga domacina koji
ukljucuje vocke, ratarske, povrtarske i ukrasne biljke. Ova fitopatogena bakterija narocitu
paznju privlaci kao patogen vocaka prouzrokujuéi sve vece Stete. Do sada je eksperimentalno
potvrden kao parazit kruSke, jabuke, kajsije, treSnje, viSnje, Sljive i maline. Pseudomonas
syringae je identifikovan kao patogen breskve u Srbiji. Detekcija syrB gen je koriséena za
identifikaciju fitotoksina karakteristi¢nog za P. syringae pv. syringae. Na$ je eksperiment
pokazao da se detekcijom SyrB gena kao dijagnosti¢kog alata moze identifikovati patogeni
varijetet patogen breskve.

Kljucne reci: Pseudomonas syringae, breskva, siringomicin.

UvOoD

Pseudomonas syringae je bakterijakoja pripada gama subklasi Proteobacteria
identifikuje se kao Gram-negativna bakterija koja je striktni aerob, Stapicastog
je oblika, polarnog raspodela flagela, produkuje fluorescentni pigment, negati-
vna je na aktivnost oksidaze i arginin dehidrolaze i ne izaziva trulez krompira
(Doudoroff and Palleroni, 1974). Ova bakterija je veoma rasprostranjena i pa-
razit je mnogih drvenastih i zeljastih biljaka, redukuje nitrate do nitrita, stvara
levan i izaziva hipersenzibilnu reakciju na listovima duvana (Arsenijevi¢, 1997).
Kao patogenom vocaka je veoma rasprostranjen i smatra se ekonomski $tetnim u
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¢itavom svetu. Prema patogenu su se osetljivim narocito pokazale tresnja, kruska,
kajsija i viSnja (Arsenijevi¢, 1997; Sobiczewski, 1984; Sobiczewski and Jones,
1992; Scortichini, 2003). Bakterija je u Srbiji eksperimentalno potvrdena kao
patogen kruske, jabuke, kajsije, tre$nje, vi$nje, Sljive 1 maline, a njeni patogeni
sojevi su izolovani i iz dzanarike i breskve (Gavrilovi¢ i sar., 2009).

Pseudomonas syringae je dosta heterogena grupa koju ¢ini oko 57 patogenih
varijeteta (Gardan et al., 1997). Jedan od relativno lakih a pouzdanih metoda u
identifikaciji patogenih varijeteta zasniva se na njihovoj produkciji razlic¢itih fito-
toksina na osnovu kojih je moguce izvrsiti detekciju gena odgovornih za produ-
kciju pojedinih toksina, te je na ovaj nacin moguce utvrditi o kom se patogenom
varijetetu radi (Gross, 1991). Ovim putem moguce je relativno lako utvrditi o
kom je patogenom varijetetu re¢ ¢ak iako dva razli¢ita patogena varijeteta mogu
da izazovu sli¢na oboljenja na istim biljkama, Sto je slu¢aj kod patogenih vari-
jeteta syringae 1 morsprunorum koji izazivaju rak rane na drvenastim delovima
kosticavog voca (Bultreys and Gheysen, 1999).

Siringomicin, siringotoksin i siringostatin su fitotoksini koje produkuje
Pseudomonas syringae pv. syringae kao sekundarne metabolite. Ovi molekuli su
cikli¢éni lipodepsipeptidi koji su toksi¢ni za Sirok spektar razli¢itih vrsta biljaka
(Bultreys and Gheysen, 1999). Siringomicin je po strukturi cikli¢ni lipodepsipep-
tid sacinjen od polarne peptidne glave i hidrofobnog repa sacinjenog od 3-hidrok-
si masne kiseline sa 10, 12 ili 14 ugljenicnih jedinica (Fukuchi et al. 1992; Zhang
et al. 1995). Siringomicin je fitotoksi¢an usled formiranja pora u plazmamem-
brani biljnih ¢elija koje postaju potpuno propustljive za katjone kao $to je Ca**
(Zhang et al. 1997). Pretpostavlja se da su Cetiri gena odgovorna za produkciju si-
ringomicina. SyrB i syrC geni ucestvuju u sintezi siringomicina, sy»D u njegovoj
sekreciji, a syrP u regulaciji (Bultreys and Gheysen, 1999; Quigley et al. 1993).

Breskva je u mnogim zemljama sveta veoma osetljiv domacin bakterije P,
syringae. U SAD je intenzivno proucavana pojava iznenadnog izumiranja sta-
bala breskve, koja je prouzrokovana delovanjem biotskih i abiotskih Cinilaca,
medu kojima vazno mesto pripada bakteriji P. syringae (Ritchie i Clayton, 1982).
P. syringae pv. persicae je opisana kao ekonomski znacajan parazit breskve u
Francuskoj i Novom Zelandu, prouzrokujuéi njeno susenje i izumiranje (Young,
1991; Young et al., 1996).

Poslednjih godina P. syringae u Srbiji privlaci sve vecu paznju kao patogen
breskve. Ova bakterija moze da prouzrokuje susenje grana, $to je naroc€ito §tetno
u mladim zasadima. Utvrdivanje koji od dva patogena varijeteta P. syringae pv.
persicae ili P. syringae pv. syringae je prisutan kao patogen breskve u Srbiji je
od velikog znacaja za proucavanje ove bakterije. Stoga je izolovanje bakterije,
provera patogenosti i primena laboratorijskih testova za identifikaciju patogena
neophodno za njeno dalje izuCavanje.
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Simptomi se ispoljavaju u vidu iznenadnog suSenja lis¢a i cvetova breskve,
a tkivo grane oko baze pupoljka nekrotira u vidu elipsodnih ulegnutih pega.
Uklanjanjem kore uoc¢ava se nekroza koja prstenasto zahvata tkivo kambijuma
onemogucavajuci protok hranljivih materija $to dovodi do izumiranja Citave gra-
ne. Procenat obolelih pupoljaka moze biti izrazito visok, $to rezultira velikim
Stetama i gubitkom prinosa (Gavrilovi¢ et al, 2009).

S obzirom da patogen postaje sve rasprostranjeniji u Srbiji prouzrokujuéi sve
znacajnije Stete, cilj rada je bio da se opiSu simptomi bolesti, opisu karakteristike
izolata bakterije 1 prikaze metoda identifikacije fitotoksina siringomicina koja se
moze koristiti za pouzdanu identifikaciju patogena.

MATERIJAL I METODE

Bakterijski izolati i hranljive podloge

Bakterija P. syringae je izolovana i iz nekroticnih pupoljaka breskve tokom
200912010. godine u regionu Smedereva, u kome je breskve od velikog ekonom-
skog znacaja i zastupljena je na velikim povrSinama.

Kao kontrolni sojevi koris¢en je izolat CFBP 11 (P s. pv syringae) iz francu-
ske kolekcije fitopatogenih bakterija (Angers).

U radu su koris¢ene sledec¢e hranljive podloge: King B (KB) (2% pepton,
0.15% K ,HPO,, 0.15% MgSO, x 7H,0, 1% Glicerol, 1.5% agar), NAS (4.13%
hranljivi agar, 5% saharoza), Hugh-Leifson podloga (0.2% pepton, 0.5% NaCl,
0.3% agar, 0,003% bromtimol plavo), podloga za dokazivanje aktivnosti argininde-
hidrolaze (0.3% pepton, 0.5% NaCl, 0.03% K ,HPO, 1% arginin, 0,001% fenol cr-
veno, 0.3% agar), podloga za hidrolizu zelatma (0. 3% kvascev ekstrakt, 0.5% pep-
ton, 12%zelatina), podloga za hidrolizu eskulina (1% pepton, 0.5% NaCl, 0.05%
feriamonijum citrat, 1.2% agar), podloga za aktivnost tirozinaze (0.5% glicerol, 1%
kazein hidrolizat, 0.05% K _HPO,, 0.0125% MgSO, x 7H,0, 0.1% L-tirozin, 1.5%
agar), podloga za razgradn]u tat“[arata (0.1% K HPO, 0. 02% MgSO, x 7H,0, 0.15%
NaNH,HPO,, 0.15% natrijumtartarata, 0. 005% bromtlmol plavo)

Izolacija i izdvajanje Cistih kultura

U cilju izolacije patogena, prikupljeni uzorci su obradeni u laboratoriji pri-
menom standardnih postupaka. Radi otklanjanja necistoca sa povr§ine, uzorci su
oprani pod mlazom tekuce vode i prosuSeni na filter-papiru pri sobnoj tempera-
turi. Izolacija patogena je vrSena direktno iz obolelog biljnog tkiva, prethodno
povrsinski dezinfikovanog 96% etanolom, uzimanjem fragmenata veli¢ine 1-2
mm sa prelaza izmedu zdravog i obolelog tkiva na grani. Fragmenti su macerirani
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u nekoliko kapi sterilne destilovane vode u avanu pomocu tucka i posle neko-
liko minuta macerat je razmazom pomocu petlje zasejan na NAS podlogu radi
dobijanja karakteristicnih, ispupcenih, glatkih i sjajnih kolonija, sivo bele boje.
Petri posude sa zasejanom podlogom postavljene su u termostat pri 25°C. Pojava
karakteristi¢nih kolonija posmatrana je narednih 2 dana.

U cilju izdvajanja ¢istih kultura vrSen je odabir kolonija karakteristi¢nih
za P. syringae i njihovo dalje presejavanje na novu NAS podlogu. Prethodno
su bakterioloSkom petljom pojedinacne kolonije ponaosob prenete u epruvetu
sa sterilnom destilovanom vodom, zatim je suspenzija prome$ana pomocu ro-
tacione tresilice i kap suspenzije razmazana na novu NAS podlogu. Nakon 24h
inkubacije u termostatu, pojedina¢ne kolonije su dalje kori§¢ene u testovima za
identifikaciju patogena.

Patogenost

Patogene odlike proucavanih izolata su proverene vestackom inokulacijom
bakterijske suspenzije koncentracije 107 bakterija/ml u mlade plodove kruske,
tre$nje, mahuna boranije i listove jorgovana (Klement, 1990). Inokulisani plo-
dovi su postavljeni u uslove poviSene vlaznosti pri sobnoj temperaturi. Rezultati
su ocitavani nakon 7 dana.

Hipersenzibilna reakcija

Sposobnost testiranih sojeva da prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju (HR)
proverena je infiltracijom suspenzije bakterija u sterilnoj destilovanoj vodi, kon-
centracije oko 10® bakterija/ml medicinskim $pricem i iglom u listove duvana
(Klement, 1963). Inokulisani listovi su zatim postavljeni u vlazne uslove pri
sobnoj temperaturi i nakon 1-2 dana su ocitavani rezultati.

Bakterioloske odlike

Proucene su su slede¢e morfoloske, odgajivacke i biohemijske odlike: bojen-
je po Gramu, stvaranje fluorescentnog pigmenta na King-ovoj podlozi B (King,
1954), metabolizam glukoze (O/F test) koris¢enjem Hugh-Leifson podloge
(Hugh and Leifson, 1953). U cilju utvrdivanja kojoj grupi fitopatogenih bakte-
rija izolati pripadaju koriS¢eni su (LOPAT) testovi: stvaranje levana (Lelliott et
al., 1966), aktivnost oksidaze (Kovacs, 1956), arginin dehidrolaze, pektinaze
(Thornley, 1960). Pored ovih odlika izvrSeni su i diferencijalni biohemijski te-
stovi za utvrdivanje patogenog varijeteta: hidroliza Zelatina i eskulina, stvaranje
tirozinaze i metabolizam tartarata (GATT) (Arsenijevic, 1997).
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Izolacija DNK

DNK je izolovana iz bakterija gajenih 24 h na hranljivom agaru u termo-
statu pri temperaturi od 25°C. Pojedina¢na kolonija bakterija je petljom preneta
u mikrotubu 1 suspendovana u 100 pl destilovane vode. Bakterijska suspenzija
je zagrevana 5 minuta na 95°C a zatim je centrifugirana 3 minuta na 15000 g.
Supernatant je odliven u drugu mikrotubu i kori$¢en je kao uzorak bakterijske
DNK (Stankovi¢ et al., 2005).

UmnoZavanje SyrB gena

Sekvence prajmera (Sorensen et al., 1998) koris¢enih u radu su:

B1 (5’- CTT TCC GTG GTC TTG ATG AGG -3”)

B2 (5’- TCG ATT TTG CCG TGA TGA GTC -3°).

Umnozavanje fragmenata DNK vrSeno je u 25 ul reakcione smeSe koja
sadrzi PCR reakcioni pufer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8.3]), 1.5 mM
MgCl,, 200ul dNTPs, 0.5 mM prajmera, 0.025 U Taq polimeraze i 1 pl DNK
uzorka. Kao pozitivna kontrola koris¢en je referentni CFBP 11 (P. syringae pv
syringae), a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda.

Program PCR reakcije za syrB gen:

pocetna denaturacija DNK (94°C - 7 min)

35 ciklusa:

denaturacije DNK (94°C — 1.5 min)

vezivanja prajmera (60°C — 1.5 min)

sinteze fragmenata DNK - elongacija (72°C - 3 min)

finalna elongacija (72°C - 10min)

Analiza PCR proizvoda

Umnozeni fragmenti DNK su razdvojeni procesom elektroforeze u 1% aga-
roznom gelu i 0.5 x TAE (.40mM Tris, 20mM Sircetna kiselina, ImM EDTA)
puferu pri naponu 95 V. Fragmenti su obojeni potapanjem gela u rastvor etidijum-
bromida (100 pg/ 100 ml) u trajanju 20 min i posmatrani pod UV svetlom na
transiluminatoru.
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REZULTATI

Izolacija

Na stablima breskve je primeceno suSenje grana, mladara i Cita-
vih stabala, kao i obrazovanje rak-rana. Pojava bolesti Cesto je pracena obil-
nim lucenjem smole, §to je Cesto karakteristiCan znak infekcije bakterijama.
Uklanjanjem povrsinskog sloja kore uocena je nekroza ksilema, floema i kam-
bijuma. Nekrotirana tkiva su vlaznog izgleda, Sto podseca na infekcije bakteri-
jama. Kao rezultat izolacije bakterija direktno iz tkiva obolelih grana breskve
doslo je do razvoja mnostva bakterijskih kolonija na NAS podlozi dva dana po-
sle izolacije. Svi bakterijski izolati formiraju bledosive kolonije, sjajne, glatke,
sluzastog izgleda, izrazito ispupcene, pre¢nika od 1,5 — 5 mm na mesopepton-
skoj podlozi obogacenoj saharozom (NAS). Daljim pre¢is¢avanjem dobijene su
Ciste kulture koje su odrzavane na hranljivom agaru i dalje kori§¢ene u testovi-
ma za identifikaciju patogena.

Svi proucavani sojevi poreklom sa vo¢aka formiraju kolonije koje izrazito
fluoresciraju na Kingovoj podlozi B. One su sjajne, glatke, blago ispupcene, rav-
nih ivica, pre¢nika oko 2 mm.

Hipersenzibilna reakcija

Izolovani sojevi prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju na listovima duvana
ispoljenih u vidu crnih nekroti¢nih zona na mestim infiltracije bakterijske suspen-
zije. Na kontrolnim biljkam u koje je infiltrirana destilovana voda nije doslo do
nekroze tkiva.

Patogenost

Prve promene na inokulisanim plodovima tresnje uocavaju se ve¢ posle 24
sata od inokulacije i ispoljavaju se u vidu nekroti¢nih, crnih, ulegnutih pega,
pre¢nika oko 3-4 mm. Iste pege uocavaju se na plodovima kruske i treSnje posle
tri dana od inokulcije i one dostizu prec¢nik oko 5 mm.

Patogene karakteristike proucavanih sojeva proverene su inokulacijom ne-
sazrelih plodova kruske, treSnje i plodova boranije. Izolovani sojevi prouzrokuju
nekrozu inokulisanih, nesazrelih plodova ispoljenih u vidu crnih nekroti¢nih ule-
gnutih pega precnika 3-5 mm. Nakon 7 dana na mestu inokulacije pojavile su se
vodenaste zone, svetlo-zelene boje, dok je 5 dana kasnije doslo do nekroze tkiva i
pojave tamno mrke boje oko bunarcica ispunjenih suspenzijom bakterija. Nekroza
listova jorgovana zapocinje od lisnih drski, uronjenih u suspenziju bakterija i vrlo
brzo zahvata lisne nerve prozimajudi list u celosti, koji postaje crne boje. Na inoku-
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lisanim mahunama boranije oko mesta infiltracije suspenzije bakterija uocavaju se
karakteristicne mrke pege sa uocljivim narandzastim oreolom.

Proucavani izolati su ispoljili homogenost u pogledu patogenih odlika. Svi su
prouzrokovali hipersenzibilnu reakciju na listovima duvana, nekroze na inokulisa-
nim nesazrelim plodovima kruske, tre$nje, mahunama boranije i listovima jorgo-
vana $to su tipi¢ne odlike bakterije Pseudomonas syringae pv. syringae. Identi¢no
njima se pri testovima patogenosti ponasa kontrolni soj CFBP 11 (P, syringae pv.
syringae). Na osnovu rezultata testova patogenosti zakljuceno je da se izolati sa
breskve odlikuju patogenim odlikama karakteristinim za P. syringae pv. syringae.

Bakterioloske odlike

Izolati poreklom sa breskve stvaraju levan, ne stvaraju oksidazu i arginin
dehidrolazu, niti poseduju pektoliticke fermente da bi prouzrokovali trulez kriski
krompira. Prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju inokulisanih liski duvana.

Svi proucavani izolati su Gram negativni, fluoresciraju na King-ovoj podlozi
B i glukozu metabolisu iskljucivo oksidativno; stvaraju levan ali ne i oksidazu,
arginin dehidrolazu i pektinazu. Ove karakteristike potvrdile su da je fitopatogena
bakterija P. syringae.

Razlike u pogledu biohemijskih odlika utvrdene su pri diferencijalnim
(GATT) testovima. Svi izolati su bili pozitivni prilikom hidrolize Zelatina i esku-
lina, ali negativni na aktivnost tirozinaze i metabolizam tartarata, ukazujuéi na
tipicne karakteristike za bakteriju la grupe, P. syringae pv. syringae.

Potpuna hidroliza Zelatina ispoljava se nemoguénoséu ocvrs¢avanja osnovne
podloge pri temperaturi od 4°C posle 6-10 dana. Promena boje podloge u tamnomr-
ku, u periodu od 2 - 3 dana oznacava pozitivnu reakciju hidrolize eskulina. Izolati
poreklom sa breskve ne stvaraju tirozinazu, posto ni u peridu od 7 dana ne dolazi
do pojave crvenomrke boje podloge, $to je karakteristican znak pozitivne reakcije.
Ovi izolati ne metabolisu tartarate u periodu od 14 dana, $to se ispoljava odsustvom
pojave plave boje zasejane osnovne podloge. Kontrolni sojev CFBP-11 takode hi-
drolizuje Zelatin i eskulin ali ne stvara tirozinazu i ne metabolise tartarate.

Detekcija syrB gena

Produkcija siringomicina, cikli¢nog lipodepsinonapeptida, glavnog faktora
virulencije bakterije P. syringae pv. syringae moze biti detektovana koris¢enjem
PCR reakcije i specificnih prajmera za syrB gen koji kodira ovaj metabolit
(Sorensen et al., 1998). Pojava trake na gelu na poziciji od 752-bp kod svih ispi-
tivanih izolata ukazuje na prisustvo syrB gena kod njih i samim tim potvrduje da
ispitivani izolati pripadaju vrsti P. syringae pv. syringae (Slika 1).
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Slika 1 - PCR umnozavanje syrB gena na poziciji 752-bp. Kolone 1) i 16) DNA
molecular size marker (®X174 DNA/BsuRI); Kolona 2) CFBP-11;) Kolone 3 -
14) P. syringae izolati sa breskve 15) negativna kontrol.

Figure 1 — PCR amplification of the 752-bp fragment of syrB. Lanel) i 16) DNA
molecular size marker (0X174 DNA/BsuRI); Lane 2) CFBP-11;) Lane 3 - 14) P.
syringae isolate from peach 15) negative control.

DISKUSIJA

P syringae parazitira brojne vrste vocaka Sirom sveta i ubraja se u eko-
nomski znacajne patogene (Arsenijevic¢, 1997; Scortichini et al., 2003, Natalini et
al., 2006). Breskva se svakako ubraja medu osetljivije domacine ove bakterije, a
Stete koje nastaju kao posledice infekcije bakterijom zavise od ekoloskih fakto-
ra, osetljivosti sorte i starosti stabla. Fitopatogena bakterija P. syringae postaje
sve rasprostranjeniji patogen breskve u Srbiji prouzrokujuéi susSenje grana pa i
Citavih stabala. Izolovanje P. syringae iz obolelog tkiva moguce je tokom proleca
i leta, a najuspesnije je odmah po pojavi simptoma bolesti, posto je tada njena
aktivnost najveca. U ove svrhe su se pogodnim pokazale mesopeptonska podlo-
ga obogacéena saharozom (NAS) i Kingova podloga B, a karakteristike kolonija
bakterije na ovim podlogama imaju vazan dijagnosticki karakter (Arsenijevic,
1997; Braun-Kiewnick and Sands, 2001). Na podlozi obogaéenoj saharozom,
kolonije bakterije su krupne, izrazito ispupcene, sjajne, glatke, sluzasta izgleda,
pre¢nika 3-5 mm (levan tip kolonija). Odlika P. syringae da na pomenutoj podlozi
stvara levan je od velikog znacaja u identifikaciji fluorescentnih bakterija roda
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Pseudomonas (Lelliott et al., 1966; Arsenijevi¢, 1997). Na King-ovoj podlozi B
kolonije su glatke, blago ispupcene, sa izrazenom sposobnoscu stvaranja fluore-
scentnog pigmenta (Arsenijevi¢, 1997).

Rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima, kao i oni drugih autora pokazu-
ju da HR predstavlja prvi korak u identifikaciji bakterije P. syringae (Mansvelt
and Hattingh, 1986; Burkowicz and Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997). Jedno
od najvaznijih patogenih svojstava ove bakterije je sposobnost prouzrokovanja
hipersenzibilne reakcije duvana. Takode je veoma pogodan metod za diferencija-
jciju patogenih i saprofitnih sojeva koji se ¢esto zajedno pojavljuju na hranljivim
podlogama prilikom izolacije bakterija. Pozitivan rezultat testa je nekroza infil-
triranog tkiva duvana 18-24 ¢asa posle inokulacije, i pouzdan je znak patogenosti
bakterije (Klement et al., 1964; Klement, 1990; Arsenijevi¢, 1997).

Izolati P. syringae poreklom sa kosti¢avih vocaka prouzrokuju nekroze ino-
kulisanih plodova tre$nje i kruske, $to se u nasim istrazivanjima pokazalo kao
veoma pogodan test za brzu proveru patogenosti izolata. Nekroti¢ne pege oko
mesta inokulacije se pojavljuju ve¢ posle 24 - 48 sati a pogodnost ovog testa
isti¢u 1 drugi autori (Jones, 1971; Burkowicz and Rudolph, 1994).

Jorgovan je biljka sa koje je ova bakterija prvi put izolovana i detaljnijie opi-
sana, a inokulacija listova ove ukrasne biljke je veoma pogodan test za proveru
patogenosti izolata P. syringae pv. syringae. Na inokulisanim listovima se zapaza
nekroza lisnih drski, koja se postepeno Siri i zahvata tkivo glavnog i bo¢nih nera-
va, odakle dospeva u tkivo mezofila (Young, 1991; Mitrev et al., 2000). Ovaj test
takode ukazuje i na sposobnost sistemi¢nog Sirenja patogena u biljci, §to je ranije
i eksperimentalno potvrdeno (Mansvelt and Hattingh, 1987).

Na inokulisanim mahunama boranije uocavaju se narandzasto mrke pege,
veoma karakteristicnog izgleda (Arsenijevi¢, 1997 ). Mrkonarandzaste pege na
inokulisanim plodovima boranije znak su da su izolati patogeni i ovaj test je
veoma pogodan za proveru patogenosti izolata P. syringae pv. syringae, posto 1
kontrolni izolat CFBP 11 reaguje denti¢no kao 1 ispitivani izolati.

U pogledu patogenih svojstava sojevi su ispoljili patogenene odlike tipicne za
pv. syringae. Ovi rezultati su u punoj saglasnosti sa podacima iz literature koji ka-
zuju o razli¢itim patogenim odlikama predstavnika ovog varijeteta (Arsenijevic,
1997; Gavrilovi¢, 2004; Gavrilovi¢ i sar., 2004). Primenjeni testovi za proveru
patogenosti su veoma pouzdani, lako ostvarivi i Siroko se koriste u ove svrhe
(Burkowitz i Rudolph, 1994; Scortichini et al., 2003; Natalini et al., 2006).

Proucavani izolati su ispoljili izrazitu homogenost u pri testovima po Gramu,
reakcije fluorescencije, oksidativnog metabolizma glukoze i LOPAT testova. Na
osnovu ovih karkteristika je potvrdeno da propadaju vrsti P. syringae (Gavrilovi¢,
2004).
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Biohemijsko-fizioloske karakteristike P. syringae su dosta proucavane, §to
je rezultiralo brojnim podacima, narocito u nesto starijoj literaturi. Osnovni cilj
ovih istraZivanja bio je da se utvrde razlike medu patogenim varijetetima ove
bakterije. Primenom biohemijsko-fizioloskih odlika utvrdeni su diferencijalni
testovi na osnovu kojih se mogu razlikovati patogeni varijeteti. U pogledu bi-
ohemijskih karakteristika proucavani izolati sa breskve ispoljavaju izrazitu uni-
formnost i pokazuju tipi¢ne odlike P. pv. syringae. Na osnovu rezultata testova
izolati hidrolizuju Zelatin i eskulin ali ne stvaraju tirozinazu i ne koriste tarta-
rate u svojim metabolickim procesima. Ovi kriterijumi su i prema literaturnim
podacima veoma pouzdani i dosta se koriste u svrhu identifikacije P. syringae
do nivoa patogenog varijeteta (Latorre and Jones, 1979; Mansvelt and Hattingh,
1986; Burkowicz and Rudolph, 1994). Nedostatak ove grupe testova je relativno
dug period do dobijanja validnih rezultata. Proucene fenotipske karakteristike
su omogucile identifikaciju bakterije do nivoa patogenog varijeteta, Sto je bio 1
osnovni cilj istraZivanja.

Patogeni varijetet, persicae koji je u svetu identifikovn kao varijetet speci-
jalizovan za parazitiranje na breskvi se prema svojim patogenim i biohemijskim
odlikama znatno razlikuje od proucavanih izolata, tako da tokom ovih istrazivanja
njegovo prisustvo nije utvrdeno.

Stvaranje siringomicina je vazna odlika vecine sojeva P. syringae pv. syrin-
gae (Gross et al., 1984 ) kojom se karakteri$u i nasi izolati poreklom sa breskve. U
radu Hacinsona i Grosa (1997) pokazano je da toksin siringomicin koji produkuje
P, syringae pv. syringae je glavni faktori virulentnosti ove bakterije. Poredenjem
efekata koji ovaj toksina ima na plazmamembranu ¢elija lista duvana, u radu
lacobelisa (1992) dobijeno je da siringomicin izaziva stvaranja pora na plazma-
membrani Celija duvana. Primena metode lanacane reakcije polimeraze (PCR)
primenom syrB prajmera se pokazale veoma pouzadanom za detekciju siringo-
micina toksina karakteristicnog P. syringae pv syringae, (Sorensen et al. 1997.;
Bultreys and Gheysen, 1999). Nakon PCR reakcije doSlo je do umnozavanja
fragmenta od 752-bp $to odgovara genu syrB odgovornog za sintezu siringomici-
na, kod svih ispitivanih izolata §to je bila jo$ jedna potvrda da oni pripadaju vrsti
P, syringae pv. syringae.

Na osnovu svih prikazanih rezultata potvrdeno je da bakterija P. syringae pv.
syringae parazitira na breskvi u Srbiji.
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IDENTIFICATION AND CARACHTERIZATION OF PEACH
PATHOGEN PSEUDOMONAS SYRINGAE
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SUMMARY

Pseudomonas syringae is economically important plant pathogen, found on
a number of hosts including fruit trees, field crops, vegetables and decorative
plants. This phytopathogenic bacteria is becoming a quite widespread pathogen
on the fruit trees in Serbia, causing significant economic loses. Up to now it was
experimentally confirmed as a pathogen on the pear, apple, apricot, cherry, sour
cherry, plum trees as well as raspberries. In this study Pseudomonas syringae
was identificated as pathogen on peach tree in Serbia. Detection of syrB gene
was used for identification phytotoxins tipical for P. syringae pv. syringae. Our
experiment showed that detection of sy»B genes can be used as a diagnostic tool
in determining pathovars of Pseudomonas syringae parasites on peach trees.

Key words: Pseudomonas syringae, peach, syringomicin.

(Received: 05.04.2011.)
(Accepted: 27.05.2011.)

Plant Protection, Vol. 61(1), Ne 275, 25-38, 2011, Belgrade, Serbia.



