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Usled poteskoca u razlikovanju vrsta roda Agrobacterium i nedostatka standardizova-

nog protokola izvréena je procena i odabir pogodnih metoda u cilju njihove diferencijaci-
je na osnovu fizioloskih, genetskih i patogenih odlika. Diferencirani su sojevi Agrobacterium
tumefaciens, A. rhizogenes i A. vitis primenom standardnih bakterioloskih i molekularnih me-
toda. Primenom diferencijalnih testova sojevi su ispoljili ocekivane biohemijsko-fizioloske
karakteristike. Izvedene su dve ,duplex” PCR metode sa 4 razli¢ita tipa prajmera. Kod prou-
¢avanih sojeva detektovano je prisustvo virD2 i virC gena patogenosti, koji se nalaze na plaz-
midnoj DNK bakterije. Prisustvo hromozomskog gena pehA, odgovornog za sintezu enzima
poligalakturonaze, utvrdeno je kod soja A. vitis. Patogenost je proverena na kriskama mrkve
i mladim biljkama paradajza i suncokreta. Sojevi A. tumefaciens i A. vitis bili su tumorogeni
na svim test biljkama, dok je soj A. rhizogenes ispoljio patogenost jedino na kriskama mrkve.
Na osnovu dobijenih rezultata, proucavani sojevi diferencirani su kao tumorogeni (Ti) Agro-
bacterium tumefaciens i A. vitis, i kao rizogeni (Ri) A. rhizogenes.

Kljuéne reci: Bakteriozni rak; plazmid; Agrobacterium; ,duplex” PCR; patogenost

uvoD

Fitopatogene vrste roda Agrobacterium prouzrokuju
bakteriozni rak mnogih dikotiledonih biljaka, pojedi-
nih monokotiledonih, kao i nekih golosemenica (Ma-
tthysse, 2006). Od gajenih biljaka posebno su osetlji-
ve videgodi$nje voéne vrste (Garret, 1987; Sobiczewski
i sar., 1991), vinova loza (Schroth, 1988) i neke ukra-
sne biljke (Poncet i sar., 1996). Usled oboljenja dolazi
do znacajnih ekonomskih $teta, naroéito u rasadnicar-
skoj proizvodnji gde mogu iznositi vise od 80% (Garret,

1987). Godisnji finansijski gubici nastali usled obolje-
nja koje prouzrokuju Agrobacterium spp. u SAD mere
se desetinama miliona dolara (Kennedy i Alcorn, 1980).

Patoloske promene ispoljavaju se u vidu tumora ili
kosmatosti (Arsenijevi¢, 1997). U najveéoj meri, bo-
lest zahvata podzemne biljne delove — koren i korenov
vrat, a u pojedinim slu¢ajevima simptomi se ispoljava-
juinastablu. Medutim, uobi¢ajene su i latentne zaraze,
kada je patogen prisutan u biljnom materijalu bez vid-
ljivih simptoma. Ukoliko se za sadnju koriste zarazene
biljke, u kasnijim fazama razvoja moze doé¢i do usporenog
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porasta i smanjenja prinosa, pa ¢ak i do izumiranja bi-
ljaka (Poncet i sar., 1996; Schroth, 1988). U pojedinim
slu¢ajevima nije primeéena znadajna razlika u porastu
izmedu zdravih i zarazenih biljaka $to je zabelezeno kod
nekih sorti tre$nje (Garret, 1987).

Patogenost predstavnika ovog roda uslovljena je pri-
sustvom Ti plazmida (Tumor iducing - izaziva¢ tumo-
ra) ili Ri plazmida (Root inducing — izaziva¢ kosmato-
sti) u genomu bakterije. Nastanku tumora ili kosmato-
sti prethodi ugradnja dela plazmida bakterije u biljni ge-
nom, dovodeéi do genetitke transformacije biljne éelije
(Zhuisar,2000). Geni bakeerije ugradeni u genom bilj-
ke domaéina kodiraju sintezu biljnih hormona auksi-
nai citokinina, koji izazivaju proliferaciju tkiva i razvoj
tumora, odnosno kosmatost korena. Ovi geni kontro-
lidu i proizvodnju specifi¢nih materija koje se nazivaju
opini. Opini predstavljaju razli¢ite vrste molekula ko-
ji se sinteti$u i izlu¢uju iz formiranih gala, a koriste ih
bakterije u svom metabolizmu. Sposobnost vrsta roda
Agrobacterium dakoriste ove materije predstavlja njiho-
vu kompetitivnu prednost u odnosu na druge bakeeri-
je koje se mogu naéi u blizini gala (Burr i Otten, 1999).

Klasifikacija roda Agrobacterium ranije se zasniva-
la upravo na patogenim karakteristikama. Medutim,
novija istrazivanja ukazuju na to da se ovaj rod sastoji
od najmanje pet geneticki i fenotipski razli¢itih grupa
(Young i sar., 2005). Taksonomija ovog roda jo§ uvek
je u procesu revizije, a nedavno je predloZeno pripaja-
nje predstavnika roda Agrobacterium rodu Rhizobium
(Young i sar., 2001). U ovom radu biée kori§¢ena kla-
sifikacija po kojoj je rod podeljen na vrste A. tumefaci-
ens, A. rhizogenes, A. vitis i A. rubi. A. tumefaciens i A.
rhizogenes, ukoliko poseduju neki od plazmida nosioca
patogenosti, imaju izuzetno $irok krug domadina, 4. vi-
tis pretezno parazitira vinovu lozu, dok 4. 7ubi na osno-
vu dosada3njih istrazivanja parazitira isklju¢ivo Rubus
spp- (Young i sar., 2005). Poslednja u nizu opisana je i
izdvojena vrsta A. larrymoorei koja prouzrokuje bakte-
riozni rak fikusa (Bouzar i sar., 1995a).

Diferencijacija Agrobacterium vrsta moze se izvrsiti
primenom standardnih bakterioloskih, automatizova-
nih i molekularnih metoda. Do sada je u literaturi opi-
san niz biohemijsko-fizioloskih testova koji se mogu ko-
ristiti u njihovoj diferencijaciji (Tabela 1) (Bouzar i sar.,
1995a, 1995b; Kerr i Gibb, 1997; Moore i sar., 2001).
Takode, razvijen je sistem kojim se u specijalnim mi-
krotitarskim plo¢ama mozZe analizirati veliki broj soje-
va (Cubero i Lopez, 2001). Komercijalno dostupne au-
tomatizovane metode, kao $to su analiza masnih kise-
linai BIOLOG test, takode su se pokazale pogodnim u
diferencijaciji Agrobacterium vrsta (Bouzarisar., 1993,
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1995; Jarvis i sar., 1996). Do sada je koris¢eno vise ra-
zli¢itih molekularnih metoda u detekeiji, identifikaci-
jiidiferencijaciji Agrobacterium spp. Medu njima naj-
$iru primenu ima lan¢ana reakcija umnozavanja fra-
gmenata DNK (PCR). U ovu svrhu razvijeno je vise
prajmera specifi¢nih za plazmidnu DNK kojima se so-
jevi mogu diferencirati na osnovu patogenih karakte-
ristika (Eastwell i sar., 1995; Haas i sar., 1995; Sawa-
daisar., 1995; Szegedi i Bottka, 2002; Suzaki i sar.,
2004; Kawaguchiisar., 2005; Pulawska i Sobiczewski,
2005; Bini i sar., 2008). Nedavno je razvijen ,multi-
plex“ PCR pomocdu koga se prajmerima specifi¢nim
za hromozomski 23s rRNK gen mogu diferencirati
sojevi roda Agrobacterium do nivoa vrste (Pulawska i
sar., 2006). Pored gore navedenih tehnika neophod-
no je izvodenje testa patogenosti, kako bi se potvrdi-
la patogena priroda proudavanih sojeva. U ovu svrhu
mogu se koristiti kriske mrkve, klijanci ili mlade bilj-
ke paradajza, duvana, suncokreta, tatule itd. Imaju-
¢i u vidu da se pojedini sojevi odlikuju veoma uskim
krugom domacéina, neophodno je patogenost proveri-
ti na vie razli¢itih test biljaka ili pak na vrsti iz koje
je patogen izolovan.

Opseinija istrazivanja vezana za vrste roda Agrobﬂc—
terium u nasoj zemlji nisu izvodena vi$e od trideset go-
dina. Nedavno je objavljen prvinalaz 4. tumefaciens na
malini iz okoline Valjeva (Milijagevié¢ i sar., 2007). Cilj
ovog rada bio je da se izvr$i izbor metoda pogodnih za
diferencijaciju tri najznacajnije vrste roda Agrobacteri-
um na osnovu dostupnih biohemijsko-fiziologkih te-
stova i molekularnih metoda, uz proveru patogenosti

na nekoliko pogodnih test biljaka.

MATERIJAL | METODE

Sojevi koris¢eni u radu

U istrazivanju su kori$¢eni referentni sojevi A. zu-
mefaciens (KFB 096), A. rhizogenes (KFB 098) i A. vi-
tis (KFB 099) poreklom iz medunarodnih kolekcija.
Sojevi su ¢uvani u hranljivom bujonu sa 30% glicerola
(Schaad i sar., 2001), pri temperaturi od -80°C u ko-
lekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fito-
medicinu Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. U bi-
ohemijsko-fizioloskim testovima kori§éene su kulture
bakterija stare 24-48 h, gajene na KDA podlozi sa do-
datkom 0,5% CaCQOj. Bakterijske kulture iz kojih je
vrsena ckstrakcija DNK gajene su na PYGA podlozi
(pepton 3 g/l, kvaséev ekstrake 5 g/1, glicerol 10 ml/1
iagar 20 g/l).
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Diferencijacija biohemijsko-fizioloskim
testovima

Biohemijsko-fizioloske odlike izolovanih sojeva pro-
ulene su standardnim i diferencijalnim testovima. Re-
akcija po Gramu utvrdena je postupkom sa 3% KOH
(Suslow i sar., 1982). Od odgajivackih odlika prougen je
razvoj bakterija pri 35°C i razvoj u podlozi sa 2% NaCl
(Moore i sar., 2001). Prouéena je aktivnost oksidaze;
stvaranje 3-ketolaktoze; formiranje prosvetljenih zo-
na na KDA podlozi sa CaCOs; pokretljivost bakterija
pri pH 7,0; pekeoliti¢ka aktivnost pri pH 4,5; razvoj i
pigmentacija u podlozi sa feriamonijum-citratom, ko-
ri$éenje citrata i proizvodnja kiseline iz saharoze i ba-
ze iz tartarata (Bouzar i sar., 1995b; Kerr i Gibb, 1997;
Moore i sar., 2001).

Diferencijacija molekularnim metodama

DNK je ckstrahovana iz ¢istih bakterijskih kultu-
ra pravljenjem suspenzije bakterija, koncentracije 108
CFU/ml (ODg¢=0,2), koja je zatim izlagana tempera-
turi 95°C tokom 10 min u vodenom kupatilu. Ekstrak-
ti bakterijske DNK dobijeni na ovaj natin ohladeni su

na ledu i kori¢eni za analizu ili su ¢uvani pri tempera-
turi -20°C za kasnija proucavanja.

PCR metoda izvedena je kori$éenjem Eetiri seta praj-
mera specifi¢nih za deo plazmidne, odnosno hromo-
zomske DNK. Oznake prajmera, sastav sekvenci, veli-
¢inaumnozenih PCR proizvoda kao i literaturni izvo-
ri navedeni su u tabeli 2. A/C’ par prajmera specifi-
¢an je za plazmidni (Ti i Ri) virD2 gen koji je prisu-
tan kod $irokog kruga patogenih Agrobacterium vrsta,
dok se parom prajmera CYT/CYT’ umnozava sckven-
ca na ip# genu koji je prisutan samo na tumorogenom
(Ti) plazmidu. Kombinovanjem ova dva para prajme-
ra u ,duplex* PCR-u, omogudava se istovremena de-
tekcija oba gena i diferencijacija tumorogenih (sadrze
Ti plazmid) i rizogenih (sadrze Ri plazmid) Agrobac-
terium vrsta (Haas i sar., 1995). VCF3/VCR3 parom
prajmera amplifikuje se fragment DNK karakteristi-
¢an za virC gen koji se nalazi na Ti ili Ri plazmidu,
dok je par prajmera PGF/PGR komplementaran se-
kvenci hromozomskog gena peh A karakteristi¢nog za
vrstu A. vitis. VCF3/VCR3 i PGF/PGR prajmeri, pri-
menjeni istovremeno u ,duplex PCR metodi, omogu-
¢avaju diferenciranje patogenih 4. vitis sojeva (Kuma-
gai i Fabritius, 2008).

Tabela 1. Biohemijsko-fizioloske karakreristike fitopatogenih vrsta roda Agrobacterium (Bouzar i sar., 1995a, 1995b; Kerr

i Gibb, 1997; Moore i sar., 2001)

Test A. tumefaciens  A. rhizogenes  A.vitis  A.rubi  A. larrymoorei
Bojenje po Gram-u - - - - -
Aktivnost oksidaze + -/V \% + NP
Razvoj pri 35°C + -/V \% \% -
Razvoju 2% NaCl + - + + +
3-ketolaktozni test + - -/'V - -
Reakcija u lakmus mleku ALK KIS ALK ALK ALK
Formiranje prosvetljenih zona na KDA-CaCO; - - - \%4
Pokretljivost pri pH 7,0 + - NP NP
Pektoliticka aktivnost pri pH 4,5 - - + NP NP
Razvoj i pigmentacija u podlozi sa feriamonijum- + ) i ) i
-citratom
Koriséenje citrata -V + + - -
Stvaranje kiseline iz:

saharoze + - \% NP NP

eritritola - + - - NP

melozitoze + - - - NP
Stvaranje baze iz:

L-tartarata -/V + + - +

mucinska kiselina - + - NP NP

malonske kiseline - + + + -

+ = pozitivna reakcija kod viSe od 80% sojeva; V = 21-79% sojeva ispoljava pozitivnu reakciju; - = negativna reakcija kod vise od 80% sojeva;
NP = nema literaturnih podataka; ALK = alkalna reakeija; KIS = kisela reakcija
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Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni za diferencijaciju Agrobacterium spp.

Veli¢ina umnozenog

Ime Sekvenca fragmenta Literatura

A,/ S ATGCCCGATCGAGCTCAAGT -3 , 224 bp Haas i sar., 1995.

C 5-TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA -3 ’

I eateseoeccs e
VCF3/ 5 -GGCGGGCGYGCYGAAAGRAARACYT-3 414bp Suzakiisar. 2004,
VCR3 5 -AAGAACGYGGNATGTTGCATCTYAC-3’ ’

PGF/ 5: -GGGGCAGGATGCGTTTTTGAG - 3: 466bp Herlac}.@ isar., 1997;
PGR 5’ - GACGGCACTGGGGCTAAGGAT -3 Szegedi i Bottka, 2002.

»Duplex* PCR sa A/C’ i CYT/CYT’ prajmerima
izveden je prema protokolu po Haas-u i sar. (1995). Re-
akciona smesa krajnje zapremine 50 pl sadrzala je: 1 Taq
pufer (sadrzi KCli 15 mM MgCl,); 0,2 mM dNTPs; 0,4
uM prajmera; 1U Tzg DNK polimeraze ; 30,8 pl vode
(Fermentas, Litvanija) i 5 pl DNK ekstrakta. PCR re-
akcija se odvijala po slede¢em programu: pocetna de-
naturacija pri temperaturi 94°C u trajanju 60 sekundi,
40 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 60 sckundj,
vezivanja prajmera pri 50°C u trajanju 60 sekundi i ek-
stenzije pri 72°C u trajanju 60 sekundi. Zavrsna eksten-
zija odvijala se pri temperaturi 72°C tokom 5 minuta.

U reakciji sa VCF3/VCR3i PGF/PGR prajmerima pri-
menjen je protokol po Kumagai i Fabritius (2008), uz ma-
nje modifikacije u pogledu sastava i koncentracije pojedi-
nih komponenti reakcione smese. Reakciona smesa final-
ne zapremine 25 pl sadrzala je: 1 Tag pufer (sadrzi KCl i
15mM MgCl,); 0,2 mM dNTPs; 0,5 uM prajmera; 0,5U
T2 DNK polimeraze; 13,4 ul vode (Fermentas, Litvanija)
i2 ul DNK ekstrakta. Reakcija se odvijala po slede¢em pro-
gramu: po¢etna denaturacija pri temperaturi 94°C u traja-
nju 5 min; 35 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 60
sekundj, vezivanja prajmera pri 56°C u trajanju 60 sekundi
ickstenzije pri 72°C u trajanju 60 sekundi. Zavr$na eksten-
zija odvijala se pri temperaturi 72°C u trajanju 5 minuta.

Reakcije umnozavanja DNK su izvedene u aparatu
Thermo Cycler 2240 (Applied Biosystem, USA). Pro-
dukti umnozavanja DNK razdvojeni su procesom elek-
troforeze u 2% agaroznom gelu, a zatim obojeni u ra-
stvoru etidijum-bromida (1 pg/ml) i posmatrani pod
UV svetlom na transiluminatoru.

Test patogenosti

U cilju utvrdivanja patogenosti prouc¢avanih sojeva
kori3¢ene su sledeée biljne vrste: mrkva (Daucus carota),
suncokret (Helianthus annuus) i paradajz (Solanum lyco-
persicum). Koren mrkve dezinfikovan je u 1% rastvoru na-
trijum-hipohlorita, potom ise¢en na kriske i postavljen
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usterilne petri-kutije sa vlaznim filter papirom. Na ovako
pripremljene kriske pipetirano je 100 pl bakeerijske sus-
penzije koncentracije 108 CFU/ml. Kriske mrkve inku-
birane su pri sobnoj temperaturi, a promene su praéene
tokom 3 nedelje od inokulacije. Biljke paradajza i sunco-
kreta, starosti 2-3 nedelje inokulisane su ubodom ento-
moloskom iglom u stablo gde je prethodno naneto 20 pl
bakterijske suspenzije koncentracije 108 CFU/ml. Inoku-
lisane biljke gajene su u uslovima staklenika pri tempera-
turi od 24+3°C. Svi testovi patogenosti izvedeni su u naj-
manje tri ponavljanja. Biljke inokulisane sterilnom desti-
lovanom vodom koriséene su kao negativna kontrola. U
narednom periodu posmatrana je pojava i razvoj tumora
na mestu inokulacije navedenih biljaka.

REZULTATI

Diferencijacija sojeva

Svi proucavani sojevi pripadaju Gram-negativnim
bakterijama. Sojevi A. tumefaciens (KFB 096) i 4. vi-
tis (KFB 099) stvaraju oksidazu, razvijaju se pri tempe-
raturi 35°C i u podlozi sa 2% NaCl za razliku od soja
A. rhizogenes (KFB 098) (Tabela 3). Soj 4. tumefaciens,
za razliku od ostalih, stvara 3-ketolaktozu i razvija se u
podlozi sa feriamonijum-citratom uz stvaranje karakte-
risti¢nog pigmenta, dok pri razvoju na KDA podlozi sa
dodatkom CaCO; jedino soj A. rhizogenes indukuje ¢i-
ste, prozirne zone. Sojevi 4. tume_ﬂzciem iA. rbizagenes
pokretljivi su pri pH 7,0 za razliku od soja A. vitis, dok
s0j A. vitis jedini ispoljava slabu pektoliti¢ku aktivnost
pri pH 4.5. Sojevi A. rhizogenes i A. vitis razlazu citra-
te i stvaraju baze iz tartarata, ali ne i s0j A. tumeﬁta'em.
Soj A. tumefaciens stvara kiselinu iz saharoze, dok je re-
akcija soja 4. vitis slabo pozitivna a A. rhizogenes nega-
tivna. U poredenju sa literaturnim podacima proucava-
ni sojevi u ovom radu ispoljili su o¢ekivane biohemijsko-
fizioloske karakteristike u svim izvedenim testovima.
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Tabela 3. Rezultati biohemijsko-fizioloskih testova, PCR analize i testa patogenosti proucavanih sojeva

Test

A. tumefaciens

A. rhizogenes A. vitis

(KFB096)  (KFB098)  (KFB099)
Bojenje po Gramu - - -
Aktivnost oksidaze + - +
Razvoj pri 35°C + - +
§ Razvoj u 2% NaCl + - +
3
;_;i 3-ketolaktozni test + - -
3
6 Formiranje prosvetljenih zona na KDA-CaCOj; - + -
N
E Pokretljivost pri pH 7,0 + + -
‘T Pekrolititka aktivnost pri pH 4,5 - - )
L
<=
‘-:—g Razvoj i pigmentacija u podlozi sa feriamonijum-citratom + - -
Kori$¢enje citrata - + +
Stvaranje kiseline iz saharoze + - +)
Stvaranje baze iz tartarata - + +
virD2 + + +
o ipt (+) - -
Q
A~ virC + + +
pehA B, B +
‘2 mrkva + + +
3
-
S %o suncokret + - +
b .
2 paradajz + - +
+ = pozitivna reakcija; (+) = slabo pozitivna reakcija; - = negativna reakcija
KFB KFB KFB K- KFE KFB KFB K-
M b M
a) 09 098 099 ) 096 098 099
427bp —» a66bp
414 bp ’
224bp ——»

Slika 1. ,Duplex” PCR analiza prou¢avanih sojeva: a) parom prajmera koji odgovara vi#D2 genu umnozen je fragment velic¢ine
224 bp kod svih proutavanih sojeva. Parom prajmera za ipz gen dobijen je slab signal jedino kod soja KFB 096; b) virC
prajmerima umnozena je sckvenca veli¢ine 414 bp kod svih proucavanih sojeva. Parom prajmera za detekciju gena peh A
umnoZen je fragment veli¢ine 466 bp kod soja KFB 099. Kolone: M — marker (MassRuler Low Range DNA Ladder,

Fermentas, Litvanija); KFB 096 — 4. tumefaciens; KFB 098 — A. rhizogenes i KEB 099 — A. vitis; K- — negativna kontrola
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Parom prajmera A/C’ umnozen je fragment veli¢i-
ne 224 bp kod svih prou¢avanih sojeva, ¢ime je potvr-
deno postojanje virD2 gena, odnosno plazmida nosi-
oca patogenosti u njihovom genomu (Slika la). Me-
dutim, kori$¢enjem prajmera CYT/CYT’ dobijen je
izrazito slab signal jedino kod soja A. tumefaciens.

al

o -

Parom prajmera VCF3/VCR3 umnozen je fragment
veli¢ine 414 bp kod sva tri prou¢avana soja (Slika 1b).
Na ovaj natin detektovan je virC gen u njihovom plaz-
midu. Koris$é¢enjem PGF/PGR para prajmera, gen za
poligalakturonazu (pehA) detektovan je jedino kod
soja A. vitis.

4

Slika 2. Test patogenosti. Kriske mrkve inokulisane sa: A. tumefaciens, KFB 096 (a); A. rhizogenes, KFB 098 (b); A. vitis, KFB

099 (c); sterilnom destilovanom vodom (d). Biljke paradajza inokulisane sa: A. tumefaciens, KFB 096 (e); A. vitis, KFB

099 (f); sterilnom destilovanom vodom (g).

Test patogenosti

U testu patogenosti sva tri prou¢avana soja ispoljila
su patogenost na kriskama mrkve. Sojevi 4. tumefaci-
ensiA. vitis oznateni kao tumorogeni (Ti), prouzroko-
vali su stvaranje tipi¢nog tumoroznog tkiva (Slika 2a i
2¢), dok je soj A. rhizogenes prouzrokovao simptome ti-
pa kosmatosti (Slika 2b), $to je ukazalo na prisustvo ri-
zogenog (Ri) plazmida u njihovom genomu. Sojevi A.
tumefaciens i A. vitis izazvali su tumore na stablu bilja-
ka paradajza i suncokreta (Slika 2¢ i 2f). U slu¢aju soja
A. rhizogenes nije doslo do razvoja simptoma na ovim
test biljkama. Na kontrolnim biljkama tretiranim ste-
rilnom destilovanom vodom nije doslo da razvoja simp-
toma (Slika 2d i 2g).

Zbirni rezultati dobijeni primenom molekularnih i
biohemijsko-fizioloskih metoda kao i izvodenjem testa
patogenosti predstavljeni su u tabeli 3.
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DISKUSIJA

Dugo vremena klasifikacija vrsta roda Agrobacterium
zasnivala se samo na njihovim patogenim odlikama. Ove
karakeeristike, pre svega, zavise od prisustva Ti, odnosno
Ri plazmida, mobilnih geneti¢kih elemenata koji veé¢im
delom kontroli$u procese patogeneze (Kerr i sar., 1977;
Young i sar., 2005). Kao posledica razmene plazmida iz-
medu razli¢itih vrsta, koji se odigrava spontano u priro-
di, sojevi A. tumefaciens i A. rhizogenes mogu biti tumo-
rogeni (Ti) ili rizogeni (Ri), u zavisnosti od toga koji tip
plazmida poseduju. Takode, postoje i nepatogeni sojevi
koji nemaju pomenute plazmide u svom genomu (Young
isar., 2005). Sto se ti¢e vrsta A. vitis i A. rubi, do sada su
u prirodi pronadeni tumorogeni (T1) i nepatogeni soje-
vi. S obzirom da patogene karakteristike ne predstavlja-
ju pouzdan osnov za klasifikaciju Agrobacterium vrsta,
novija klasifikacija zasnovana je na jasnim i stabilnim
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fiziolosko-biohemijskim i geneti¢kim odlikama vrsta.
Stoga su sojevi proucavani u ovom radu diferencirani do
nivoa vrste na osnovu fenotipskih i pojedinih genetickih
odlika. Takode su diferencirani i na osnovu patogenih
odlikakao tumorogeni (T1) ili rizogeni (Ri), u odnosu na
to koji tip plazmida poseduju. Na osnovu rezultata dobi-
jenih primenom biohemijsko-fizioloskih i molekularnih
metoda uz izvodenje testa patogenosti na razli¢itim test
biljkama, proucavani sojevi KFB 096 1 KFB 099 diferen-
cirani su kao tumorogeni (Ti) A. tumefaciens i A. vitis.
Soj KFB 098 ozna&en je kao rizogeni (Ri) 4. rhizogenes.

Biohemijsko-fizioloskim testovima moze se izvrsiti po-
uzdana diferencijacija sojeva roda Agrobacterium do ni-
voa vrste, medutim ovi testovi najée$ée su vremenski za-
htevni. Usled genetskih mutacija i rekombinacija, koje se
normalno dogadaju u prirodi, mogude je postojanje tzv.
intermedijarnih sojeva ¢ije fenotipske karakteristike va-
riraju i ne odgovaraju uvek odlikama sojeva predstavlje-
nim uovom radu. Od nedavno je dostupna i metodalan-
¢anog umnozavanja fragmenata DNK gde se na brz na-
¢in mogu diferencirati sojevi roda Agrobacterium do ni-
voa vrste (Pulawska i sar., 2006). Ova metoda se bazira
na detekciji regiona koji se nalaze na visoko konzervira-
nom 23s rRNK hromozomskom genu.

Molekularnim metodama utvrdene su genetske odli-
ke patogenosti prou¢avanih sojeva kroz detekeiju gena vi-
rulentnosti koji se nalaze na plazmidu. Jedan od kori$ée-
nih prajmera bio je par A/C’ koji se navodi kao univer-
zalni u detekeciji fitopatogenih Agrobacterium spp. (Ha-
asisar., 1995). Medutim, u kasnijim studijama, par praj-
mera A/C’ nije pokazao specifi¢nost u detekciji svih pa-
togenih Agrobacterium sojeva, prvenstveno onih koji su
pripadalivrstiA. vizis (Biniisar.,, 2008; Kumagai i Fabri-
tius, 2008). CYT/CYT’ parom prajmera kojim se detek-
tuje 7p# plazmidni gen uocen je slab signal jedino kod soja
A. tumefaciens. S obzirom da se umnoZzavanje odgovara-
juéeg produkta oéekivalo i kod soja A. vitis, izostanak si-
gnala moze biti posledica nespecifi¢nosti ovog para praj-
mera. VCF3/VCR3 prajmerima u ranijim studijama je
detektovan Sirok krug fitopatogenih Agrobacterium vr-
sta (Suzaki i sar., 2004; Kawaguchi i sar., 2005; Kuma-
gai i Fabritius, 2008). I u ovom radu pomo¢u njih uspes-
no je detektovan ciljani gen kod prou¢avanih sojeva. Ta-
kode, molekularnim metodama, soj 4. vitis je diferenci-
ran do nivoa vrste kori§¢enjem prajmera PGF/PGR ko-
jima se detektuje hromozomski gen za poligalakturona-
zu. Ovaj gen poseduju kako patogeni tako i nepatogeni
sojevi A. vitis. Prema nekim autorima, OVaj par prajmera
se samostalno moze koristiti u rutinskoj detekciji pato-
genih A. vitis izolovanih iz biljnog soka jer oni ¢ine ve-
¢inu populacije u odnosu na nepatogene sojeve (Szegedi

i Bottka, 2002). Ipak, pouzdaniji rezultati dobijaju se
kombinovanjem ovog para prajmera sa prajmerima koji za
ciljanu sekvencu imaju neki od gena patogenosti. Na ovaj
nadin istovremeno se vrsi detekcija svih patogenih soje-
varoda Agrobacterium, aliidiferencijacija sojeva A. vitis.

Provera patogenosti prouéavanih sojeva izvrSena je
inokulacijom nekoliko test biljaka. Odabrane su mla-
de zeljaste biljke paradajza i suncokreta i kriske mrkve,
s obzirom da na njima relativno brzo dolazi do razvo-
ja simptoma. Tumorogeni (Ti) sojevi A. tumefaciens i
A. vitis izazvali su simptome na svim test biljkama, za
razliku od rizogenog (Ri) soja 4. rhizogenes koji je bio
patogen samo na kriSkama mrkve. Kriske mrkve seiu
literaturi navode kao najpogodnije za testiranje rizo-
genih (Ri) sojeva roda Agrobacterium (Lippincott i Li-
ppincott, 1969; Moore i sar., 1979). Treba imati u vi-
du da postoje specijalizovani sojevi, koji imaju uzi krug
domacdina ili su patogeni samo na vrsti iz koje su izolo-
vani (Panagopoulos i Psallidas, 1973; Anderson i Mo-
ore, 1979).

ZAKLJUCAK

Diferencijacija i identifikacija bakterija do nivoa vr-
ste predstavlja jedan od prvih koraka u postavljanju pra-
vilne dijagnoze oboljenja i dono$enju adekvatnih mera
zastite. Od raspolozivih tehnika u ovom radu kombi-
novane su tradicionalne bakterioloske metode i savre-
meni molekularni testovi, sa ciljem da se pokaZe kako
se na brz i pouzdan na¢in mogu diferencirati fitopato-
gene vrste roda Agrobacterium.
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Differentiation
of Phytopathogenic
Agrobacterium spp.

SUMMARY

Due to the difficulties in differentiation of phytopathogenic Agrobacterium spp. and
lack of a standardized protocol, we carried out selection and evaluation of suitable meth-
ods based on the bacterial physiological, genetic and pathogenic properties. Strains of
Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes and A. vitis were differentiated using standard bac-
teriological and molecular methods. The biochemical and physiological tests confirmed
authenticity of the strains. Two duplex PCR methods were conducted with four differ-
ent primer pairs. In all strains, presence of plasmid virD2 and virC pathogenicity genes was
detected. Chromosomal pehA gene was determined in A. vitis strain. Pathogenicity was
confirmed on carrot slices and young plants of tomato and sunflower. Strains of A. tume-
faciens and A. vitis were pathogenic on all test plants, while strain of A. rhizogenes induced
characteristic symptoms only on carrot slices. The tests used in this study provided reliable
discrimination between the three species and confirmed their identity as tumorigenic (Ti)
Agrobacterium tumefaciens and A. vitis, and rhizogenic (Ri) A. rhizogenes.

Keywords: Crown gall; Plasmid; Agrobacterium; ,Duplex” PCR; Pathogenicity
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