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REZIME

Usled poteškoća u razlikovanju vrsta roda Agrobacterium i nedostatka standardizova-
nog protokola izvršena je procena i odabir pogodnih metoda u cilju njihove diferencijaci-
je na osnovu fizioloških, genetskih i patogenih odlika. Diferencirani su sojevi Agrobacterium 
tumefaciens, A. rhizogenes i A. vitis primenom standardnih bakterioloških i molekularnih me-
toda. Primenom diferencijalnih testova sojevi su ispoljili očekivane biohemijsko-fiziološke 
karakteristike. Izvedene su dve „duplex“ PCR metode sa 4 različita tipa prajmera. Kod prou-
čavanih 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, utvrđeno je kod soja A. vitis. Patogenost je proverena na kriškama 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 kriškama mrkve. 
Na osnovu dobijenih rezultata, proučavani sojevi diferencirani su kao tumorogeni (Ti) Agro-
bacterium tumefaciens i A. vitis, i kao rizogeni (Ri) A. rhizogenes.
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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 višegodišnje voćne vrste (Garret, 1987; Sobiczewski 
i sar., 1991), vinova loza (Schroth, 1988) i neke ukra-
sne biljke (Poncet i sar., 1996). Usled oboljenja dolazi 
do značajnih ekonomskih šteta, naročito u rasadničar-
skoj proizvodnji gde mogu iznositi više od 80% (Garret, 

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

Patološke promene ispoljavaju se u vidu tumora ili 
kosmatosti (Arsenijević, 1997). U najvećoj meri, bo-
lest zahvata podzemne biljne delove – koren i korenov 
vrat, a u pojedinim slučajevima simptomi se ispoljava-
ju i na stablu. Međutim, uobičajene su i latentne zaraze, 
kada je patogen prisutan u biljnom materijalu bez vid-
ljivih simptoma. Ukoliko se za sadnju koriste zaražene 
biljke, u kasnijim fazama razvoja može doći do usporenog  
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porasta i smanjenja prinosa, pa čak i do izumiranja bi-
ljaka (Poncet i sar., 1996; Schroth, 1988). U pojedinim 
slučajevima nije primećena značajna razlika u porastu 
između zdravih i zaraženih biljaka što je zabeleženo kod 
nekih sorti trešnje (Garret, 1987). 

Patogenost predstavnika ovog roda uslovljena je pri-
sustvom Ti plazmida (Tumor iducing – izazivač tumo-
ra) ili Ri plazmida (Root inducing – izazivač kosmato-
sti) u genomu bakterije. Nastanku tumora ili kosmato-
sti prethodi ugradnja dela plazmida bakterije u biljni ge-
nom, dovodeći do genetičke transformacije biljne ćelije 
(Zhu i sar, 2000). Geni bakterije ugrađeni u genom bilj-
ke domaćina kodiraju sintezu biljnih hormona auksi-
na i citokinina, koji izazivaju proliferaciju tkiva i razvoj 
tumora, odnosno kosmatost korena. Ovi geni kontro-
lišu i proizvodnju specifičnih materija koje se nazivaju 
opini. Opini predstavljaju različite vrste molekula ko-
ji se sintetišu i izlučuju iz formiranih gala, a koriste ih 
bakterije u svom metabolizmu. Sposobnost vrsta roda 
Agrobacterium da koriste ove materije predstavlja njiho-
vu kompetitivnu prednost u odnosu na druge bakteri-
je koje se mogu naći u blizini gala (Burr i Otten, 1999). 

Klasifikacija roda Agrobacterium ranije se zasniva-
la upravo na patogenim karakteristikama. Međutim, 
novija istraživanja ukazuju na to da se ovaj rod sastoji 
od najmanje pet genetički i fenotipski različitih grupa 
(Young i sar., 2005). Taksonomija ovog roda još uvek 
je u procesu revizije, a nedavno je predloženo pripaja-
nje predstavnika roda Agrobacterium rodu Rhizobium 
(Young i sar., 2001). U ovom radu biće korišćena 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 širok krug domaćina, A. vi-
tis pretežno parazitira vinovu lozu, dok A. rubi na osno-
vu dosadašnjih istraživanja parazitira isključivo 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 može se izvršiti 
primenom standardnih bakterioloških, automatizova-
nih i molekularnih metoda. Do sada je u literaturi opi-
san niz biohemijsko-fizioloških testova koji se mogu ko-
ristiti u njihovoj diferencijaciji (Tabela 1) (Bouzar i sar., 
1995a, 1995b; Kerr i Gibb, 1997; Moore i sar., 2001). 
Takođe, razvijen je sistem kojim se u specijalnim mi-
krotitarskim pločama može analizirati veliki broj soje-
va (Cubero i Lopez, 2001). Komercijalno dostupne au-
tomatizovane metode, kao što su analiza masnih kise-
lina i BIOLOG test, takođe su se pokazale pogodnim u 
diferencijaciji Agrobacterium vrsta (Bouzar i sar., 1993, 

1995; Jarvis i sar., 1996). Do sada je korišćeno više ra-
zličitih molekularnih metoda u detekciji, identifikaci-
ji i diferencijaciji Agrobacterium spp. Među njima naj-
širu primenu ima lančana reakcija umnožavanja fra-
gmenata DNK (PCR). U ovu svrhu razvijeno je više 
prajmera specifičnih za plazmidnu DNK kojima se so-
jevi mogu diferencirati na osnovu patogenih karakte-
ristika (Eastwell i sar., 1995; Haas i sar., 1995; Sawa-
da i sar., 1995; Szegedi i Bottka, 2002; Suzaki i sar., 
2004; Kawaguchi i sar., 2005; Pulawska i Sobiczewski, 
2005; Bini i sar., 2008). Nedavno je razvijen „multi-
plex“ PCR pomoću koga se prajmerima specifičnim 
za hromozomski 23s rRNK gen mogu diferencirati 
sojevi roda Agrobacterium do nivoa vrste (Pulawska i 
sar., 2006). Pored gore navedenih tehnika neophod-
no je izvođenje testa patogenosti, kako bi se potvrdi-
la patogena priroda proučavanih sojeva. U ovu svrhu 
mogu se koristiti kriške mrkve, klijanci ili mlade bilj-
ke paradajza, duvana, suncokreta, tatule itd. Imaju-
ći u vidu da se pojedini sojevi odlikuju veoma uskim 
krugom domaćina, neophodno je patogenost proveri-
ti na više različitih test biljaka ili pak na vrsti iz koje 
je patogen izolovan.

Opsežnija istraživanja vezana za vrste roda Agrobac-
terium u našoj zemlji nisu izvođena više od trideset go-
dina. Nedavno je objavljen prvi nalaz A. tumefaciens na 
malini iz okoline Valjeva (Milijašević i sar., 2007). Cilj 
ovog rada bio je da se izvrši izbor metoda pogodnih za 
diferencijaciju tri najznačajnije vrste roda Agrobacteri-
um na osnovu dostupnih biohemijsko-fizioloških te-
stova i molekularnih metoda, uz proveru patogenosti 
na nekoliko pogodnih test biljaka. 

MATERIJAL I METODE

Sojevi korišćeni u radu

U istraživanju su korišćeni referentni sojevi A. tu-
mefaciens (KFB 096), A. rhizogenes (KFB 098) i A. vi-
tis (KFB 099) poreklom iz međunarodnih kolekcija. 
Sojevi su čuvani u hranljivom bujonu sa 30% glicerola 
(Schaad i sar., 2001), pri temperaturi od -80ºC u ko-
lekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fito-
medicinu Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. U bi-
ohemijsko-fiziološkim testovima korišćene su kulture 
bakterija stare 24-48 h, gajene na KDA podlozi sa do-
datkom 0,5% CaCO3. Bakterijske kulture iz kojih je 
vršena ekstrakcija DNK gajene su na PYGA podlozi 
(pepton 3 g/l, kvaščev ekstrakt 5 g/l, glicerol 10 ml/l 
i agar 20 g/l).
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Diferencijacija biohemijsko-fiziološkim 
testovima

Biohemijsko-fiziološke odlike izolovanih sojeva pro-
učene su standardnim i diferencijalnim testovima. Re-
akcija po Gramu utvrđena je postupkom sa 3% KOH 
(Suslow i sar., 1982). Od odgajivačkih odlika proučen je 
razvoj bakterija pri 35°C i razvoj u podlozi sa 2% NaCl 
(Moore i sar., 2001). Proučena je aktivnost oksidaze; 
stvaranje 3-ketolaktoze; formiranje prosvetljenih zo-
na na KDA podlozi sa CaCO3; pokretljivost bakterija 
pri pH 7,0; pektolitička aktivnost pri pH 4,5; razvoj i 
pigmentacija u podlozi sa feriamonijum-citratom, ko-
rišćenje 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 ekstrahovana iz čistih bakterijskih kultu-
ra pravljenjem suspenzije bakterija, koncentracije 108 
CFU/ml (OD600=0,2), koja je zatim izlagana tempera-
turi 95°C tokom 10 min u vodenom kupatilu. Ekstrak-
ti bakterijske DNK dobijeni na ovaj način ohlađeni su 

na ledu i korišćeni za analizu ili su čuvani pri tempera-
turi -20°C za kasnija proučavanja. 

PCR metoda izvedena je korišćenjem četiri seta praj-
mera specifičnih za deo plazmidne, odnosno hromo-
zomske DNK. Oznake prajmera, sastav sekvenci, veli-
čina umnoženih PCR proizvoda kao i literaturni izvo-
ri navedeni su u tabeli 2. A/C’ par prajmera specifi-
čan je za plazmidni (Ti i Ri) virD2 gen koji je prisu-
tan kod širokog kruga patogenih Agrobacterium vrsta, 
dok se parom prajmera CYT/CYT’ umnožava sekven-
ca na ipt genu koji je prisutan samo na tumorogenom 
(Ti) plazmidu. Kombinovanjem ova dva para prajme-
ra u „duplex“ PCR-u, omogućava se istovremena de-
tekcija oba gena i diferencijacija tumorogenih (sadrže 
Ti plazmid) i rizogenih (sadrže Ri plazmid) Agrobac-
terium vrsta (Haas i sar., 1995). VCF3/VCR3 parom 
prajmera amplifikuje se fragment DNK karakteristi-
čan za virC gen koji se nalazi na Ti ili Ri plazmidu, 
dok je par prajmera PGF/PGR komplementaran  se-
kvenci hromozomskog gena pehA karakterističnog za 
vrstu A. vitis. VCF3/VCR3 i PGF/PGR prajmeri, pri-
menjeni istovremeno u „duplex“ PCR metodi, omogu-
ćavaju diferenciranje patogenih A. vitis sojeva (Kuma-
gai i Fabritius, 2008). 

Tabela 1. �Biohemijsko-fiziološke karakteristike 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 V + NP
Razvoj pri 35°C + -/V V V -
Razvoj u 2% NaCl + - + + +
3-ketolaktozni test + - -/V - -
Reakcija u lakmus mleku ALK KIS ALK ALK ALK
Formiranje prosvetljenih zona na KDA-CaCO3 - + - - V
Pokretljivost pri pH 7,0 + + - NP NP
Pektolitička aktivnost pri pH 4,5 - - + NP NP
Razvoj i pigmentacija u podlozi sa feriamonijum- 
-citratom + - - - -

Korišćenje citrata -/V + + - -
Stvaranje kiseline iz:
          saharoze
          eritritola
          melozitoze

+
-
+

-
+
-

V
-
-

NP
-
-

NP
NP
NP

Stvaranje baze iz:
          L-tartarata
          mucinska kiselina
          malonske kiseline

-/V
-
-

+
+
+

+
-
+

-
NP
+

+
NP

-

+ = pozitivna reakcija kod više od 80% sojeva; V = 21-79% sojeva ispoljava pozitivnu reakciju; - = negativna reakcija kod više od 80% sojeva; 
NP = nema literaturnih podataka; ALK = alkalna reakcija; KIS = kisela reakcija
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Tabela 2. Prajmeri korišćeni za diferencijaciju Agrobacterium spp.

Ime Sekvenca Veličina umnoženog 
fragmenta Literatura

A/
C’

5’- ATGCCCGATCGAGCTCAAGT - 3’
5’- TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA - 3’ 224 bp Haas i sar., 1995.

CYT/
CYT’

5’- GATCG(G/C)GTCCAATG(C/T)TGT - 3’
5’- GATATCCATCGATC(T/C)CTT - 3’ 427 bp Haas i sar., 1995.

VCF3/
VCR3

5’ - GGCGGGCGYGCYGAAAGRAARACYT - 3’
5’ - AAGAACGYGGNATGTTGCATCTYAC - 3’ 414 bp Suzaki i sar., 2004.

PGF/
PGR

5’ - GGGGCAGGATGCGTTTTTGAG - 3’
5’ - GACGGCACTGGGGCTAAGGAT - 3’ 466 bp Herlache i sar., 1997;  

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 smeša krajnje zapremine 50 µl sadržala je: 1 Taq 
pufer (sadrži KCl i 15 mM MgCl2); 0,2 mM dNTPs; 0,4 
µM prajmera; 1U Taq DNK polimeraze ; 30,8 µl vode 
(Fermentas, Litvanija) i 5 µl DNK ekstrakta. PCR re-
akcija se odvijala po sledećem programu: početna de-
naturacija pri temperaturi 94°C u trajanju 60 sekundi, 
40 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 60 sekundi, 
vezivanja prajmera pri 50°C u trajanju 60 sekundi i ek-
stenzije pri 72°C u trajanju 60 sekundi. Završna eksten-
zija odvijala se pri temperaturi 72°C tokom 5 minuta.

U reakciji sa VCF3/VCR3 i 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 smeše. Reakciona smeša final-
ne zapremine 25 µl sadržala je: 1 Taq pufer (sadrži KCl i 
15 mM MgCl2); 0,2 mM dNTPs; 0,5 µM prajmera; 0,5U 
Taq DNK polimeraze; 13,4 µl vode (Fermentas, Litvanija) 
i 2 µl DNK ekstrakta. Reakcija se odvijala po sledećem pro-
gramu: početna denaturacija pri temperaturi 94°C u traja-
nju 5 min; 35 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 60 
sekundi, vezivanja prajmera pri  56°C u trajanju 60 sekundi 
i ekstenzije pri 72°C u trajanju 60 sekundi. Završna eksten-
zija odvijala se pri temperaturi 72°C u trajanju 5 minuta.

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

Test patogenosti

U cilju utvrđivanja patogenosti proučavanih sojeva 
korišćene su sledeće biljne vrste: mrkva (Daucus carota), 
suncokret (Helianthus annuus) i paradajz (Solanum lyco-
persicum). Koren mrkve dezinfikovan je u 1% rastvoru na-
trijum-hipohlorita, potom isečen na kriške i postavljen  

u sterilne petri-kutije sa vlažnim filter papirom. Na ovako 
pripremljene kriške pipetirano je 100 µl bakterijske sus-
penzije koncentracije 108 CFU/ml. Kriške mrkve inku-
birane su pri sobnoj temperaturi, a promene su praćene 
tokom 3 nedelje od inokulacije. Biljke paradajza i sunco-
kreta, starosti 2-3 nedelje inokulisane su ubodom ento-
mološkom iglom u stablo gde je prethodno naneto 20 µl 
bakterijske suspenzije koncentracije 108 CFU/ml. Inoku-
lisane biljke gajene su u uslovima staklenika pri tempera-
turi od 24±3ºC. Svi testovi patogenosti izvedeni su u naj-
manje tri ponavljanja. Biljke inokulisane sterilnom desti-
lovanom vodom korišćene su kao negativna kontrola. U 
narednom periodu posmatrana je pojava i razvoj tumora 
na mestu inokulacije navedenih biljaka.

REZULTATI 

Diferencijacija sojeva

Svi proučavani sojevi pripadaju Gram-negativnim 
bakterijama. Sojevi A. tumefaciens (KFB 096) i A. 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 A. tumefaciens, 
za razliku od ostalih, stvara 3-ketolaktozu i razvija se u 
podlozi sa feriamonijum-citratom uz stvaranje karakte-
rističnog pigmenta, dok pri razvoju na KDA podlozi sa 
dodatkom CaCO3  jedino soj A. rhizogenes indukuje či-
ste, prozirne zone. Sojevi A. tumefaciens i A. rhizogenes 
pokretljivi su pri pH 7,0 za razliku od soja A. vitis, dok 
soj A. vitis jedini ispoljava slabu pektolitičku aktivnost 
pri pH 4,5. Sojevi A. rhizogenes i A. vitis razlažu  citra-
te i stvaraju baze iz tartarata, ali ne i soj A. tumefaciens. 
Soj A. tumefaciens stvara kiselinu iz saharoze, dok je re-
akcija soja A. vitis slabo pozitivna a A. rhizogenes nega-
tivna. U poređenju sa literaturnim podacima proučava-
ni sojevi u ovom radu ispoljili su očekivane biohemijsko-
fiziološke karakteristike u svim izvedenim testovima.
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Tabela 3. Rezultati biohemijsko-fizioloških testova, PCR analize i testa patogenosti proučavanih sojeva 

                Test A. tumefaciens
(KFB 096)

A. rhizogenes
(KFB 098)

A. vitis
(KFB 099)

Bi
oh

em
ijs

ko
-fi

zi
ol

oš
ki

 te
st

ov
i

Bojenje po Gramu - - -

Aktivnost oksidaze + - +

Razvoj pri 35°C + - +

Razvoj u 2% NaCl + - +

3-ketolaktozni test + - -

Formiranje prosvetljenih zona na KDA-CaCO3 - + -

Pokretljivost pri pH 7,0 + + -

Pektolitička aktivnost pri pH 4,5 - - (+)

Razvoj i pigmentacija u podlozi sa feriamonijum-citratom + - -

Korišćenje citrata - + +

Stvaranje kiseline iz saharoze + - (+)

Stvaranje baze iz tartarata - + +

PC
R

virD2 + + +

ipt (+) - -

virC + + +

pehA - - +

Te
st

  
pa

to
ge

no
st

i mrkva + + +

suncokret + - +

paradajz + - +

+ = pozitivna reakcija; (+) = slabo pozitivna reakcija; - = negativna reakcija 

Slika 1. �„Duplex“ PCR analiza proučavanih sojeva: a) parom prajmera koji odgovara virD2 genu umnožen je fragment veličine 
224 bp kod svih proučavanih sojeva. Parom prajmera za ipt gen dobijen je slab signal jedino kod soja KFB 096; b) virC 
prajmerima umnožena je sekvenca veličine 414 bp kod svih proučavanih sojeva. Parom prajmera za detekciju gena pehA 
umnožen je fragment veličine 466 bp kod soja KFB 099. Kolone: M – marker (MassRuler Low Range DNA Ladder, 
Fermentas, Litvanija); KFB 096 – A. tumefaciens; KFB 098 – A. rhizogenes i KFB 099 – A. vitis; K- – negativna kontrola
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Parom prajmera A/C’ umnožen je  fragment veliči-
ne 224 bp kod svih proučavanih sojeva, čime je potvr-
đeno postojanje virD2 gena, odnosno plazmida nosi-
oca patogenosti u njihovom genomu (Slika 1a). Me-
đutim, korišćenjem prajmera CYT/CYT’ dobijen je 
izrazito slab signal jedino kod soja A. tumefaciens. 

Parom prajmera VCF3/VCR3 umnožen je fragment 
veličine 414 bp kod sva tri proučavana soja (Slika 1b). 
Na ovaj način detektovan je virC gen u njihovom plaz-
midu. Korišćenjem PGF/PGR para prajmera, gen za 
poligalakturonazu (pehA) detektovan je jedino kod 
soja A. vitis. 

Slika 2. �Test patogenosti. Kriške 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 proučavana soja ispoljila 
su patogenost na kriškama mrkve. Sojevi A. tumefaci-
ens i A. vitis označeni kao tumorogeni (Ti), prouzroko-
vali su stvaranje tipičnog tumoroznog tkiva (Slika 2a i 
2c), dok je soj A. rhizogenes prouzrokovao simptome ti-
pa kosmatosti (Slika 2b), što 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 2e i 2f). U slučaju soja 
A. rhizogenes nije došlo do razvoja simptoma na ovim 
test biljkama. Na kontrolnim biljkama tretiranim ste-
rilnom destilovanom vodom nije došlo da razvoja simp-
toma (Slika 2d i 2g).

Zbirni rezultati dobijeni primenom molekularnih i 
biohemijsko-fizioloških metoda kao i izvođenjem testa 
patogenosti predstavljeni su u tabeli 3.

DISKUSIJA

Dugo vremena klasifikacija vrsta roda Agrobacterium 
zasnivala se samo na njihovim patogenim odlikama. Ove 
karakteristike, pre svega, zavise od prisustva Ti, odnosno 
Ri plazmida, mobilnih genetičkih elemenata koji većim 
delom kontrolišu procese patogeneze (Kerr i sar., 1977; 
Young i sar., 2005). Kao posledica razmene plazmida iz-
među različitih 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. Takođe, postoje i nepatogeni sojevi 
koji nemaju pomenute plazmide u svom genomu (Young 
i sar., 2005). Što se tiče vrsta A. vitis i A. rubi, do sada su 
u prirodi pronađeni tumorogeni (Ti) 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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fiziološko-biohemijskim i genetičkim odlikama vrsta. 
Stoga su sojevi proučavani u ovom radu diferencirani do 
nivoa vrste na osnovu fenotipskih i pojedinih genetičkih 
odlika. Takođe su diferencirani i na osnovu patogenih 
odlika kao tumorogeni (Ti) ili rizogeni (Ri), u odnosu na 
to koji tip plazmida poseduju. Na osnovu rezultata dobi-
jenih primenom biohemijsko-fizioloških i molekularnih 
metoda uz izvođenje testa patogenosti na različitim test 
biljkama, proučavani sojevi KFB 096 i KFB 099 diferen-
cirani su kao tumorogeni (Ti) A. tumefaciens i A. vitis. 
Soj KFB 098 označen je kao rizogeni (Ri) A. rhizogenes. 

Biohemijsko-fiziološkim testovima može se izvršiti po-
uzdana diferencijacija sojeva roda Agrobacterium do ni-
voa vrste, međutim ovi testovi najčešće su vremenski za-
htevni. Usled genetskih mutacija i rekombinacija, koje se 
normalno događaju u prirodi, moguće je postojanje tzv. 
intermedijarnih sojeva čije fenotipske karakteristike va-
riraju i ne odgovaraju uvek odlikama sojeva predstavlje-
nim u ovom radu. Od nedavno je dostupna i metoda lan-
čanog umnožavanja fragmenata DNK gde se na brz na-
čin 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 utvrđene su genetske odli-
ke patogenosti proučavanih sojeva kroz detekciju gena vi-
rulentnosti koji se nalaze na plazmidu. Jedan od korišće-
nih prajmera bio je par A/C’ koji se navodi kao univer-
zalni u detekciji fitopatogenih Agrobacterium spp. (Ha-
as i sar., 1995). Međutim, u kasnijim studijama, par praj-
mera A/C’ nije pokazao specifičnost u detekciji svih pa-
togenih Agrobacterium sojeva, prvenstveno onih koji su 
pripadali vrsti A. vitis (Bini i sar., 2008; Kumagai i Fabri-
tius, 2008). CYT/CYT’ parom prajmera kojim se detek-
tuje ipt plazmidni gen uočen je slab signal jedino kod soja 
A. tumefaciens. S obzirom da se umnožavanje odgovara-
jućeg produkta očekivalo i kod soja A. vitis, izostanak si-
gnala može biti posledica nespecifičnosti ovog para praj-
mera. VCF3/VCR3 prajmerima u ranijim studijama je 
detektovan širok krug fitopatogenih Agrobacterium vr-
sta (Suzaki i sar., 2004; Kawaguchi i sar., 2005; Kuma-
gai i Fabritius, 2008). I u ovom radu pomoću njih uspeš-
no je detektovan ciljani gen kod proučavanih sojeva. Ta-
kođe, molekularnim metodama, soj A. vitis je diferenci-
ran do nivoa vrste korišćenjem 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 može koristiti u rutinskoj detekciji pato-
genih A. vitis izolovanih iz biljnog soka jer oni čine ve-
ćinu 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 
način istovremeno se vrši detekcija svih patogenih soje-
va roda Agrobacterium, ali i diferencijacija sojeva A. vitis.  

Provera patogenosti proučavanih sojeva izvršena je 
inokulacijom nekoliko test biljaka. Odabrane su mla-
de zeljaste biljke paradajza i suncokreta i kriške 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 A. rhizogenes koji je bio 
patogen samo na kriškama mrkve. Kriške mrkve se i u 
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 uži krug 
domaćina ili su patogeni samo na vrsti iz koje su izolo-
vani (Panagopoulos i Psallidas, 1973; Anderson i Mo-
ore, 1979). 

ZAKLJUČAK

Diferencijacija i identifikacija bakterija do nivoa vr-
ste predstavlja jedan od prvih koraka u postavljanju pra-
vilne dijagnoze oboljenja i donošenju adekvatnih mera 
zaštite. Od raspoloživih tehnika u ovom radu kombi-
novane su tradicionalne bakteriološke metode i savre-
meni molekularni testovi, sa ciljem da se pokaže kako 
se na brz i pouzdan način 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




