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U radu su prikazani rezultati proucavanja fitopatogene bakterije Pseudomonas syringae,
kao patogena kruske u Srbiji. Bolest se ispoljava u dva vida simptoma: palez cvasti i nekroza
grana i debla mladih stabala kruske pracena obrazovanjem rak rana. [zolovani sojevi bakterije
su Gramnegativni, fluorescentni, glukozu metabolisu isklju¢ivo u aerobnim uslovima
(oksidativno). Stvaraju levan i prouzrokuju HR duvana ali ne stvaraju oksidazu, arginin
dehidrolazu i pektinazu (LOPAT + - - - +).

Prouzrokuju nekrozu inokulisanih plodova kruske, tre$nje, limuna, listova jorgovana
i mahuna boranije. Proucavani izolati hidrolizuju Zelatin i eskulin ali negativno reaguju
pri testovima stvaranja tirozinaze i metabolizma tartarata (GATT). Na osnovu patogenih i
biohemijskih odlika zakljuceno je da proucavani izolati ispoljavaju izrazitu sli¢nost sa
Psudomonas syringae pv. syringae, Siroko rasprostranjenim i ekonomski $tetnim patogenom
kruske.

Primenom PCR analize kori§¢enjem BOX prajmera potvrdena je izrazita homogenost
sojeva poreklom sa kruske, izolovanih u Srbiji, ali izvesne razlike u odnosu na kontrolne
sojeve, Sto potvrduje ranije dokazanu raznolikost sojeva ove bakterije u zavisnosti od lokaliteta
i podrugja iz kog su izolovani.

Na osnovu rezultata istrazivanja dat je i predlog za uspostavljanje standardne procedure
na bazi patogenih, biohemijskih i molekularnih metoda (primenom PCR) u cilju §to brze
i pouzdanije detekcije ove bakterije u biljnom materijalu, $to je od velikog znacaja pri
proizvodnji sadnog materijala, prou¢avanja epidemiologije patogena i razrade mera njegovog
suzbijanja.

Kljucne reci: Pseudomonas syringae, kruska, patogene odlike, biohemijske odlike,
PCR.

Rad je realizovan u okviru Projekta 20051 Ministastva za nauku i tehnoloski razvoj Republike
Srbije.
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UvVOD

Kruska (Pyrus communis L.) je domacin brojnih fitopatogenih organiza-
ma ali se poslednjih godina po znacaju kao paraziti ove voéne vrste posebno
izdvajaju fitopatogene bakterije. Bakteriozna plamenjaca jabucastih vocaka koju
prouzrokuje Erwinia amylovora, eksperimentalno potvrdena u Srbiji 1989. go-
dine, prouzrokovala je velike Stete zasadima kruske, Sto je za posledicu imalo
kréenje citavih zasada. (Gavrilovi¢ i sar., 2001; Arsenijevi¢ i Gavrilovi¢, 2007).

Poslednjih godina proizvodnja kruske se ponovo intenzivira u Srbiji, a u za-
sadima se pored simptoma bakteriozne plamenjace koju prouzrokuje E. amylovo-
ra, uocavaju i simptomi palezi cvasti i nekroze viSegodisnjih grana i debla kruske
koju prouzrokuje fitopatogena bakterija Pseudomonas syringae (Gavrilovic i sar.,
2003; Gavrilovi¢, 2006; Gavrilovi¢ i sar., 2008).

S obzirom da se ova bakterija sve ¢eSc¢e izoluje iz obolelih uzoraka kruske,
cilj rada je da se detaljno opise simptomatologija P. syringae, prouce patogene i
bakterioloske odlike izolovanih sojeva i razrade metode njene pouzdane detekcije
u biljnom materijalu. Tim pre, $to pored navedenih fitopatogenih bakterija slicne
simptome na stablima kruske mogu prouzrokovati i drugi fitopatogeni organizmi
(gljive, fitoplazme i dr.) (Starovi¢ i sar., 20006).

Namera je 1 da se postavi osnova za ustanovljenje standardnog protokola
za pouzdanu i u $to kra¢em vremenskom roku mogucu detekciju P. syringae u
biljnom materijalu, radi pravovremenog preduzimanja mera suzbijanja. Od ve-
likog znacaja je i pozdana detekcija bakterije u reproduktivnom biljnom mate-
rijalu posto je zaraZen sadni materijal jedan od razloga sve intenzivnijeg Sirenja
bakterije.

MATERIJAL I METODE

Uzorci sa karakteristicnim simptomima na stablima kruske prikupljeni su iz
viSe rejona u Srbiji gde se kruska intenzivno gaji, u periodu 2003-2008. godine.

Izolovanje patogena vrseno je standardnom metodom razmaza na mesopep-
tonsku podlogu obogacenu sharozom (NAS) i King-ovu podlogu B, koje se Siroko
koriste za izolovanje bakterija roda Pseudomonas iz obolelih vocaka. Izdvojene
pojedinacne kolonije, koje stvaraju levan i fluoresciraju na King podlozi B su
zasejavane na mesopeptonsku podlogu obogacenu sa 2 % glicerola radi ¢uvanja
u kolekeiji (Arsenijevié, 1997; Gavrilovi¢, 2006).

Patogenost proucavanih izolata proverena je infiltracijom suspenzije bak-
terija (107 cfu/ml) u mezofil lisnog tkiva duvana (sorte samsun) u cilju provere
prouzrokovanja hipersenzitivne reakcije (HR) i inokulacijom nesazrelih plodova
kruske, tresnje 1 limuna, mahuna boranije i listova jorgovana (Arsenijevi¢, 1997;
Klement, 1990; Gavrilovi¢, 2006).
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Od bakterioloskih odlika proucene su najznacajnije za identifikaciju P. syrin-
gae: razlikovanje po Gramu stvaranje fluorescentog pigmenta na King-ovoj po-
dlozi B, metabolizam glukoze; stvarnje levana, aktivnost oksidaze, pektinaze i
arginin dehidrolaze (LOPAT); hidroliza zelatina i eskulina, stvaranje tirozinaze i
metabolizam tartarata (GATT).

BOX PCR
DNA izolacija

Ukupna genomska DNK je izolovana iz bakterije koris¢enjem modifikovane
procedure koju je opisao Ausubel, 1992. Kulture bakterija su gajene na NAS
mediumu 48 h na 25°C. Bakterijske ¢elije su isprane sa sterilnom vodom i centri-
fugirane na 4,000 x g, 10 min na 4°C. Talog je resuspendovan dva puta sa 0.85%
NaCl i jednom sa 0.1 M NaPO, puferom (pH 6.8). Celije su zatim trerirane sa
10% natrijum dodecil sulfatom (SDS) i pomesane sa 20 mg proteinaze K na 37°C,
1 h. Zatim je dodat NaCl do finalne koncentrcije od 5 M i DNA je preci§¢ena
koris¢enjem rastvora 10% hexadecyltrimethyl ammonium bromida (CTAB) u 1
M NaCl na 65°C, 10 min. Ceo postupak je propracen sa fenol-hloroform i hlo-
roform ekstracijom. DNA je nakon toga prec¢iS¢ena pomocu izopropanolske pre-
cipitacije. Precis¢ena DNK je rastvorena u Tris-EDTA (TE, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8.0) i njena koli¢ina je izmerena spectrofotometrijski na 260 nm.

Umnozavanje DNA traka

Umnozavanje DNK traka je izvedeno u 25 pl reakcione smese koja je se sas-
tojala iz 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 25 mM MgCl,, 125 uM dNTP, 2 U Tag DNA
polimeraze (Fermentas, Lithuania) and 100 pmol of BOXAI1R prajmera. Sterilna
destilovana voda je kori$¢ena kao negativna kontrola. BOX A prajmer sekvencu
(BOXAIR [5-CTAC GGCAAGGCGACGCTGACG-3") (Lupski, 1992). PCR
program za umnoZavanje je izveden na aparatu model Mastercycler personal
(Eppendorf, Hamburg, Germany.) prema sledecoj proceduri (de Bruijn, 1992): 1
inicijalni ciklus 7 min na 95°C; zatim 30 ciklusa denaturacije na 94°C po 1 min,
hibridizacija prajmera 1 min na 52°C i polimerizacija 8§ min na 65°C i nakon toga
1 zavrsni ciklus polimerizacije od 16 min na 65°C. UmnoZeni fragmenti DNK su
razdvojeni procesom elektroforeze u 1.5% agaroznom gelu i 0.5 x TAE puferu pri
naponu 80 V. Fragmenti su obojeni potapanjem gela u rastvor etidijum-bromida
(100 pg/ 100 ml) u trajanju 20 min i posmatrani pod UV svetlom na transilumi-
natoru
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Kao kontrolni sojevi u ovim istrazivanjima koris¢eni su CFBP 1582 (P. s. pv
syringae), CFBP 2119 (P. s. pv. morsprunorum ) i1 CFBP 1430 (E. amylovora), svi
poreklom iz Nacionalne kolekciji fitopatogenih bakterija, Angers, Francuska.

REZULTATI
Simptomi bolesti

Simptomi na krusci se ispoljavaju u dve forme: paleZi cvasti i nekroze grana
i debla. Palez cvasti se uocava rano s proleca, narocito posle kiSovitog i prohlad-
nog vremena pred cvetanje i u fazi cvetanja a ispoljavaju se vidu nekroze cvasti
koje postaju crne boje. Daljim Sirenjem bakterija zahvata i kratke grancice na
¢ijim se vrhovima formira cvast, ali se ne §iri dalje u viSegodisnje grane. Ovo je
znacajna simptomatoloska razlika izmedu P. syringae i E. amylovora koja takode
prouzrokuje plamenjacu cvasti, ali se dalje intenzivno §iri kroz visegodisnje gra-
ne. Simptomi palezi cvasti kruske prouzrokovani infekcijom ovom bakterijom
zapazeni su na sortama Abate fetel, Santa Marija i Viljamova. lako se paleZ cvasti
iz godine u godini pojavljuje u sve vecem intenzitetu za sada se ne moze smatrati
ekonomski znacajnim, za razliku od nekroze grana i debla koje takode prouzro-
kuje ova P. syringae.
Drugi tip simptoma koji ova bakterija prouzrokuje u zasadima kruske
u nas, ispoljava se u vidu nekroze visegodisnjih grana i debla kruske (sl.1).
Patoloske promene ovog tipa se na stablima kruske uoc¢avaju tokom maja i juna
meseca sa znacajnijim porastom temperatura, najpre u vidu izduzenih, elipsoi-
dnih nekroza Vremenom se epidermis odvaja od obolelog tkiva u vidu tankog,
kao papir sloja, narandzaste boje po ¢emu se bolest u anglosaksonskoj literaturi
naziva ,,papirous canker of pear (sl.2). Pojava ovakvih simptoma na deblu
kruske Cesto rezultira izmiranjem ¢itavog stabla, poSto nekroza debla zahvata
prstenasto, ¢ime se potpuno prekida dotok hranljivih materija, $to je zabeleZeno
u zasadima sorata ,,KosSija* i ,,Santa Marija“ i ,,Viljamova*. Uklanjanjem
povrsinskog sloja obolelog tkiva, uocava se nekroza ksilema i kambijuma crne
boje. Na obolelim granama o deblu kruSke P. syringae na formira bakterijski
eksudat, Sto je takode znacajna razlika u odnosu na E. amylovora koja ga pri
vlaznom vremenu obilato proizvodi, §to se ispoljava u vidu kapi zute ili mrke
(¢ilibarne) boje. Identi¢ni simptomi na cvastima i granama kruSke zapazeni su
i u drugim podrucijima Sirom sveta gde se kruska intenzivno gaji, s tim §to
nekroza listova i plodova kruske te plamenjaca mladara za sada nije primecena
u nasoj zemlji, Sto je u nekim podrucijima gajenja kruske u svetu znacajan pro-
blem.
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SL. 1-2 - P. syringae. Nekroza debla kruske - prirodna zaraza (SI. 1); Nekroza
grana pracena ljuStenjem epidermisa (SI. 2).

Fig. 1-2 - P, syringae. Pear tree trunk necrosis - natural infection (Fig. 1); Necrosisi
pear branch followed by epidermis peeling off (Fig. 2)

Izolovanje bakterije i provera patogenosti

Bakterija na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj sa 5 % saharoze (NAS)
formira bledo sive kolonije levan tipa, precnika 2-2,5 mm, a na King-ovoj podlo-
zi B intenzivno stvara fluorescentni pigment.

Izolovani sojevi prouzrokuju HR duvana i nekrozu inokulisanih, nesazrelih
plodova kruske (sorte viljamova, santa marija), treSnje (sorte burlat, van i sam-
barst) i limuna (nepoznate sorte) ispoljenih u vidu crnih nekroti¢nih ulegnutih
pega precnika 3-5 mm. Simptomi se na plodovima treSnje pojavljuju ve¢ posle
24 ¢asa od inokulacije, a na plodovima kruske i limuna posle 2-3 dana. Nekroza
listova jorgovana zapocinje od lisnih drski, uronjenih u suspenziju bakterija i
vrlo brzo zahvata lisne nerve prozimajucéi list u celosti, koji postaje crne boje.
Na inokulisanim mahunama boranije oko mesta infiltracije suspenzije bakterija
uocavaju se karakteristicne mrke pege sa uocljivim narandzastim oreolom.

Identi¢no njima se pri testovima patogenosti ponasa kontrolni soj CFBP
1582 (P s. pv. syringae), dok kontrolni soj CFBP 2119 (P. s. pv. morspruno-
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rum), prouzrokuje HR duvana i nekrozu plodova tresnje, dok na inokulisanim
mahunama boranije prouzrokuje bledomrke pega oko mesta infiltracije, Sto je
okarakterisano kao negativan rezultat. Na inokulisanim plodovima kruske, limu-
na i listovima jorgovana ovaj soj ne prouzrokuje nekroticne promene (tab. 1). Na
osnovu rezultata testova patogenosti zakljuceno je da se izolati sa kruske odlikuju
patogenim odlikama karakteristicnim za P, s. pv. syringae.

Tabela 1 - Patogene odlike sojeva P. syringe izolovanih iz kruske

Table 1 - Pathogenic charcteristics P. syringae strains originated from pear

Patogenost Izolati - Isolates
Pathogenccity CFBP CFBP CFBP
1582¢ 2119° 1430¢
Hr duvana- HR in tobacco +4 + + +
Plodovi kruske-Pear fruits + + + of
Plodovi tresnje- Cherry fruits + + + o
Plodovi limuna- Lemon fruits + + + NTe
Listovi jorgovana-Syringae leaves + + -¢ NT
Mahune boranije- Bean pods + + - NT

Kontrolni soj Pseudomonas syringae pv. syringae - Check strain of Pseudomonas syringae pv. syringae.
Kontrolni soj Pseudomonas syringae pv. morsprunorum - Check strain of Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum

Kontrolni soj Erwinia amylovora - Check strain of Erwinia amylovora

Pozitivan rezultat - Positive result

Negativan rezultat - Negative result

Stvaranje eksudata - Oozing

Nije testirano - Not tested

o ®

g =h o Qo

Kontrolni soj CFBP 1430 (E. amylovora) na inokulisanim plodovima kruske
i tre$nje prouzrokuje nekroze prac¢ene obilnom produkcijom bakterijskog eksuda-
ta. Ovim sojem nisu inokulisani plodovi limuna, mahune boranije i listovi jorgo-
vana, poSto ove biljke nisu domacini £. amylovora.

Bakterioloske odlike

Proucavani izolati su gramnegativni, fluoresciraju na King-podlozi B a
glukozu metabolisu iskljucivo u aerobnim uslovima (oksidativno); stvaraju levan
ali negativno reaguju pri testovima aktivnosti oksidaze arginindehidrolaze i pek-
tinaze; hidrolizuju Zelatin i eskulin ali negativno reaguju pri testovima stvaranja
tirozinaze i metabolizma tartarata. (tab. 2)
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Tabela 2 - Biohemijsko-fizioloske odlike proucavanih izolata

Table 2 - Biochemical-physiological ckaracteristics of investigated strains

Proucavani izolati
Investigated strains
Kontrolni izolati
Check strains

Test
Tests
CFBP CFBP
15822 2119°
Gram-Gram -¢ - -
Fluorescentnost- Fluorescens +4 + +
O/F test O O O
LOPAT
Levan-Levan + + +

Oksidaza-Oxidase - - -
Pektinaza-Pectinase - - -
Arginindehidrolaza-Arginindehidrolase - - -
Hidroliza-Hidrolyses

Zelatin-Gelatine + + -
Eskulin — Esculine + + -
Stvaranje-Production

Tirozinaze-Tyrosinase - - +
Koris¢enje- Utilization

Tartarata-Tartrate - - +

a  Kontrolni soj Pseudomonas syringae pv. syringae - Check strain of Pseudomonas syringae pv. syringae.

b Kontrolni soj Pseudomonas syringae pv. morsprunorum - Check strain of Pseudomonas syringae pv.
Morsprunorum

¢ Negativan rezultat - Negative result

d  Pozitivan rezultat - Positive result

Kontrolni soj CFBP 1582 (P, 5. pv. syringae) se pri navedenim testovima
ponasa identi¢no na¢im proucavanim sojevima izolovanih sa kruske, dok kon-
trolni soj CFBP 2119 (P. s pv. morsprunorum) ne razlaze zelatin i eskulin, ali
stvara tirozinazu i metabolise tartarate (tab. 2).

Na osnovu rezultata diferencijalnih biohemijskih testova za P. s. pv. syrin-
gae 1 P s. pv. morsprunorum (GATT) proucavani sojevi izolovani iz nekrozom
zahvacenih grana i cvasti kruske svrstani u pv. syringae.
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BOX - PCR

Mogucénost upotrebe BOX prajmera u identifikaciji P. syringae poreklom
sa kruSke nije razmatrana u nas. NaSa hipoteza je bila, da ¢e repetitivne DNK
sekvence kod bakterije P. syringae poreklom sa kruske biti identi¢éne kod svih
izolata bez obzira na poreklo. Ove repetitivne sekvence ¢e se pokazati u vidu
DNK fragmenata koji variraju u veli¢ini.

Umnozavanjem ukupne DNK izolovane iz bakterija P. syringae poreklom
sa kruske pomoc¢u BOX prajmera dobijaju se nizovi DNK fragmenata veli¢ine
od 100 bp do 4000 bp koje zajedno Cine ,,otisak,, karakteristiCan za svaki izolat.
Dobijeni otisci su uporedivani sa otiscima dobijenim iz izolata poreklom sa ja-
buke, visnje, maline i Sljive, kao i sa kontrolnim izolatima CFBP 1582 (P. s. pv.
syringae) i CFBP 2119 (P. s pv. morsprunorum). Otisci referentnih i ispitivanih
izolata dati su na slici 3. Repetitivne BOX DNK sekvence dobijene iz izolata P
syringae poreklom iz kruske sa razliCitih lokaliteta dale su identi¢ne otiske na
gelu. Otisci su pokazali jasnu razliku u odnosu na kontrolne izolate kao i u odno-
su na izolate poreklom sa drugih vocaka (sl. 3).

RURN 1111 gy

SL 3 - P syringae. Agarozna gel elektroforeza BOX-PCR repetitivnih sekvenci
dobijenih iz izolata P. syringae. Kolona 1 pokazuje DNA marker (GeneRuler™
DNA Ladder Mix), CFBP-2119 (Kolona 2), CFBP-1582 (Kolona 3), P. syringae
izolati sa visnje (Kolone 4 15), P. syringae izolati sa kruske (Kolona 6-10), P, syrin-
gae izolat sa maline (Kolona 11), P. syringae izolat sa jabuke (Kolona 12); P. syrin-
gae izolat sa §ljive (Kolona 13) i negativna kontrola (Kolona 14).

Fig. 3 - P. syringae. Agarose gel electrophoresis of BOX-PCR fingerprint pat-
terns obtained from Pseudomonas syringae. Lane 1 show the DNA molecular
size marker (GeneRuler™ DNA Ladder Mix), CFBP-2119 (lanes 2), CFBP-1582
(lanes 3), P. syringae isolates from sour cherry (lane 4-5), P. syringae isolates
from pear (lane 6-10), P. syringae isolate from raspberry (lane 11), P. syringae
isolate from apple (lane 12); P. syringae isolate from plum (lane 13) and negative
control (lane 14).
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DISKUSIJA

Pseudomonas syringae parazitira brojne vrste jabucastih i kosti¢avih voc¢aka
Sirom sveta i ubraja se u ekonomski znacajne patogene ovih biljaka (Arsenijevic,
1997; Scortichini i sar., 2003, Natalini i sar., 2006; Kenelly i sar., 2007). Kruska
se svakako ubraja medu osetljivije domaéine ove bakterije, a Stete koje nastaju
kao posledice infekcije bakterijom zavise od ekoloskih faktora, osetljivosti sorte,
starosti stabla kruske i dr.

Spots i Cervantes (1994) navode masovnu pojavu izumiranja stabala kruske
prouzrokovane ovom bakterijom, posle ekstremno niskih temparatura tokom zi-
mskih meseci. Pojava palezi cvasti i listova kruske visokog intenzitata zabelezana
u Juznoj Africi je takode rezultirala velikim Stetama (Mansvelt i Hatingh, 1986).

Proucavajuci P. syringae kao parazita kruske (Natalini i sar., 2006) takode
ukazuju na Siroku rasprostranjenost ove bakterije kao patogena kruSke i znacajne
gubitke koje pojedinih godina moze prouzrokovati.

Bakterija je kao parazit kruske u Srbiji po prvi put opisana pocetkom se-
damdesetih godina proslog veka, prouzrokujuci susenje grana, plamenjac¢u mla-
dara, te nekrozu listova i cvetova (Arsenijevié, 1970). Intenziviranjem proizvo-
dnje i podizanjem novih zasada kruske u prethodnoj deceniji, utvrdene su maso-
vnije infekcije stabala kruske ovom bakterijom i zabeleZene znacajnije Stete koje
ona prouzrokuje. Narocito na mladim stablima starosti 3-6 godina, kalemljenim
na dunji kao vegetativnoj podlozi (Gavrilovi¢ i sar., 2003, 2008).

Zapazena su dva tipa simptoma bolesti: nekroza i susenje visegodisnjih gra-
na i debla kruske, pracena obrazovanjem rak-rana i palez cvasti (Gavrilovi¢ i sar.,
2003; Gavrilovi¢, 2006). Medutim prilikom obilaska zasada kruske nisu zapazeni
simptomi nekroze plodova, listova i mladara kruske, ¢to se na osnovu literaturnih
podataka smatra ¢estim simptomima bolesti (Mansvelt i Hatingh, 1986).

Simptomi bolesti su vizuelno veoma sli¢ni onima koje prouzrokuje E. amylo-
vora, prouzrokova¢ bakteriozne plamenjace jabucastih vocaka, ali postoje i neke
vrlo znacajne razlike i specificnosti. Palez cvasti koju prouzrokuje P. syringae
ograniCena je na cvasti i cvetne drske, bakterije se ne Siri dalje kroz grane ve¢
ostaje lokalizovana u regionu cvetnih grancica na kojima se obrazuju rak rane.
Druga veoma vazna razlika je odsustvo bakterijskog eksudata, koji se u slucaju in-
fekcije bakterijom E. aymlovora obilno pojavljuje na obolelim organima vocéaka.
Dalje, P. syringae na obolelim granama prouzrokuje nekrozu prac¢enu ljustenjem
epidermisa, a E. amylovora ne.

Ipak i pored navedenih razlika za pouzdanu detekciju prouzrokovaca obo-
lenja neophodno je izvrsiti izolovanje bakterije 1 prouciti njegove karkteristike.
Tim pre $to sli¢éne simptome na krusci mogu prouzrokovati i fitopatogene gljive
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ali i fitoplazme (Starovi¢ i sar., 2006), ali i zdruzene infekcije kruske bakterijama
P. syringae i E. amylovora ( Pani¢ i Arsenijevi¢, 1996, Gavrilovi¢, 1998.

Izolovanje P. syringae moguce je tokom proleca i leta, a najuspesnije je od-
mah po pojavi simptoma bolesti, posto je tada njena aktivnost najveca. U ove
svrhe su se pogodnim pokazale mesopeptonska podloga obogacena saharozom
(NAS) i Kingova podloga B, a karakteristike kolonija bakterije (stvaranje le-
vana i fluorescentnost) na ovim podlogama imaju vazan dijagnosticki karakter
(Arsenijevié, 1997; Kiernick-Brown and Sands, 2001; Gavrilovi¢, 2006).

Primenjeni testovi za proveru patogenosti su veoma pouzdani, lako ostvarivi
i Siroko se koriste u ove svrhe (Burkowitz i Rudolph, 1994; Scortichini i sar.,
2003; Natalini i sar., 2006; Gavrilovi¢, 2006). Prednost bi smo ipak dali onim te-
stovima pri kojima se pouzdan rezultat dobija posle 1 - 3 dana od inokulacije a to
su prema nasim rezultatima provere patogenosti na nesazrelim plodovima tresnje,
kruske i limuna te mahunama boranije (Gavrilovi¢, 2006). Ukoliko se izolovanje
P. syringae obavlja tokom jesenjih i zimskih meseci za proveru patogenosti se
mogu koristiti klijanci kruske i kotiledoni listovi breskve koji su dostupni tokom
¢itave godine (Endert and Ritchie, 1984; Gavrilovi¢, 2006).

U pogledu biohemijskih karakteristika proucavani izolati sa kruske ispolja-
vaju izrazitu uniformnost i pokazuju tipicne odlike P. s. pv. syringae. lako se
izolati P. syringae odlikuju visokom biohemijskom aktivnos$éu, za pouzdanu
identifikaciju su od najveceg znacaja rezultati GATT testova, koji su do pojave
PCR metoda bili od velikog znacaja za diferenciranje pv. syringae i pv. morspru-
norum, kao dva najrasprostranjenija patogena varijeteta ove bakterije (Latorre
i Jones, 1979; Burkowitz i Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997). Nedostatak ove
grupe testova je relativno dug period do dobijanja validnih rezultata. Takode
izolovani su i sojevi koji se odlikuju intermedijarnim svojstvima u pogledu ove
grupe biohemijskih karakteristika. Raznolikost populacije sojeva P. syringae pri
ovim testovima utvrdena je na onim izolovanim sa nekih vrsta kosti¢avih vocaka.
U pogledu rezultata ovih testova proucavani izolati sa kruske ispoljavaju izrazitu
uniformnost hidrolizuju Zelatin i eskulin, ne stvaraju tirozinazu i ne metabolisu
tartarate (Sobiczevski, 1984; Balaz i sar., 1988; Gavrilovi¢ 2006).

Primena metode lanacane reakcije polimeraze (PCR) primenom BOX praj-
mera se pokazale veoma pouzadanom za detekciju P. syringae ali i drugih vrsta
bakterija. KoriS¢enjem pak ERIC i REP prajmera moguce je utvrditi potencijalne
razlike medju sojevima , $to je od velikog znacaja za proucavanje fitopatogenih
bakterija. Utvrdivanje razlika medju sojevima je od znac¢aja za proucavanje epi-
demiologije bakterije, razrada mera njenog suzbijanja ali je znacajna i za potrebe
fitosanitarnih sluzbi odnosno pouzdane detekcije patogena, narocito karantinskih
(Scortichini, 2005; Gasi¢ i Obradovi¢, 2009).
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Primenom ovih metoda utvrdene su razlike kako medu sojevima P. syringae
poreklom sa razlicitih domacina, a potvrdeno je postojanje diverziteta medu izo-
latima iz razli¢itih geogeafskih lokaliteta.

Litle i sar. (1998) su primenom ERIC PCR metode su utvrdili da se sojevi P.
s. pv. syringae poreklom sa kosticavih vo¢aka u Kaliforniji, znacajno razlikuju
od sojeva ove bakterije izolovanih sa drugih domacina i da u okviru populacije
predstavlju posebnu grupu (klaster). Natalini i sar. (2006) isti¢u da je primenom
REP PCR i BOX Al prajmera utvrdne tri razli¢ite grupe sojeva P. s. pv. syringae
poreklom sa kruske iz Gréke, Italije, Spanije i Engleske.

Primenom BOX prajmera utvrdene su znacajne razlike medu sojevima P,
syringae poreklom sa razli¢itih vrsta voc¢aka u Srbiji. Izolati sa kruske su po-
kazali izrazitu uniformnost medu sobom , ali se delimi¢no razlikuju od kon-
trolnog soja P. s. pv. syringae poreklom iz Francuske. To ukazuje da je pri
daljem proucavanju ove bakterije kao patogena kruske u nas neophodno ko-
ristiti 1 ERIC i REP prajmere a proucavanjem 16SrRNK regiona nasih sojeva
Sto preciznije ih pozicionirati u odnosu na izolate sa kruske poreklom iz drugih
lokaliteta (Ivanovic i sar., 2009).
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CHARACTERISTICS OF PSEUDOMONAS SYRINGAE STRAINS
ORIGINATING FROM A PEAR FRUIT TREES IN SERBIA

VELIKO GAVRILOVIC!, ZARKO IVANOVIC!,
SVETLANA Z1vkovi¢!, DUSAN Savic?

Institutute for Plant Protection and Environment, Belgrade, Serbia
2, Agromarket” d.o.o., Kragujevac, Serbia

SUMMARY

The test results of Pseudomonas syringae strains, isolated by a pear trees
are as given. The symptoms of disesease, caused by this bacterium, appeared
in two types: a blossom blast, a trunk necrosis and a branch followed by canker
formation. All strains are Gram negative, fluorescent on a King medium B and
oxydative (O/F test). The tested strains are HR positive, producing a levan, but
don’t oxydase, arginindehydrolase and pectinase (LOPAT +---+).

Strains originated from a pear trees caused necrosis on an artificial inocula-
ted pear, cherry and lemon fruits, as well as a syringae leaves and bean pods. The
results of differential tests for P. syringae pv. syringae and P. syringae pv. mor-
sprunorum (GATT) revealed that the tested strains hydrolise gelatin and esculin,
but the negative results are recorded in tyrosinase production and tartrate utili-
zation tests.

The PCR analysis, by using a BOX primer, shows the high level of symi-
larity among the Serbian P. syringae strains, isolated from a pear fruit trees, but
also within a slice differencies, compared with a check strain CFBP 1582. These
results confirm a previous data about genetic diversity among P. syringae strains
originated from a different areas all around the world.

Based on the obtained results, it's concluded that the tested strains belong to
P. syringae pv. syringae. Further characterization of P. syringae strains, isolated
from pear in Serbia use the ERIC and REP PCR and it's still underway.

Key words: Pear, Pseudomonas syringae, symptomatology, pathogenicity,
bacteriological characteristics, BOX PCR.
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