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U radu su prikazani rezultati proucavnja izolovanih sojeva bakterije iz plamenjacom
zahvacenih mladara ukrasnih biljka Sorbus domestica i Sorbus torminalis. Prou¢avani sojevi su
Gram negativni, ne stvaraju fluorescentni pigment na King-ovoj podlozi B, a glukozu metabolisu i
oksidativno i fermentativno. Prouzrokuju HR duvana i nekrozu nesazrelih, inokulisanih plodova
kruske (viljamova) pracenu obilnom produkcijom bakterijskog eksudata..

Prvi simptomi na inokulisanim mladarima biljaka domacina u o¢avaju se posle 2-3 dana,
ispoljavaju se u vidu vlaznih pega koje se vremenom S§ire zhavatjuci ga u celosti

Na osnovu patogenih, biohemijskih i seroloskih odlika (ELISA) proucavanih izolata
zakljuceno je da patoloske promene na ukrasnim biljkama Sorbus domestica 1 Sorbus
torminalis prouzrokuje Erwinia amylovora. To je potvrdeno i primenom molekularne metode
(PCR) koris¢enjem specifi¢nog prajmera za bakteriju E. amylovora.

Ovo je prvi nalaz E. amylovora na ukrsnim biljkama roda Sorbus u Srbiji

Kljucne reci: Erwinia amylovora, Sorbus domestica, Sorbus torminalis., patogenost,
detekcija ELISA, PCR

UVOD

Erwinia amylovora (Burr)Winslow et al. Spada u najrasprostranjenije i eko-
nomski najznacajnije patogene jabucastih vocaka. Pri povoljnim ekoloskim uslo-
vima prouzrokuje susenje cvetova i tek zametnutih plodova, plamenja¢u mladara,
nekrozu i susenje viSegodis$njih grana pa i ¢itavih stabala voc¢aka. Kao posledica
njene pojave ponekad dolazi do krcenja Citavih zasada, $to je poslednjih godina
zabelezeno i u nas (Arsenijevi¢ i Gavrilovi¢, 2007; Gavrilovic¢ et al., 2001a).

E. amylovora je u Srbiji najpre registrovana kao patogen kruske, dunje,
musmule i gloga pocetkom 90-ih godina proslog veka (Pani¢ i Arsenijevic, 1996;

* Rezultat rada u okviru Projekta br. 20051, koji finansira Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj RS.
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Jovanovi¢, 1999). Medutim od sredine 90-ih godina E. amylovora je sve pri-
sutnija i kao parazit ukrasnih biljaka familije Rosacea koje se takode ubrajaju
u veoma osetljive domacine bakterije i Cije gajenje ona ozbiljno moze ugroziti
(Arsenijevi¢ i1 Pani¢, 1996; Arsenijevic et al., 2001; van der Zwet i Keil, 1979).
Tako je ova bakterija najpre utvrdena kao parazit vatrenog trna (Pyracantha coc-
cinea L.) (Gavrilovi¢ i Arsenijevi¢, 1997).

Tokom 2000. godine, koja se odlikovala izuzetno povoljnim uslovima za
razvoj i Sirenje bakterije, E. amylovora je eksperimentalno potvrdena u obole-
lim uzorcima polegle dunjarice (Cotoneaster horisontalis L) i japanske dunje
(Chaenomeles japonica L.). (Balaz et al., 2004a, 2004b)

U periodu 2005-2006 godine simptomi bakteriozne plamenjace primeéeni su
na ukrasnoj biljci Sorbus domestica (fam. Rosaceae) na podru¢ju Nisa. U 2007.
godini karakteristicni simptomi bolesti su zapazeni na ukrasnoj biljci Sorbus tor-
minalis 1 to u blizini zasada jabuke u kojem je zabelezen visok intenzitet pojave
bakteriozne plamenjace.

Cilj ovog rada je da se primenom laboratorijskih metoda utvrdi da li pomenu-
te simptome bolesti na ukrasnim biljkama roda Sorbus prouzrokuje E. amylovora
i u slucaju pozitivnog nalaza prouciti karakteristike izolovanih sojeva i uporediti
ih sa odlikama izolata poreklom sa jabucastih vocaka.

MATERIJAL I METODE

Uzorci sa karakteristicnim simptomima na mladarima Sorbus domestica
prikupljeni su u Nisu 2005 godine, a uzorci obolelih mladara Sorbus torminalis
na podrucju Pozege 2007. godine. Biljni materijal je dopreman u Laboratoriju za
fitopatologiju Instituta za zastitu bilja i zivotnu sredinu, gde se pristupilo izolo-
vanju patogena.

Izolovanje bakterija i dobijanje Cistih kultura

Izolovanje bakterije je vrSeno standardnim metodom razmaza na mesopep-
tonsku podlogu obogacenu s 5 % saharoze (NAS) i King-ovoj podlozi B. Posle
2-3 dana razvoja pri 25°C pojedinacne kolonije bakterije su prihvatane na meso-
peptonsku podlogu sa glicerolom (NAG) radi odrzavanja u kolekciji (Klement,
1990). Ukupno je prihvaceno 12 izolata bakterije: 7 sa S. domestica i 5 poreklom
sa S. torminalis.

Identifikovani sojevi E. amylovora (CFBP 1430 poreklom iz Nacionalne
kolekcije fitopatogenih organizama Francuske i J-5 poreklom iz jabuke (Srbija)),
koris¢eni su kao kontrolni sojevi u ovim istrazivanjima.
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Provera patogenosti

Patogene odlike proucavanih sojeva su proverene vestackim inokulacijama
nesazrelih plodova kruske 1 infiltracijom lista duvana sa ciljem da se utvrdi da li
dobijeni izolati prouzrokuju HR duvana. Mladi plodovi kruske inokulisani su me-
todom uboda pomocu bakterioloske igle prethodno uronjene u suspenziju bakte-
rije koncentracije 107 cfu. Na njima je u naredna 2-3 dana prac¢ena pojava nekroza
i pojava kapi bakterijskog eksudata, §to je karakteristican znak E. amylovora.
Ovaj test se obavezno preporucuje pri detekciji ove bakterije (Lelliot i Stead,
1987; Arsenijevi¢, 1997; Gavrilovi¢, 1998).

Izolatima poreklom sa S. domestica inokulisani su i listovi i mladara biljke
domacina, takode pomocu bakterioloske igle, ubodom u lisne peteljke i mladare,
pri ¢emu je takode koriS¢ena suspenzija bakterija pomenute koncentracije.

Biohemijsko fizioloske

Proucene su biohemijsko fizioloSke odlike znacajne za identifikaciju E.
amylovora: hidroliza zelatina i eskulina, aktivnost oksidaze ; razvoj pri 34136 °C
iupodlozisa 51 7% Na Cl i metabolizam ugljenih hidrata. (Sands, 1990; Mitrev,
1993; Gavrilovi¢, 1998) (tab.1).

DAS — ELISA test

Za identifikaciju izolovanih sojeva bakterija koris¢ena je DAS — ELISA me-
toda (Hampton i sar., 1990), primenom komercijalnog antiseruma specificnog za
detekciju E. amilovora (Loewe Biochemica GmbH, Germany). Od ¢istih kultura
bakterije, starosti 24 Casa pripremljena je bakterijska suspenzija koncentracije
10° ¢el/ml. Uzorci su pripremljeni zagrevanjem po 100 ul bakterijske suspenzije
na 100°C 10 minuta i potom razredeni u odnosu 1:20 u odgovaraju¢em pufe-
ru. Intenzitet reakcije ocitavan je spektrofotometrijski dva ¢asa nakon dodavanja
supstrata p-nitrofenilfosfata, merenjem apsorpcije na talasnoj duzini od 405 nm.
Pozitivnom reakcijom su smatrane vrednosti apsorpcije dva i vise puta vece od
vrednosti apsorpcoje negativne kontrole.

Lancana reakcija polimeraze (PCR)

U cilju potvrde identiteta izolovanih sojeva uraden je PCR izolovanjih soje-
va prema protokolu Bereswill i sar. (1992). Bakterijske kulture su gajene na KB
podlozi tokom 24 casa, nakon Cega je pripremljena suspenzija bakterija u kon-
centracije 10° ¢el/ml. Mikrotube sa bakterijskom suspenzijom su zagrevane na
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95°C 10 minuta, a zatim su prebacene na led. PCR reakcija je izvedena sa A
(5'-CGGTTTTTAACGCTGG-3") i B (5'-GGGCAAATACTCGGATT-3") prajme-
rima i prema protokolu koji su opisali Bereswill i sar. (1992). Elektroforetsko
razdvajanje produkata amplifikacije uradeno je na 1.5 % agaroznom gelu.

REZULTATI

Simptomi bolesti

Pocetni simptomi bolesti se ispoljavaju u vidu plamenjac¢e mladara i lis¢a
S. domestica. Lis¢e postaje mrkocrvene a mladari mrko ljubicaste boje. (sl.1).
Na visegodi$njim granama se uocava pucanje kore u grani¢noj zoni obolelog 1
zdravog tkiva , §to je praceno obrazovanjme rak rana, $to se manifestuje mrko-
sivom bojom obolelog tkiva (sl.2). Ukljanjanjem povrSinskog sloja kore, jasno
se uocCavaju patoloske promene na sprovodnim sudovima ispoljena u vidu mrke
boje 1 vlazne konzistencije obolelog tkiva grana oskoruse.

Simptomi bolesti ispoljeni u vidu plamenjace mladara S. forminalis su
uoceni polovinom juna, pri ¢emu nisu zapazeni simptomi na visegodi$njim gra-
nama i plodovima ove ukrasne biljke. Oboleli listovi su crne boje ne opadaju i
ostaju pri¢vrsérni za mladare zahvacene bolescu.

Izolacija patogena i provera patogenosti

Bledo sive kolonije, izrazito ispupcene, sluzastog izgleda (levan tip) precnika
2-3 mm, uocavaju se posle 2-3 dana razvoja na hranljivoj podlozi obogacenoj
saharozom (NAS). Bele kolonije, sjajne glatke, precnika 1-1,5 mm formiraju se
na King-ovoj podlozi B, na kojoj ne formiraju fluorescentni pigment.

Proucavani izolati poreklom sa S. domestica i S. torminalis prouzrokuju HR
duvana i nekroozu inokulisanih, nesazrelih plodova kruske uz obilnu produkciju
kapiljica bakterijskog eksudata, sto je karakteristican znak infekcije E. amylovora.

Pocetni simptomi na vestacki inokulisanim mladarima S.domestica uvocavaju
se posle 3 dana od inokulacije, a ispoljavaju se u vidu vlaznih pega, elipsastog
oblika, koje se vremenom Sire zahvataju¢i mladar u celosti. Mladar u potpunosti
nekrotiraposle 5-7 dana od inokulacije. Nekroze vremenom postaju mrkoljubicaste
i identicne su onim zapazenim pri prirodnim infekcijama. Inokulisane lisne drske
nekrotiraju i zajedno sa liS¢em venu i postaju mrke boje. Kontrolni sojevi CFBP
1430 i J-5 na inokulisanim mladarima prouzrokuju identi¢éne simptome.
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SL. 1 — Simptomi bakteriozne plamenjace na Sorbus domestica: Plamenjaca 1
mrka boja lis¢a (a), karakteristicne mrko ljubicaste nekroze na mladarima (b) i
rak rane na granama (c)

Fig. 1 — Fireblight symptoms on Sorbus domestica: leaves blight appeared as
brown color (a), characteristic purple-brown necrosis on shoots (b) and canker
on branch (c)
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Tabela 1 — Biohemijske odlike proucavanih izolata
Table. 1 — Biochemical properties of investigated strains

Test Izolati — Isolates
Tests S. domestica  S. torminalis CFBP 1430® J-5°
+° + + ¥

Levan -Levan
Fluorescence
Fluorescentnost —d - - -
O/F test
Aerobno — aerobic + + + +
Anaerobno-anaerobic + + + +

Aktivnost oksidaze

Activity of oxidase - - - -
Hidroliza Zelatina

Liquefaction of gelatin + + + +
Hidroliza eskulina

Hydrolysis of aesculin -

Razvoj pri 5%NaCl

Growth at %% Na Cl + + + +
Razvoj pri 7 % NacCl

Growth at 7 % Na Cl - - - -
Razvoj pri 34°C

Growth at 34 °C + + + +
Razvoj pri 36 °C

Growt at 36 °C - - - -
Koriséenje: Utilization

Glukoza — Glucose +
Fruktoza — Fructose +
Saharoza — Sucrose +
Riboza — Ribose +
Rafinoza — Rafinose - - - -
Melesitoza — Melesitose - - - -
Lactoza— Lactose - - - -
Maltoze— Maltoze - - - -
Manitol— Manitole
Sorbitol- Sorbitole
Dulcitol — Dulcitole - - - -

+ + + +
+ + + +

kontrolni soj E. Amylovora — check strains of E. amylovora
kontrolni soj E. Amylovora — check strains of E. amylovora
pozitivan reultat — positive result

negativan rezultat — negative result

o0 o w
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Bakterioloske odlike

Proucavani izolati su gramnegativni i ne stvaraju fluorescentni pigment na
King-ovoj podlozi B; glukozu metabolisu i oksidativno i fermentativno, ne stva-
raju oksidazu. Izolati se razvijaju pri 34°C i u podlozi s % 5 NaCl; negativan
rezultat je zabelezen pri testovima razvoja u podlozi s 7 % NaCl i pri temperaturi
od 36 °C; kiseline stvaraju iz glukoze, fruktoze, riboze, saharoze, trehaloze, ga-
laktoze, sorbitola, manitola i glicerola; ne metabolisu inozitol, dulcitol, laktozu i
maltozu, rafinozu i melezitozu (tab 1) .

ELISAi PCR

Primenom imunoenzimske metode na ploci utvrdeno je da proucavani izolati
poreklom sa S. domestica i S. torminalis poseduju iste antigenske karakteristike
kao 1 kontrolni sojevi CFBP 1430 i J-5 (Erwini amylovora).

Kao rezultat lan¢ane reakcije polimeraze (PCR), koris¢enjem odgovarajucih
prajmera, amplifikovani su fragmenti nukleinske kiseline odgovarajuée veli¢ine
od 900 baznih parova. Iste karakteristike ispoljavaju i kontrolni sojevi korisc¢eni
u ovim istrazivanjima.

DISKUSIJA

Erwinia amylovora je rasprostranjena u svim podrucijima u Srbiji, kako u
onim sa intenzivnom vocarskom proizvodnjom, tako i u regionima gde vocrstvo
nije dominanntna grana poljoprivrede, a prisutni su domacini bakterije. To se pre
svega odnosi na pojavu bakteriozne plamenjace na stablima jabucastih vocaka
na okuénicama kao i pojedinim stablima na nepoljoprivrednim povrSinama, utri-
nama, medama oko nijva i dr.. Ovo ukazuje da je E. amylovora §iroko raspro-
stranjena u Srbiji, Sto moze biti jedan od razloga sve ¢es¢ih epifitocija bakteriozne
plamenjace. Tako su masovne pojave ove bolesti zabelezene 2000 godine na svim
vrstama jabucastih vo¢aka (Balaz et al, 2000), na dunji 2003. godine (Obradovic,
et al., 2003), na jabuci u okolini Ca¢ka 2005. godine (Gavrilovi¢, neobjavljeno)i
tokom 2007 godine na jabuci (Gavrilovi¢ et al., 2007a). Stete koje bakterija na-
nosi zavise od osetljivosti biljke domacina i sorte, meteoroloskih uslova narocito
tokom perioda cvetanja kada su vocke i ukrasne biljke i najosetljivije prema bak-
teriji. Poslednjih godina je sve uocljivija i pojava bakteriozne plamernjace na
ukrasnim biljkama fam. Rosaceae (Gavrilovi¢ i1 Arsenijevi¢, 1997; Balaz et al.,
2004; Gavrilovi¢, et al., 2007 b).



76 V. Gavrilovi¢ i sar.

Ovi podaci ukazuju na obilje inokuluma bakterije prisutnog u prirodi, tako
da se moze ocekivati njeno dalje Sirenje i pojava na novim domacinima. Upravo
u ovim Cinjenicama treba traziti uzroke sve masovnijeg Sirenja E. amylovora na
ukrasnim biljkama domacinima bakterije.

Tako su 2005. godine simptomi bakteriozne plamenjace na ukrasnoj biljci
Sorbus domestica, primeéeni na okucnici u Nisu, a laboratorijskom analizom je
dokazano prisustvo E. amylovora (Vojinovi¢, 2006). S obzirom da simptomi bo-
lesti nisu zapaZeni na ostalim stablima jabucastih vocaka, pojava bolesti bi se
mogla objasniti sadnjom zarazenih sadnica S. domestica.

Prisustvo E. amylovora je eksperimentalno potvrdeno 2007. godine na S. tor-
minalis u okolini PoZege, u neposrednoj blizini zasada jabuke u kome je zabelezen
izuzetno visok intenzitet pojave bakteriozne plamenjace. Pretpostavljamo da su
ova obolela stabla jabuke predstavljala znacajan izvor inokuluma za ostvarenje
infekcije S. torminalis.

Izolati poreklom sa ukrasnih biljaka roda Sorbus se u pogledu patogenih
i bohemijskih odlika ne razlikuju od kontrolnih sojeva J-5 i CFBP 1430, sto
potvrduje ranije dobijene rezultate o homogenosti populacije E. amylovora u
Srbiji (Gavrilovi¢, 1998; Gavrilovi¢ et al., 2001b). Homogenost je potvrdena i
primenom PCR metoda, primenjenog po standardnoj proceduri (Bereswill et al.,
1992; Gavrilovi¢ et al. , 2008).

Ipak, daljem proucavanju izolata E. amylovora se mora posvetiti dalja paznja
jer su u nekim podrucijima u svetu izolovani sojevi koji se u genetskom pogle-
du znacajno razlikuju od do sada proucavanih. To se pre svega odnosi u one
koji sadrze novi tip plazmida, oznacenog kao PI170, koji je utvrden u populaciji
bakterije u nekim evropskim zemljama (Llop et al., 2008). Potencijalno prisutna
heterogenost populacije E. amylovora mozda je uslovila njenu masovniju pojavu
na novim domacinima (Rosselo et al., 2008).

Pojava E. amylovora na ukrasnim biljkama fam. Rosaceae ima i naucni i
praktiéni znacaj. Sirenjem ukrasnih biljka domaéina bakterije, postoje uslovi
za dalje rasprostranjenje E. amylovora. One, ukoliko su obolele predstavljaju
znacajan izvor inokuluma za ostvarenje infekcija jabucastih vo¢aka kako u zasa-
dima, tako i na pojedinac¢nim stablimaa, Sto sve doprinosi odrzavanju bakterije u
prirodi i poveéanju inokulacionog potencijala.

Stoga je neophodno posvetiti veéu paznju prilikom uvoza ukrasnih biljka
domacina E. amylovora, ali i sprovesti rigorozniju kontrolu rasadnika koji se
bave njihovom proizvodnjom.

U cilju suzbijanja obolelih ukrasnih biljka za preporuku je uklanjanje obole-
lih biljnih delova, a u slucaju jace zaraze krcenje Citavih biljaka. Ne raspolazemo
podacima o efikasnosti i ekonomskoj opravdanosti primene baktericida u ove
svrhe. S obzirom da se ukrasne biljke ne koriste u ishrani stanovnistva, mozda bi
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primena antibiotika dala znacajne rezultate u sprecavanju pojave bolesti u regi-
strovanim rasadnicima, ¢ime bi se doprinelo i spreCavanju Sirenja bakterije. Ali,
tada treba imati u vidu opasnost od pojave rezistentnih sojeva E. amylovora , koja
se moze pojaviti u slucaju nekontrolisane primene antibiotika.
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SORBUS DOMESTICAAND S. TORMINALIS — NEW HOSTS OF
ERWINIAAMYLOVORA IN SERBIA

VELIKO GAVRILOVIC!, SVETLANA ZIVKOVIC!, ZARKO IVANOVIC! MILIC VOJINOVIC?
Institute for Plan Protection and Enviroment, Belgrade
*Agriculture Center, Ni§, Serbia

SUMMARY

Fireblight symptoms were observed on ornamental plants Sorbus domestica
(region of Nis, 2005) and S. torminalis (Pozega, 2007). Symptoms appeared as
leaves and shoots bilight followed with cancer forming on branches of S. do-
mestica and shoot blight on S. forminalis. Levan type single colony were col-
lected after three days growth on nutrient agara enrichnet with sucrose (SNA).
Investigated strais produced HR in tobacco and necrosis of artificilly inoculated
unriped pear fruits followed by oozing of bacterial exudate. Symptoms similar
to those registered in natural infections, were recorded on artificial inoculated S.
domestica leaves and shoots. Based on the results of pathogenicity tests, bioche-
mical characteristics, ELISA test and PCR analysis it was confirmed that the in-
vestigated strains belonged to E. amylovora, widespread pathogen of pome fruit
trees and ornamental plants in Serbia. This is the first report of E. amylovora as
pathogen of Sorbus plant in Serbia.

Key words: Sorbus domestica, Sorbus torminalis, Erwinia amylovora, pa-
thogenicity, detection, ELISA, PCR
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