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Bakterija Pseudomonas syringae ima veliki broj varijeteta sa razliCitim osobinama i
sa velikom genetickom raznovrsnos$¢u. Pseudomonas syringae u Stbiji je eksperimentalno
potvrden kao parazit kruske, jabuke, breskve, tresnje, visnje, sljive i maline. Cilj ove studije
bio je da utvrdi postojanje eventualnih razlika izmedu sojeva izolovanih sa razli¢itih vrsta
vocaka u Srbiji proucavanjem elektroforetskih profila ukupnih ¢elijskih proteina. Proucavane
su takode patogene i biohemijske odlike sojeva poreklom sa raznih vrsta voc¢aka. Dobijeni
rezultati pokazali su da su populacije bakterije Pseudomonas syringae poreklom sa vocéa u
Srbiji raznovrsne, ali da ne pokazuju razlike u elektroforetskim profilima ukupnih éelijskih
proteina.

Kljucne reci: Pseudomonas syringae, vocke, proteinski profili

UvVOD

Pseudomonas syringae postaje sve rasprostranjeniji patogen vocaka u Srbiji,
prouzrokujuci sve znacajnije Stete (Gavrilovi¢, 2004; Gavrilovi¢ i Ivanovié,
2008).

Na osnovu testova patogenosti i diferencijalnih (GATT) testova izolati po-
reklom sa vocaka u Srbiji su svrstani u tri grupe: I grupu ¢ine tipi¢ni predstavnici
patogenog varijeteta syringae; 11 grupu Cine sojevi koji ispoljavaju karakteristike
pv. morsprunorum; 111 grupa izolata poreklom iz mladara maline i plodova visnje
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ispoljavaju karakteristike oba varijeteta ali 1 izmedu sebe se znacajno razlikuju.
Stoga je neophodno, pored patogenosti i biohemijskih testova, pristupiti razradi
novih metoda za pouzdanu identifikaciju patogena, poSto se samo na taj nacin
mogu razraditi mere uspesnog suzbijanja.

Bakteriju Pseudomonas syringae je prvi put izolovao iz obolelog jorgovana
(Syringa vulgaris L.) M. W. Beijerinck 1899. godine, a opisao njene karakteri-
stike i dao naziv C. J. J. van Hall 1902. godine (Young, J. M. 1991). Pseudomonas
syringae je aerobna, gramnegativna, asporogena i Stapicasta bakterija sa lofotrih-
nim ili amfitrihnim rasporedom cilija (Arsenijevi¢, 1997). Bakterije sa slicnim
osobinama koje su kasnije izolovane iz velikog broja razlicitih biljnih vrsta,
oznacene su kao patogeni varijateti bakterije Pseudomonas syringae. Danas po-
toji 50 razli¢itih patogenih varijateta na razli¢itim domacinima (Sarkar i Guttman,
2004).

Prilagodavanjem na veliki broj domacina Pseudomonas syringae ima veliki
broj varijeteta sa razli¢itim osobinama i sa velikom genetickom raznovrsnoscéu.
U cilju opisivanja razlicitih patogenih varijeteta koriS¢eni su odgajivacki, biohe-
mijski i fizioloski testovi, kao i testovi nukleinskih kiselina (DNK hibridizacija,
polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata, PCR fingerprinting) (Legard i
sar., 1993, Little i sar., 1998, Louws i sar., 1994, Scholz i sar., 1994, Young i
sar., 1994). Rezultati testova generalno se slazu sa podelom napravljenom na
osnovu biljke domacina. [zuzetak je varijetet syringae izolovan sa jorgovana koji
se jos moze naci na preko 80 razlicitih biljnih domacina. Neke biljke mogu biti
domacini za dva ili viSe patogenih varijeteta od kojih je jedan varijetet syringae.
Pseudomonas syringae je takode pronaden da raste epifitno i endofitno na listu
pri tom ne prouzrokujuéi nikakve simptome bolesti (Hirano i Upper, 2000).

Istrazivanja u oblasti evolucije i sistematike bakterije Pseudomonas syrin-
gae otezana su nedovoljnim razumevanjem njihove raznovrsnosti (Sawada i sar.,
1997). U ovakvoj situaciji cilj naSeg istrazivanja bio je trazenje razlika izmedu
varijeteta na osnovu poredenja profila ukupnih ¢elijskih proteina.

Pseudomonas syringae u Srbiji je eksperimentalno potvrden kao parazit
kruske, jabuke, kajsije, tresnje, visSnje, Sljive i maline, ispoljavajuc¢i simptome
u vidu suSenja grana, plamenjace mladara i cvasti, nekroze pupoljka i plodova
(Gavrilovi¢, 2004, Gavrilovi¢ i sar., 2004). Nasim istrazivanjem napravljen je
pokusaj utvrdivanja postojanja eventualnih razlika sojeva Pseudomonas syringae
izolovanih sa raznih vrsta vo¢aka na osnovu analize ukupnih c¢elijskih proteina.



Proteinski profili Psueudomonas syringe sa razlicitih vrsta voc¢aka 39

MATERIJAL I METODE

U istrazivanjima je prouceno 6 izolata poreklom sa kruske, jabuke, tresnje,
Sljive, visnje i maline (tab.1) sa razli¢itih lokaliteta u Srbiji koji su izolovani u
periodu 2005 - 2007 godine.

Kao kontrolni soj koris¢en je izolat CFBP 11 (P.s. pv syringae) i izolat CFBP
1528 (Ps. pv morsprunorum) iz francuske kolekcije fitopatogenih bakterija
(Angers).

Patogenost

Patogene odlike proucavanih izolata su proverene vestackim inokulacija-
ma plodova kruske, tresnje, limuna, listova jorgovana i mahuna boranije, prema
uobicajenoj proceduri (Gavrilovi¢, 2004). U cilju provere hipersenzitivne reakcije
inokulisano je lis¢e duvana i muskatle infiltracijom bakterijske suspenzije kon-
centracije 107 cfu/ml (Arsenijevi¢, 2004).

Tabela 1. - Broj izolata, domacini, lokaliteti i godina izolacije
Pseudomonas syringae

Table 1. - Isolate number, host, locality and year of isolation
Pseudomonas syringae strains

Izolat — Strain Domacin - Host Lokalitet — Locality ~ Godina - Year
1ZB-193 Jabuka (Apple) Bela Crkva 2007
1ZB-26 Kruska (Pear) Sabac 2008
1ZB-8 Malina (Raspberry) Arilje 2006
1ZB-29 Tresnja (Cherry) Sabac 2008
1ZB-135 Visnja (Sour cherry) Bela Crkva 2007
1ZB-156 Sljiva (Plum) Sabac 2004
CFBP-111
CFBP-15821

1 Kontrolni sojevi iz Francuske kolekcije fitopatogenih bakterija, CFBP - Reference strains from the French
collection of plant pathogenic bacteria, CFBP
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REZULTATI

Patogenost

Proucavani izolati su ispoljili znacajnu heterogenost u pogledu patogenih
odlika. Svi prouzrokuju HR duvana, ali u pogledu ostalih testova patogenosti
sojevi ispoljavaju razlike.

Izolati sa kruske, jabuke i maline prouzrokuju nekroze na inokulisanim ne-
sazrelim plodovima kruske, tresnje, limuna, listova jorgovana i mahuna boranije
Sto su tipicne odlike bakterije Pseudomonas syringae pv. syringae

Tabela 2. - Biohemijske karakteristike izolata P.syringae
poreklom sa razli¢itih vrsta voc¢aka

Table 2. - Biochemical characteristics of P. syringae
strain originated from different fruit trees

Izolati - Strains

Biohemijske karakteristike -
Biochemical characteristics

1ZB-8

1ZB-26
1ZB-193
1ZB-29
1ZB-135
1ZB-156

+
N
N
N
N
N

Fluorescencija - Fluorescent

O/F metabolizam glukoze -
Glucose (O/F) metabolism

Stvaranje levana - Levan produc-
tion

Aktivnost oksidaze - Oxidase

activity

Aktivnost arginindehidrolaze -
Arginidehidrolase activity

Aktivnost pektinaze - Pectinase

S +| CFBP-11
O© +|CFBP-1582

@)
®)
@)
@)
@)
®)

+
N
N
N
N
N
N
N

activity

Hidroliza ze]atma - Gelatin n n ) 4 ) _ + _
hydrolysis

Hidroliza eskulina - Aesculin hy- } ) ) + o+
drolisis

Stvaranje tirozinaze - Tyrosinase ) ) L+ o+ 4 . +
production

Metabolizam tartarata - Tartarte ) ) I ) I } +

metabolism
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Sojevi poreklom iz nekroti¢nih pupoljaka tresnje i Sljive i plodova visnje
prouzrokuju nekrozu plodova treSnje a negativno reaguju pri ostalim testovima
patogenosti Sto je karakteristicno za bakteriju P.s. pv morsprunorum.

Na osnovu testova patogenosti proucavani izolati su svrstani u dve jasno
izdiferencirane grupe. Prvu ¢ine izolati poreklom iz kruske, jabuke i maline a
drugu sojevi iz tresnje, visnje i Sljive.
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Sl. 1. - Proteinski profili ukupnih ¢elijskih proteina
poreklom sa kruske 1., jabuke 2., tre$nje 3., visnje 4.,
Sljive 5., maline 6. i referentni itolati CFBP 11, CFBP
1582, prestained protein ladder: 24, 33, 40, 55, 72, 100,
130, 170 kDa.

Fig. 1. - Protein profiles of whole cell proteins of pear
1., apple 2., cherry 3., sour cherry 4., plum 5., raspberry
6, refferent strains CFBP 11, CFBP 1582, prestained
protein ladder: 24, 33, 40, 55, 72, 100, 130, 170 kDa.

Bakterioloske odlike

Proucene su sledece morfoloske, odgajivacke i biohemijske odlike: bojenje
po Gramu, kori§¢enjem metoda sa 3% KOH, stvaranje fluorescentnog pigmen-
ta na King-ovoj podlozi B, metabolizam glukoze (O/F test) koris¢enjem Hugh-
Leifson podloge; stvaranje levana, aktivnost oksidaze, arginin dehidrolaze, pek-
tinaze (LOPAT) testovi. Pored ovih odlika izvrSeni su i diferencijalni biohemijski
testovi za patogene varijetete syringae i morsprunorum: hidroliza Zelatina i esku-
lina, stvaranje tirozinaze i metabolizam tartarata (GATT) (Arsenijevi¢, 1997,
Kendrick - Brown i Sands, 2001; Gavrilovi¢, 2004).
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Izolacija ukupnih ¢€elijskih proteina

Bakterijske kulture su gajene na podlozi obogacenoj saharozom (NAS) (su-
crose nutrient agar) 48 h na 25°C. Nakon toga su resuspendovane u 2 ml sterilne
destilovane vode u tubama 160 mm x 16 mm u koncentraciji opti¢ke gustine A,
= 1. Jedan ml suspenzije je prebacen u Eppendorf tube i centrifugiran na 6700 g
15 minuta. Dobijeni talog je resuspendovan u 0.9 ml pufera za uzorke (0.062 M
Tris, 10% glicerol, 5% 2-B-mercaptoetanol, pH 6.8). Bakterijske ¢elije su lizirane
dodavanjem 0.1 ml 20% sodium-dodecilsulfata (SDS) i kuvanjem 10 minuta na
95°C. Nakon toga su centrifugirane 10 minuta na 10000 g.

Kvantitativno odredivanje proteina
(Lowry-jeva metoda)

Ova metoda se zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza i jona bakra u
alkalnoj sredini i reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa sa tirozi-
nom i triptofanom sadrzanim u ispitivanim proteinima (Lowry i sar., 1951).

U postupku odredivanja koncentracije proteina bez prethodnog taloZzenja
u 0.2 ml uzorka dodaje se rastvor Cu,CO, (3 ml) koji se dobija meSanjem 1%
CuSO, x 5H,O (1 ml) i 2% K, Na-tartarata (1 ml) pa dopuni do 100 ml sa 2%
NaCO, u 0.1 M NaOH. Nakon 15 min inkubacije uzorcima se dodaje 0.6 ml
Folinovog reagensa razblazenog sa vodom u odnosu 1:2 (v/v) i ostavi 30 min.
da se razvije boja. Po razvijanju boje ocitava se apsorbanca rastvora proteina
na talasnoj duzini svetlosti 500 nm naspram “’slepe” probe u spektrofotometru
Sgimatzu UV-160. Na osnovu vrednosti apsorbanci serije standardnih koncentra-
cija albumina seruma goveceta (BSA) konstruisana je standardna kriva u funkciji
koncentracije proteina. Ona je posluzila da se preko izmerenih apsorbanci uzo-
raka odrede koncentracije proteina koje su izrazavane u pg/ml.

Elektroforetske tehnike

Za razdvajanje proteina u gelu na osnovu njihovih molekulskih masa koristi
se poliakrilamidna elektrofereza u denaturiSu¢im uslovima u prisustvu sodium-
dodecilsulfata (SDS-PAGE). Jednodimenzionalno razdvajanje proteina po mo-
lekulskim masama radeno je po modifikovanoj metodi (Sambrook i sar., 1989)
koju je postavio Laemmli 1970. godine.

Poliakrilamidni gel ima funkciju inertnog matriksa kroz ¢ije se pore proteini
kre¢u pod uticajem elektricnog polja. Odnos komponenata akril- i bis-akrilamida
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odreduje veli¢inu pora i podesava se prema opsegu molekulskih masa proteina
koji se razdvajaju.

Negativno naelektrisani molekuli SDS-a u puferu u kome se rastvaraju uzor-
ci vezuju se svojim hidrofobnim delom za hidrofobne delove molekula proteina
daju¢i im negativnu Sarzu. SDS-polipeptidni kompleks migrira kroz poliakrila-
midni gel u skladu sa molekulskom tezinom polipeptida. Tokom elektroforeze
negativno naelektrisani uzorci proteina u elektri¢nom polju krecu se ka pozitivnoj
elektrodi kroz gel koji sluzi kao molekulsko sito.

Elektroforeze suradene u V10 - CDC sistemu. Za elektroforetsko razdvajanje
proteina koris¢en je 12% poliakrilamidni gel u 0.375 M Tris-HCIL, pH 8.8, 0.1%
SDS, 0.05% amonijum-persulfat (AMPS) 1 0.05% tetrametilendiamin (TEMED).
Preko polimerizovanog gela naliva se 4% gel za skoncentrisavanje uzorka koji
sadrzi: 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.1% SDS, 0.05% AMPS i 0.1% TEMED.
Elektrodni pufer koji se naliva u rezervoare sadrzi 0.192 M glicin, 25 mM Tris-
HCI, pH 8.3, 1 0.1% SDS (Laemmli 1970). Proteini se rastvoraju u puferu za
uzorke: 2% SDS, 0.0625 M Tris-HCI, pH 6.8, 5% ME i 8.8% glicerol. U ovom
puferu, proteini se denaturiSu zagrevanjem u kljucaloj vodi u trajanju od 4 min.
a potom se centrifugiraju na 10000 g 3 min. Pripremljeni uzorci proteina se
ekvilibriSu na sobnoj temperaturi. Uzorci proteina putuju pod naponom od 0.12
kV u gelu za skoncentrisavanje, odn. 0.15 kV kroz gel za razdvajanje u trajanju
od jednog sata. Po zavrSetku elektroforeze gelovi su bojeni CBB-om (Coomassie
Brilliant Blue R-250).

Bojenje gelova (Coomassie brilliant blue R-250)

Po zavrsenoj elektroforezi gelovi se boje rastvorom Coomassie Briliant Blue
(CBB) R-250 boje u metanolu i glacijalnoj siréetnoj kiselini u odnosu 1:0.3 radi
vizuelizacije proteinskih traka. Odbojavanje se vrsi u istom rastvoru metanola i
sir¢etne kiseline bez dodavanja boje.

DISKUSIJA

Fitopatogena bakterija P. syringae postaje sve rasprostranjeniji patogen
vocaka u Srbiji. Pojavljuje se na novim domacinima i prouzrokuje sve znacajnije
Stete. Do sada je eksperimentalno potvrdena kao parazit kruske, jabuke, visnje,
treSnje, Sljive 1 maline (Gavrilovi¢, 2004, Gavrilovi¢ i sar., 2004). Poslednjih
godina ova bakterija na krusci, pored plamenjace cvasti, prouzrokuje i susenje
grana pa i Citavih stabala, kao i pegavost plodova nekih sorata visnje (Reksele,
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Hajmanov rubin, Keleris), pri ¢emu oni nekrotiraju i otpadaju (u pojedinim go-
dinama i do 60-70%). Plamenjaca mladara i cvasti maline, prouzrokovana ovom
bakterijom postaje sve rasprostranjenija bolest u centrima njenog gajenja.

Proucavani izolati su ispoljili izrazitu homogenost u testovima reakcije po
Gramu, fluorescencije, oksidativnog metabolizma glukoze i LOPAT testova. Na
osnovu ovih karkteristika je potvrdeno da pripadaju vrsti Pseudomonas syringae
(Schaad, 2001; Gavrilovi¢, 2004).

U pogledu patogenih svojstava sojevi su podeljeni u dve jasno izdiferencirane
grupe. Prvu Cine sojevi poreklom sa kruske, jabuke i maline koji ispoljavju pato-
gene odlike tipi¢ne za pv. syringae. Drugu grupu €ine sojevi izolovani iz tresnje,
Sljive i visnje koji ispoljavaju patogene odlike karakteristi¢ne za pv. morspruno-
rum. Ovi rezultati su u punoj saglasnosti sa podacima iz literature koji kazuju o
razli¢itim patogenim odlikama predstavnika ovih varijeteta (Arsenijevi¢, 1997;
Gavrilovi¢, 2004; Gavrilovi¢ i Ivanovi¢, 2008).

Tri grupe sojeva su izdiferencirane na osnovu rezultata biohemijskih testova
(GATT). Prvu ¢ine izolati sa jabuke, kruske i maline koji hidrolizuju Zelatin i esku-
lin a ne stvaraju tirozinazu i ne metaboliSu tartarate. Ovo su odlike karakteristi¢ne
za patogeni varijetet syringae. Drugu grupu ¢ine sojevi poreklom sa tresnje i
Sljive koji negativno reaguju pri testovima hidrolize Zelatina i eskulina a stvaraju
tirozinazu i koriste tartarate u svojim metabolickim procesima. Dobijeni rezultati
su u punoj saglasnosti sa literaturnim podacima (Burkowitz i Rudolph, 1994;
Gavrilovi¢, 2004). Sojevi poreklom sa ploda visnje su svrstani u trecu grupu sa
intermedijarnim karakteristikama koje ispoljavaju osobine pripadnika oba varije-
teta, o cemu takode ima podataka u literaturi (Sobiczevski, 1984; Gavrilovic,
2004).

Vizuelnom ocenom broja i rasporeda traka u elektroforetskom profilu ukup-
nih ¢elijskih proteina nije bilo moguce utvrditi razliku izmedu ispitivanih bakte-
rijskih izolata. Razlike koje postoje na genskom nivou izmedu razli¢itih sojeva
bakterije Pseudomonas syringae nisu se odrazile na njihovih proteinski profil.

Dalja prouc¢avanja u cilju pronalazenja efikasnijih metoda za analizu proteina
su u toku.
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STUDY OF WHOLE CELL PROTEIN PROFILES
OF PSEUDOMONAS SYRINGAE STRAINS ORIGINATING
FROM FRUIT TREES IN SERBIA

ZARKO IVANOVIC!, SVETLANA ZIVKOVIC!,
VELIKO GAVRILOVIC!, MIRKO VESELIC?
nstitute for plant protection and enviroment, Belgrade
High Agriculture School, Sabac

SUMMARY

Bacterium Pseudomonas syringae has numerous varieties with differentiated
properties and is abundant in genetic diversity. Pseudomonas syringe has been
experimentally identified in Serbia as a parasite of pear, apple, cherry, sour cher-
ry, plum and raspberry. This study was designed to establish differences between
the strains isolated from the fruit trees in Serbia with whole cell protein profiles
analysis. The paghogenic and bacteriologycal characteristics of the isolates, culti-
vating, morphological and biochemical characteristics were studied. The obtained
results demonstrate that the population of the bacterium Pseudomonas syringae
from the fruit trees in Serbia is diverse, but do not show any difference in their
whole cell protein profiles.

Key words: Pseudomonas syringae, fruit trees, protein profiles

(Received: 08.05.2009.)
(Accepted: 29.06.2009.)

Plant Protection, Vol. 60 (1), Ne 267, 37-47, 2009, Beograd



