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U radu su saopsteni rezultati visegodisnjih proucavanja fitopatogene bakterije

Pseudomonas syringae, parazita vocaka u Srbiji. Detaljno su opisani simptomi koje bakterija
prouzrokuje na vo¢kama, proucene karakteristike izolovanih sojeva, pouzdane metode de-
tekcije patogena, i opisane njegove epidemioloske karakteristike i prikazane raspoloZive i
ekonomski opravdane mere suzbijanja.

P. syringae je u Srbiji eksperimentalno potvrden kao patogen kajsije, kruske, jabuke, Slji-
ve, visnje, tresnje, breskve i maline. Prou¢avanjem izolovanih sojeva zaklju¢eno je da kao pa-
togen vocaka dominira patogeni varijetet syringae, a izolati poreklom iz nekroti¢nog tkiva
pupoljka tresnje i sljive pripadaju patogenom varijetetu morsprunorum.

Primenom odgovarajucih testova patogenosti, diferencijalnih biohemijskih testova i
PCR metode koris¢enjem BOX i REP prajmera moguca je uspesna detekcija bakterije P. syrin-
gae poreklom sa vocaka u Srbiji. Primenom ove metode konstatovane su i razlike medu so-
jevima poreklom sa razli¢itih domacina sto je izuzetno znacajno za dalje proucavanje P.
syringae i razrade mera njegovog suzbijanja.

Kljucne reci: Pseudomans syringae; vocke; simptomatologija; karakteristike patogena; de-
tekcija; patogenost; suzbijanje; PCR

uvoD

Rod Psendomonas Eine gramnegativne bakeerije $ta-
picastog oblika, polarnog rasporeda cilija, koje gluko-
zu metaboliu iskljucivo u aerobnim uslovima (oksi-
dativno) (Doudoroff i Palleroni, 1984). Siroko su ra-
sprostranjene u prirodi, naro¢ito u zemlji$tu i vodi, gde
imaju vaznu ulogu pri razgradnji organskih materija, a
nekoliko vrsta ovog roda ispoljava fitopatogene odli-
ke i parazitira brojne vrste biljaka (Arsenijevi¢, 1997).

Najpoznatija medu njima je svakako P. syringae, Siro-
ko rasprostranjen patogen, velikog kruga domacina, ko-
ji obuhvata brojne zeljaste i drvenaste biljke (Bradburry,
1986).

Kao patogen vocaka je veoma rasprostranjen i sma-
tra se ekonomski Stetnom bakterijom u ¢itavom sve-
tu. Prema patogenu su se osetljivim narocito pokaza—
le tre$nja, kruska, kajsija i visnja (Sobiczewski, 1984;
Sobiczewski i Jones, 1992; Scortichini, 2005, Natalini
i sar., 2006; Kenelly i sar., 2007). Bakterija je u Srbiji
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eksperimentalno potvrdena kao patogen kruske, jabu-
ke, kajsije, tresnje, vi$nje, 8ljive i maline, a njeni patogeni
sojevi su izolovani i iz dZanarike i breskve (Gavrilovi¢,
2006; Obradovid i sar., 2008; Gavrilovi¢ i sar., 2009).
Prema dosada$njim iskustvima, P. syringae u Srbiji naj-
vele $tete nanosi kajsiji, prouzrokujuéi suSenje grana
i ¢itavih stabala; krusci, prouzrokujudi palez cvasti i
nekroze grana i debla; i nekim sortama vi$nje na ko-
jima prouzrokuje nekrozu plodova u veoma visokom
procentu (Arsenijevié, 1980; BalaZ i sar., 1988; Balaz i
Arsenijevi¢, 1989; Gavrilovi¢, 2006; Gavrilovié i sar.,
2008a). S obzirom da patogen postaje sve rasprostranje-
niji u Srbiji, prouzrokujudi sve znacajnije Stete, cilj rada
je bio da se opi$u simptomi bolesti na raznim vrstama
vocaka, domadinima bakterije kod nas, opi$u karakte-
ristike izolata bakterije, metode za pouzdanu identifi-
kaciju patogena, prikaze epidemiologija patogena u na-
$im agrockoloskim uslovima i primenjive i ekonomski
opravdane mere suzbijanja P. syringae.

SIMPTOMATOLOGIJA

Simptomi koje P. syringae prouzrokuje na vocka-
ma zavise od vrste i sorte, kao i od meteoroloskih uslo-
va, najvise temperature, ali u nekim slu¢ajevima i od
vlaznosti.

Simptomi na kruici se ispoljavaju u dve forme: pale-
zi cvasti i nekroze grana i debla. PaleZ cvasti se uocava
rano s prolec¢a, narotito posle kiSovitog i prohladnog
vremena pred cvetanje i u fazi cvetanja, a ispoljava se u
vidu nekroze cvasti koje postaju crne boje. Daljim $ire-
njem bakterija zahvata i kratke grancice na ¢ijim se vr-
hovima formira cvast, ali se ne $iri dalje u viSegodisnje
grane. Ovo je znacajna simptomatoloska razlika izme-
du P. syringae i Erwinia amylovora koja takode prou-
zrokuje plamenjacu cvasti, ali se dalje $iri kroz viSego-
di$nje grane. Simptomi paleZi cvasti kruske prouzroko-
vani ovom bakterijom zapaZeni su na sortama Abate fe-
tel, Santa Marija i Viljamova (Gavrilovi¢, 2006). Iako
se palez cvasti iz godine u godinu pojavljuje u sve ve-
¢em intenzitetu, za sada se ne moze smatrati ekonom-
ski zna¢ajnom, za razliku od nekroze grana i debla ko-
je takode prouzrokuje ova bakterija.

Drugi tip simptoma koji ova bakterija prouzrokuje
u zasadima kruske kod nas ispoljava se u vidu nekroze
videgodi3njih grana i debla kruske (Slika 1) (Gavrilovi¢
isar., 2003, 2008a). Patoloske promene ovog tipa se na
stablima kruske uo¢avaju tokom maja i juna, sa znacaj-
nijim porastom temperatura, najpre u vidu izduzenih,
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elipsoidnih nekroza. Vremenom se epidermis odvaja od
obolelog tkiva u vidu kao tankog papir sloja, narandza-
ste boje, po ¢emu se bolest u anglosaksonskoj literaturi
naziva ,,papirous canker of pear”. Pojava ovakvih simp-
toma na deblu kruske ¢esto rezultira izumiranjem ¢ita-
vog stabla, posto nekroza deblo zahvata prstenasto, §to
je zabeleZeno u zasadima sorata Kosija, Santa Marija i
Viljamova. Uklanjanjem povrsinskogsloja obolelog tki-
va uolava se nekroza ksilema i kambijuma crne boje. Na
obolelim granama i deblu kruske P. syringae ne formira
bakeerijski cksudat, $to je takode znadajna razlika u od-
nosu na E. amylovora koja ga privlaznom vremenu obi-
lato proizvodi, $to se ispoljava u vidu kapi Zute ili mrke
(¢ilibarne) boje (Gavrilovi¢ i sar., 2003,2009). Identi¢ni
simptomi na cvastima i granama kruske zapazenisuiu
drugim zemljama gde se kruska intenzivno gaji, s tim
§to nekroza listova i plodova kruske te plamenjac¢a mla-
dara za sada nije primeéena u nasoj zemlji, $to je u ne-
kim podru¢jima gajenja kruske u svetu znadajan pro-
blem (Mansvelt i Hattingh, 1986).

Nekroza visegodi$njih grana i debla identi¢na oni-
ma nakrusci zapaZzena je i na stablima jabuke ali u mno-
go manjem intenzitetu, dok palez cvasti jabuke do sa-
danije primeéen kod nas (Gavrilovi¢, 2006; Gavrilovi¢
isar.,2008a).

Slika 1. Nekroza viSegodi$njih grana i debla kruske
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Iznenadno susenje grana je karakteristi¢an simp-
tom koji P. syringae prouzrokuje na stablima kajsije.
Tipi¢ni simptomi se pojavljuju u proleée i ispoljavaju
se u vidu iznenadnog uvenuda lis¢a koje gubi turgor
usled nemoguénosti protoka asimilativa kroz sprovod-
ne sudove obolelih grana. Ono ubrzo postaje mrke bo-
je, ali ne otpada, ve¢ ostaje pri¢vr§éeno za grane kajsije.
Uklanjanjem povrsinskog sloja kore na obolelim gra-
nama uocava se nekroza sprovodnih sudova i kambiju-
ma, koji su mrke boje, a obolelo tkivo je vlazne konzi-
stencije. Eksperimentalno je potvrdeno da sli¢ne simp-
tome mogu prouzrokovati i drugi faktori biotske priro-
de (Rozsnyay, 1977).

Sli¢ni simptomi susenja se primecuju i na granama
$ljive. Masovna pojava su$enja stabala ove vocke zabe-
lezena je u zapadnoj Srbiji u periodu 2003-2005. godi-
ne, posle ekstremno niskih temperatura tokom zim-
skih meseci. Prvi simptomi se takode pojavljuju to-
kom proleéa (maj), a osetljivom se narodito pokazala
sorta Calanska lepotica. Bolest je zapazena i na sorti
Calanska rodna, ali je slabijeg intenziteta. [zumiranje
stabala §ljive nastaje usled nekroze koja prstenasto za-
hvata ¢itavo deblo onemoguéavajuéi protok hranljivih
materija. Iz odredenog broja obolelih uzoraka izolovani
su patogeni sojevi P. syringae (Gavrilovi¢ i sar., 2008b),
au Nemackoj je eksperimentalno potvrdena dominan-
tna uloga ove bakterije pri suSenju stabala §ljive sorte
Catanska rodna (Cacaks fruchtbare), ali i drugih sorata
(Hinrich-Berger, 2004a, 2004b). Tokom ovih istraZiva-
nja iz obolelih stabala§ljive su pored P. syringae izolova-
ne i fitopatogene gljive rodova Phomaopsis, Leucostoma,
Botryosphaeria, te bi one mogle imati ulogu u pojavi
susenja stabala §ljive. Tim pre $to je eksperimentalno
potvrdeno da gljiva Diaporthe eres, izolovana iz obo-
lelih grana, mozZe prouzrokovati nekrozu grana $ljive
(Zivkovi¢, 2008). Ovoj pojavi bi svakako trebalo po-
svetiti ve¢u paznju zbog velikog znacaja koji $ljiva ima
u Srbiji. Interesantno je spomenuti da podloge na ko-
jima su kalemljene obolele vocke ostaju zdrave, $to re-
zultira masovnom pojavom korenovih izbojaka, ¢ime
bismo eliminisali patogene korena kao prouzrokovace
bolesti (Gavrilovi¢, 2006).

Nekroza cvetnih i lisnih pupoljaka prouzrokova-
na ovom bakterijom je takode zabeleZena na stablima
Sljive i tre$nje poslednjih godina kod nas. Nekroti¢no
tkivo oko pupoljaka je ulegnuto, elipsoidnog oblika, a
uklanjanjem povrsinskog sloja kore uo¢ava se nekroza
sprovodnih sudova. U grani¢noj zoni obolelog i zdra-
vog tkiva tkivo puca i formiraju se rak-rane. Nekrozom

viSe susednih pupoljaka dolazi do susenja ¢itavih grana
(Gavrilovi¢ i Milijasevi¢, 2004).

P. syringae prouzrokuje i nekrozu plodova nekih sora-
tavi$nje kod nas. Osetljivim su se narocito pokazale sor-
te Hajmanove kolekcije (Hajmanov rubin, Hajmanova
konzervna) i Keleris. Na plodovima se tokom kigovi-
tog proleca najpre uocavaju tamno zelene, vlazne pe-
ge, koje vremenom postaju mrke boje, a nekrozom biva
zahvaden ceo plod ili veéi deo njegove povrsine (Slika
2). Ukoliko su inficirani, oni su potpuno neupotreblji-
vi, a bole$¢u pri povoljnim uslovima moze biti zahva-
¢eno 60-80% plodova. Simptomi bolesti nisu zapaze-
ni na sorti Obla¢inska, koja po povr$inama dominira
u Srbiji. Pri ve$ta¢kim inokulacijama ona se takode po-
kazala otpornom, dok su se osetljivim pokazale Erdi bo-
tero, Mont mamut i Keleris 14 (Balaz i sar., 1988; Balaz
i Arsenijevi¢, 1989; Gavrilovi¢, 2006).

Plamenja¢a mladara, listova i cvasti maline, prouzro-
kovana bakterijom P. syringae, se poslednjih godina sve

¢e$ce uocava u centrima gajenja ove vocke, podruéjima
Arilja i Ivanjice u jugozapadnoj Srbiji. Po¢etni simpto-

Slika 2. Nekroza plodova visnje

Slika 3. Simptomi plamenja¢e na malini

155



Veljko Gavrilovi¢

mi se pojavljuju posle cvetanja. Obolele cvasti i mlada-
ri postaju mrkocrne boje (Slika 3) i na njima se pojav-
ljuje bakterijski eksudat u vidu kapi bledoZute boje, $to
nije uobi¢ajeni simptomatoloski znak za bakteriju P.
syringae. U godinama sa vlaznim i prohladnim prole-
¢em mogu nastati znacajne Stete, narocito na zemlji§ti-
ma niske kiselosti, sa pH vrednostima 3-4 (Gavrilovi¢ i
sar., 2004; Obradovié i sar., 2008).

Bakterija P. syringae je izolovana i iz nekroti¢nih pu-
poljaka breskve tokom 2008. 1 2009. godine u regionu
Smedereva, u kome breskva ima veliki ekonomski zna-
¢aj izastupljena je na velikim povr§inama. Simptomi se
ispoljavaju u vidu iznenadnog susenja li§¢a i cvetova, a
tkivo grane oko baze pupoljka nekrotira u vidu elipso-
idnih ulegnutih pega. Uklanjanjem kore uocava se ne-
kroza sli¢na onoj opisanoj na granama $ljive. Procenat
obolelih pupoljaka moZe biti izrazito visok, Sto rezulti-
ravelikim $tetama i gubitkom prinosa (Gavrilovi¢ isar.,
2009). I pored izolovanja patogenih sojeva P. syringae,
koji ispoljavaju sve odlike ove bakterije, ovoj pojavi se
mora posvetiti veéa paznja posto i neke fitopatogene
gljive mogu prouzrokovati sli¢ne simptome.

Sli¢ne simptome na jabudastim i ko§ticavim vo¢kama,
ispoljene u vidu su$enja grana na kojima se obrazuju rak-
rane, odumiranja ¢itavih stabala vo¢aka, nekroze pupo-
ljaka, mogu prouzrokovati i fitopatogene gljive rodova
Phomopsis, Botryiosphaeria, Leucostoma, Phytophthora,
Eutypa i dr. (Carter i Moller, 1977; Rozsnyay, 1977
Biggs, 1995; Brown i Mirchetich, 1995; Jones i Sutton,
1996; Grove i Biggs, 2006). Nekrozu plodova vi$nje Ce-
sto prouzrokuje gljiva iz roda Glomerela (Arsenijevié,
1984), Phoma (Gavrilovié i Arsenijevié, 2006), a suse-
nje stabala kruske i fitoplazme (Starovié i sar., 2006).

KARAKTERISTIKE PATOGENA

Na osnovu izlozenog moze se zaklju¢iti da simptomi
koje P. syringae prouzrokuje na inficiranim vo¢kama ni-
su specifi¢ni i slicne mogu prouzrokovati brojne fitopa-
togene gljive i bakterije. Stoga je radi uspesnog prouca-
vanja patogena i njegove brze i pouzdane detekcije ne-
ophodno najpre izvrsiti izolaciju patogena.

P. syringae se uspe$no moze izolovati na mesopepton-
skoj podlozi obogaéenoj saharozom (NAS) i kingovoj
podlozi B. Karakteristike patogena na ovim podloga-
maimaju i vazan dijagnosti¢ki karakter. Stvaranje leva-
na na prvoj, odnosno fluorescentnog pigmenta na dru-
g0j, su izuzetno znacajni za uspesnu detekciju bakterije
i prakti¢no predstavljaju prvi, veoma vazan korak pri di-
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jagnosti¢kom postupku P. syringae (Arsenijevié¢, 1997;
Gavrilovi¢, 2006). Izgled kolonija na ovim podlogama
je presudno znacajan za preduzimanje daljih koraka pri
proucavanju ove bakterije. Izolovanje bakterije se naj-
lak3e ostvaruje odmah po pojavi simptoma, ili tokom
ranog proleca, jesenjih i zimskih meseci. Izolacija pato-
gena tokom letnjih meseci je usled visokih temperatura
u znatnoj meri otezana, a iz vise godina starih rak-ra-
na prakti¢no nemoguca (Klement, 1990; Arsenijevi¢,

1997; Gavrilovi¢, 2006).

Patogene odlike izolata P. syringae poreklom
iz vocaka u Srbiji

U periodu 1999-2009. godine proucen je veliki broj
izolata P. syringae poreklom iz kosti¢avih, jabucastih i
jagodastih vo¢aka u Srbiji, iz raznih lokaliteta gde je za-
stupljena proizvodnja vo¢aka. Prva patogena odlika ko-
jaje proudena je stvaranje hipersenzibilne reakcije (HR)
duvana, i svi prouécni sojevi su pozitivno reagovali pri
ovom testu. Levan pozitivni, fluorescentni sojevi koji ne
stvaraju HR duvana a koji se takode ¢esto izoluju, sma-
trani su saprofitnim bakterijama i nisu bili uklju¢eniu
dalja istrazivanja. U ove svrhe se pored li§¢a duvana sa
uspehom mogu koristiti i listovi muskatle (Burkovitz i
Rudolph 1994; Arsenijevi¢, 1997; Gavrilovi¢, 2006).

Provera patogenosti izolata P. syringae inokulacijom
grana, cvasti i pupoljaka vocaka iz kojih su izolovani
zahteva dug vremenski period (viSe meseci) i specifi¢-
ne uslove temperature da bi doslo do pojave simpto-
ma (Klement, 1990; Arsenijevi¢, 1997). Stoga se u ci-
lju provere patogenosti primenjuje inokulacija drugih
organa raznih biljaka kako bi se uvid u patogene odlike
izolata bakterije dobio u $to kra¢em roku. Uspesna pro-
vera patogenosti na biljci domaéinu izvr$ena je vestal-
kom inokulacijom li§¢a i mladara maline i plodova vis-
nje (Gavrilovié i sar., 2004; Gavrilovi¢, 2006).

Izolati poreklom sa kruske, jabuke, kajsije, grana 8lji-
ve, plodova visnje i breskve, prouzrokuju nekroze ino-
kulisanih plodova kruske, tre$nje, mahuna boranije, li-
stova jorgovana. Ovi testovi su veoma pogodni za pro-
veru patogenosti posto se karaketeristi¢ni simptomi, is-
poljeni u vidu nekroza, pojavljuju 1-3 dana od inokula-
cije. U ove svrhe se sa uspchom mogu koristiti i plodo-
vilimuna, ali se izolati poreklom sa razli¢itih domadi-
na i lokaliteta pri ovom testu ponasaju neujednaceno:
neki sojevi reaguju pozitivno a neki negativno. Sojevi
se sli¢no ponasaju i pri proveri patogenosti na nesazre-
lim plodovima paradajza i paprike. Prilikom izbora bilj-
nih organa za vestacke inokulacije treba voditi ratuna i
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o izboru sorte, posto i ona ima znacajnu ulogu za kraj-
nji rezultat. Od sorata kruske u ove svrhe se preporu-
¢uju Viljamova, Fetel i Santa Marija, kao i ve¢ina do-
stupnih sorata tresnje (Sju, Van, Burlat, Samberstidr.).
Rezultati nasih istrazivanja su potkrepljeni i podaci-
ma iz literature (Klement 1990; Burkowitz i Rudolph,
1994; Arsenijevi¢, 1997; Scortichini i sar., 2003; Gavri-
lovi¢, 2006). P. syringae se ponekad moze izolovati i
tokom jesenjih, zimskih i ranoproleénih meseci, kada
plodovi i listovi raznih biljaka nisu dostupni. Tada se
za proveru patogenosti mogu koristiti kotiledoni bre-
skve i mladi sejanci kruske, na kojima se nekroze pojav-
ljuju 2-3 dana od inokulacije. Test je pouzdan, a proi-
zvodnja sejanaca kruske i kotiledona breskve je prak-
ti¢no omogudena tokom cele godine (Endert i Ritchie,
1984; Gavrilovi¢, 2006). Pri testovima patogenosti su
zabelezene i razlike u pogledu virulentnosti medu pro-
ucavanim sojevima koje se ispoljavaju u veli¢ini nekro-
za i vremenu njenog pojavljivanja na biljnim organima
od momenta inokulacije. Izolati poreklom iz maline
prouzrokuju nekrozu plodova kruske, dok ostali testo-
vi patogenosti nisu obavljeni i njihove patogene odlike
su predmet daljih istrazivanja. Navedena patogena svoj-
stva karakteristi¢na su za P.s. pv. syringae.

Nasuprot njima, sojevi izolovani iz nekroti¢nog tkiva
oko pupoljaka tresnje i $ljive prouzrokuju HR duvana i
muskatle i nekroze na plodovima tresnje, dok pri osta-
lim testovima patogenosti ispoljavaju negativan rezul-
tat, §to je karakteristika P.s. pv. morsprunorum.

Epifitoti¢na pojava nekroze plodova nekih sorata
vi$nje zapazena je u regionu Bele Crkve tokom 2007. i
2008. godine. Iz obolelih plodova su izolovani fluores-
centni sojevi koji stvaraju levan i vestatkom inokulaci-
jom plodova vi$nje iste sorte su uspe$no reprodukova-
ni simptomi bolesti. Osim §to prouzrokuju HR duva-
na, ostali testovi patogenosti bice predmet daljih istra-
zivanja (Gavrilovi¢, neobjavljeno).

Na osnovu navedenog moze se primetiti da patoge-
nostizolata P. syringae imaivazan dijagnosticki karak-
ter za dva najrasprostranjenija patogena varijeteta ove
bakterije (pv. syringae i pv. morsprunorum).

Bakterioloske odlike izolata P. syringae

Svi izolovani sojevi su gram-negativni, fluorescira-
ju na kingovoj podlozi B i glukozu metaboli$u iskljuci-
vo u aerobnim uslovima (oksidativno). Takode, neza-
visno od domacéina sa koga su izolovani, stvaraju levan,
ali ne ispoljavaju aktivnost oksidaze, arginin-dehidro-
laze i pektinaze. Navedeno je da prouzrokuju HR du-

vana, tako da na osnovu LOPAT testova oni pripadaju
vrsti P. syringae (Lelliott i sar., 1966; Braun-Kiewnick
i Sands, 2001). Iako su odavno ustanovljeni, oni i da-
nas predstavljaju vazan korak u identifikaciji P. syrin-
gae, pri emu se poseban znadaj pridaje stvaranju leva-
na, HR duvana i aktivnosti oksidaze.

P. syringae ispoljava izrazitu aktivnost u pogledu
biohemijskih odlika (razgradnje azotnih jedinjenja,
makromolekula, ugljenih hidrata, organskih kiseli-
na) (Misaghi i Grogan, 1969; Young i Triggs, 1994;
Gavrilovi¢, 2006). Ipak, od svih biohemijskih odlika,
pri identifikaciji ove bakterije najveéi znadaj pripada
grupi takozvanih diferencijalnih testova za razlikova-
nje patogenih varijetata syringae i morsprunorum. To su
slededi testovi: hidroliza Zelatina i eskulina, stvaranje
tirozinaze i metabolizam tartarata (GATT) (Lattore
i Jones, 1979; Mansvelt i Hattingh, 1986; Spots i sar.,
1990). Izolati P. syringae iz Srbije, poreklom iz kruske,
kajsije, jabuke, plodova vi$nje (iz nekih podrugja), gra-
na §ljive, breskve i maline, hidrolizuju zelatin i eskulin,
anegativno reaguju pri testovima stvaranja tirozinaze i
metabolizma tartarata, te su svrstani u patogeni varije-
tet syringae. Nasuprot njima, sojevi poreklom iz nekro-
zom zahvadenih pupoljaka tresnje i §ljive ne hidrolizuju
zelatin i eskulin, ali stvaraju tirozinazu i metaboli$u tar-
tarate pa su svrstaniu patogeni varijetet m2orsprunorum
(Gavrilovi¢ i sar., 2004; Gavrilovi¢, 2006).

Tokom proucavanja populacije P. syringae utvrde-
no je i postojanje intermedijarnih sojeva koji prema
ovim testovima (GATT) pokazuju odlike oba varije-
teta. Postojanje ovakvih sojeva navode i drugi autori
(Sobiczewski, 1984; Ross i Hattingh, 1986; BalaZ i sar.,
1988; Balaz i Arsenijevi¢, 1989; Gavrilovi¢, 2006).

Postoje i drugi diferencijalni testovi za varijetet syrin-
gae i morsprunorum, ali su znatno manje Znaéajni od
GATT testova. To su kori$¢enje leucina, DL laktata,
vitalnost na podlozi obogaéenoj saharozom, karakte-
ristike razvoja u te¢noj podlozi sa saharozom, i razvoj
u purpurnoj podlozi sa laktozom. Problem u primeni
nekih od ovih testova je dug period (10-15 dana) potre-
ban za dobijanje validnih rezultata.

Vazno svojstvo sojeva P. syringae pripadnika pv. syrin-
gaejeistvaranje siringomicina, slozenog makromoleku-
la lipopeptidne prirode, koji ima vaznu ulogu u pato-
genezi bolesti prouzrokovanih ovom bakterijom (Gross
i de Vay, 1977; Scortichini i sar., 2003). Izolati pore-
klom iz razli¢itih vrsta vocaka i lokaliteta u Srbiji, koji
su na osnovu patogenih i diferencijalnih biohemijskih
(GATT) testova svrstani u pv. syringae stvaraju sirin-
gomicin. Nasuprot njima, sojevi okarakterisani kao pri-
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padnici pV. morsprunorum, negativno reaguju pri ovom
testu (Gavrilovi¢, 2006). Stvaranje siringomicina se is-
poljava inhibicijom test-organizma, gljive Geotrichum
candidum u uslovima in vitro, a nedavno je otkriven i
gen za produkciju ovog molekula, i njegovo prisustvo u
Celijama bakterija se moze utvrditi kori$¢enjem odgo-
varajueg prajmera primenom PCR metoda (Sorensen
i sar., 1998). Prema podacima iz literature, pripadnici
pv. morsprunorum ne stvaraju siringomicin nego koro-
natin (Liang i sar., 1994), ali takva istrazivanja izolata
iz Srbije nisu obavljena.

PCR KARAKTERIZACUJA P. syringae

Iako su patogene i biohemijske odlike izolata P. syrin-
gae vazne za identifikaciju patogena, na osnovu njih se
ne mogu utvrditi potencijalne razlike izmedu sojeva,
$to je izuzetno znacajno za proucavanje epidemiologije
bakterije i razrade mera njenog suzbijanja. Pouzdana de-
tekcija i utvrdivanje postojanja eventualnih razlika me-
du sojevima poreklom sa razli¢itih domacdina i lokalite-
ta omogudena je primenom PCR metoda kori$¢enjem
nekoliko vrsta prajmera.

Jedna od metoda koja se koristi za utvrdivanje razlika
izmedu bakterijskih sojeva jeste i reakcija lan¢ane poli-
meraze repetitivnih sekvenci, kojom se umnozavaju vi-
sokokonzervativne kratke repetitivne DNK sekvence
koje su rasute po celom genomu bakterije (Versalovic
i sar., 1991). Ove ponovljive seckvence su oznacene kao
repetitivne ckstragenske palindromske sekvence (REP-
PCR) (Stern i sar., 1984), enterobakterijske repetitivne
intergenske konsenzus sekvence (ERIC-PCR) (Hulton
i sar., 1990) i BOX elementi (BOX-PCR) (Slika 4)

(Martin i sar., 1992). Za umnozavanje ovih sekvenci

Slika 4. Agarozna gel-elckroforeza sojeva bakterije
P, syringae dobijenih pomo¢u reakcije lan¢ane polimeraze

repetitivnih sekvenci (BOX-PCR)
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dizajnirani su istoimeni prajmeri. Primenom ovih praj-
mera dolazi do umnozavanja bakterijske DNK i dobija-
ju se posebni genetski profili koji se sastoje od fragmena-
ta razlic¢ite duZine na osnovu kojih je mogucée razlikova-
ti bakeerijske izolate (Versalovic i sar., 1991). Njihovim
razdvajanjem na agaroznom gelu dobija se visokospe-
cifitan genetski profil (Versalovic i sar., 1994). REP-
PCR omogucava poredenje genetskog profila nepozna-
tog bakterijskog izolata sa sekvencama genoma pozna-
te bakterije (Louws i sar., 1994). Taksonomske studije
bazirane na ovoj metodi su ograni¢ene na blisko srod-
ne bakterije, jer bakterije koje su filogenetski udaljenije
pokazuju veée razlike u genetskim profilima tako da se
ne mogu izvuéi valjani zakljudci o zajedni¢kom evolu-
tivnom poreklu (Weingart i Volksch, 1997). Prilikom
primene ove metode kod poredenja genoma razli¢itih
sojeva bakterije iste vrste, moguée je utvrditi razlicite
varijetete te iste bakterije.

Ova tehnika je nasla Siroku primenu u svetu u iden-
tifikaciji i karakeerizaciji, kako bakterije P. syringae ta-
ko i drugih fitopatogenih bakterija (Louws i sar., 1994,
1998), a uspesno je primenjena u identifikaciji i u utvr-
divanju geneti¢ke raznovrsnosti patogenih varijeteta
bakterije P. syringae poreklom sa razli¢itih vrsta voca-
ka u Srbiji (Ivanovi¢isar., 2009). Zbog brze i jednostav-
ne primene metoda se moze koristiti i za rutinske dija-
gnosticke analize.

DIVERZITET MEDU SOJEVIMA
P. syringae

Molekularna analiza bakterije P. syringae pokazuje
da populacija ove bakterije nije homogena, ve¢ napro-
tiv, da su utvrdene znacajne razlike medu sojevima u za-
visnosti od biljke domac¢ina i lokaliteta gde su izolova-
ni (Scortichini i sar., 2003).

Litcle i sar. (1998) su primenom ERIC-PCR meto-
de utvrdili da se sojevi P.s. pv. syringae poreklom sa ko-
$ticavih vocaka u Kaliforniji, znacajno razlikuju od so-
jeva ove bakterije izolovanih sa drugih domaéina i da
u okviru populacije predstavljaju posebnu grupu (kla-
ster). Raznolikost sojeva P.s. pv. syringae je utvrdena i
pri testovima patogenosti i virulentnosti, a na osnovu
molekularne analize utvrdene su i razlike medu sojevi-
ma poreklom sa jabudastih, kosti¢avih voéaka i citrusa
(Scortichini i sar., 2003).

Natalini i saradnici (2006) isti¢u da su primenom
REP-PCR i BOX Al prajmera utvrdene tri razlidite
grupe sojeva P. syringae pv. syringae poreklom sa krus-
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ke iz Greke, Italije, Spanije i Engleske. To ukazuje da i
lokalitet, pored biljke domac¢ina, ima veliki udeo u di-
verzitetu medu sojevima P. syringae. Ovi autori isti¢u
i postojanje znacajne genetske raznolikosti, ¢ak i izme-
du sojeva poreklom sa istog domadina. To svakako na-
mede potrebu za pronalazenjem novih specifi¢nih praj-
mera koji bi se koristili za detekciju patogena za potre-
be fitosanitarne sluzbe (Scortichini, 2005). Raznolikost
medu sojevima P. syringae pv. syringae se ogledaiu po-
sedovanju gena za produkciju siringomicina. Kao $to
je ve¢ napomenuto, ovo jedinjenje je vazan faktor vi-
rulentnosti i utvrdeno je da su sojevi koji poseduju ovaj
gen znatno virulentniji. Siringomicin ispoljava i snaz-
no fungicidno dejstvo, te se neki sojevi P. syringae ko-
ji ga stvaraju koriste i u bioloskoj borbi (Sorensen i sar.,
1998; Scortichini i Liguori, 2003).

O postojanju znacajnih razlika medu sojevima P.
syringae poreklom sa vocaka svedoti i podatak da
su sojevi ove bakterije, izolovani iz divlje tre$nje u
Francuskoj, svrstani u poseban patogeni varijetet Ps.

pv. avii (Ménard i sar., 2003).

INTERAKCIJA P. syringae SA BIOTSKIM |
ABIOTSKIM FAKTORIMA

Stete koje na vo¢kama prouzrokuje P. syringae testo
se povecavaju usled zdruzenih infekcija sa drugim mi-
kroorganizmima, pre svega fitopatogenim gljivama, ali
i fitoparazitnim nematodama.

Eksperimentalno je potvrdeno da istovremene infek-
cije P. syringae i fitopatogene gljive Leucostoma cincta,
znatno povecéavaju $tete na obolelim stablima kajsije,
koje ¢esto vrlo brzu odumiru. Tim pre $to je i navede-
na gljiva ckonomski veoma znacajan patogen kostic¢avih
vocaka (Rozsnyay i Klement, 1997). Povezanost ova dva
patogena je zapazenaiu SAD u mladim zasadima tres-
nje i breskve (Spots i sar., 1990; Biggs, 1995).

Dokazano je takode da je $tetnost koju P. syringae
nanosi zasadima breskve u korelaciji sa prisustvom
i brojno$¢u nematoda roda Meloidogina (Ritchie i
Clayton,1982). Prisustvu P. syringae, ali i gljiva rodova
Phompsis, Leucostoma, Botryiosphaeria u obolelim sta-
blima $ljive u Srbiji, bi svakako trebalo posvetiti vecu
paznju u cilju utvrdivanja potencijalne korelacije ovih
patogena.

Od faktora abiotske prirode isti¢emo poveéanu oset-
ljivost vo¢aka prema P. syringae posle ckstremno niskih
temperatura tokom zimskih meseci i niskih temperatu-
ra tokom perioda cvetanja vo¢aka. Tada nastaju najveée

Stete, ispoljene u vidu nekroze debla i granaiizumiranja
vocaka, a nizZe temperature tokom cvetanja omoguda-
vaju brze ostvarenje infekcije i prouzrokuju palez cvasti
(Spots i Cervantes, 1994; Kenelly i sar., 2007).

EPIDEMIOLOGIJA P. syringae
I MOGUCNOSTI SUZBIJANJA

Baketerija se tokom perioda mirovanja odrzava u rak-
ranama na obolelim granama i pupoljcima vo¢aka na
kojima se esto i ne uocavaju simptomi bolesti, odno-
sno, oni su po svojoj morfologiji identi¢ni zdravim.
Bakterija se s prole¢a razvija na povrsini listova i cveto-
vavocaka (epifitna populacija), pri ¢emu odsustvuje po-
java simptoma bolesti. Epifitna populacija bakterije je
veoma vazan ¢inilac u nastanku infekcije, i pri vlaznom
i prohladnom vremenu tokom cvetanja s ostvaruje za-
raza cvetova. Infekciji takode pogoduju i temperature
ispod 0°C, posto P. syringae tada ispoljava izrazitu ak-
tivnost i zarazava liSée i cvasti (Kennelly i sar., 2007).

Bakterija se u epifitnoj fazi odrzava na povrsini bilj-
nih organa tokom celog vegetacionog perioda, ali je nje-
na brojnost najve¢a tokom proleca i jeseni. U jesen, in-
fekcija vocaka se ostvaruje preko sveze ozledenog tkiva
nastalog prilikom opadanjalis¢a (Latorre i Jones, 1979;
Ross i Hatingh, 1986).

Epifitnu populaciju ¢ine oba patogena varijeteta: P.s.
pv. syringae i Ps. pV. morsprunorum, a njihova zastu-
pljenost zavisi od vremenskih uslova i biljaka domadi-
na. Tako, pv. morsprunorum dominira na lis¢u tresnje
u podrudjima sa kiovitim letom i jeseni, a pv. syringae u
podru¢jima sa ki$nim jesenima a sunim prole¢em i le-
tom (Ross i Hatingh, 1986). Epifitni izolati P. syringae
u Srbiji su izolovani sa li§¢a kruske i tre$nje i na osno-
vu svojih patogenih i biohemijskih odlika svrstaniu pv.
syringae. Prilikom proucavanja epifitne populacije izo-
lovani su i saprofitni sojevi fluorescentnih bakterija vr-
ste P. fluorescens, koja je takode zastupljena u sastavu
ove populacije bakterija, a neki njeni sojevi ispoljavaju
snazan antagonisticki efekat prema fitopatogenim glji-
vama i bakterijama (Gavrilovi¢, 2006).

Infekcija vi$egodi$njih grana se moze ostvariti i pre-
ko rana nastalih prilikom rezidbe. Pokazalo se da naj-
vede $tete nastaju ukoliko se rezidba obavlja tokom ok-
tobra i decembra, a da su zanemarljive kada se rezidba
obavlja tokom marta i aprila. Najveée $tete na stablima
vocaka koje esto rezultiraju izumiranjem ¢itavih staba-
la su povezane sa ekstremno niskim temperaturama to-
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kom zimskih meseci (-15 do 20°C) (Spots i Cervantes,
1994; Hinrich-Berger, 2004a; Kenelly i sar., 2007).

Suzbijanje P. syringae podrazmeva integralni pristup
koji ukljucuje primenu agrotehnic¢kih, mehanic¢kih i he-
mijskih mera za3tite. Agrotehni¢ke mere podrazume-
vaju kori$¢enje zdravstveno ispravnog sadnog materija-
la i rezidbu vocaka $to kasnije tokom perioda mirova-
nja (mart-april) (Kenelly i sar., 2007). Za za§titu kosti-
¢avih voéaka za preporuku je i bojenje debla belom bo-
jom a smesi je potrebno dodati i neki od preparata na
bazi bakra. Ova mera se koristi za tretiranje debla §lji-
ve u Nemackoj i daje zadovoljavajuée rezultate u zastiti
od P. syringae (Hinrich-Berger, 2004b).

Hemijska zastita uklju¢uje primenu preparata na ba-
zi bakra u jesen, sa ciljem da se zatite ozlede tkiva na-
stale tokom opadanja li$¢a. Primena ovih preparata se
preporucuje i u rano prolede, ali tada treba voditi racu-
na o dozi i vremenu primene, posto oni mogu delovati
fitotoksi¢no, narocito na kodti¢avim vo¢kama (Kenelly
i sar., 2007). Ova tretiranja bi zna¢ajno mogla smanji-
ti brojnost epifitne populacije bakterija, koja, kao $to je
napomenuto, ima vaznu ulogu u epidemiologiji bakteri-
je P. syringae. Medutim, ¢esta i nekontrolisana primena
bakarnih preparata moze dovesti do pojave rezistentnih
sojeva bakterije prema ovim jedinjenjma, $to je cksperi-
mentalno potvrdeno (Hinrich-Berger, 2004b; Kenelly
isar.,2007). Koris¢enje nematocida je takode mera ko-
ja se preporucuje za hemijsko suzbijanje P. syringae. Ova
mera je korisna posto je potvrdena interakcija izmedu
prisustva nematoda u zemljistu i aktivnosti P. syringae,
ali ¢esto nije ekonomski opravdana. Stoga se u ove svr-
he peporuduje primena vodene pare. Primena acibenzo-
lar-metila (BION), jedinjenja koje podsti¢e otpornost
biljaka prema patogenim organizmima, dala je zadovo-
ljavajuce rezultate u za$titi leske od bakterioznog izu-
miranja, prouzrokovanog P.s. pv. syringae, ali se pret-
postavlja da bi zadovoljavajudi rezultati mogli biti po-
stignuti i u zadcuti drugih vrsta voéaka (Scortichini i
Ligouri, 2003).

Poslednjih godina se narodita paznja posvecuje ga-
jenju otpornih sorata i podloga voc¢aka prema P. syrin-
gae. Tako su istrazivanjau Spaniji pokazala da podloga
zakrusku Winter nellis ispoljava niZu osetljivost prema
P.s. pv. syringae u odnosu na ostale Siroko koriséene, ali
i da su sve komercijalne sorte obe vocke osetljive prema
bakeeriji (Moragrega i sar., 2003). Takode, postignuti su
odredeni rezultati u selekciji podloga breskve otpornih
prema P. syringae i prstenastim nematodama, faktori-
ma koji imaju veoma vaznu ulogu u pojavi iznenadnog
susenja stabala breskve (Almehdi i sar., 2009).
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Pseudomnas syringae — a Pathogen
of Fruit Trees in Serbia

SUMMARY

Data about symptomatology, pathogenicity and bacteriological characteristics of
Pseudomonas syringae, and PCR methods for fast and reliable detection of the pathogen
are given in this paper. P. syringae has been experimentaly proved as a pathogen of pear,
apple, apricot, plum cherry, and raspberry, and pathogen strains have also been isolat-
ed from necrotic peach buds. Two pathogen varieties, syringae and morsprunorum, were
found in our research in Serbia, the former being dominant on fruit trees

The most reliable method for detection of this bacteria is PCR, using BOX and REP prim-
ers. This method has also revealed significant differences among the strains originating
from fruit trees in Serbia. Thus, it was proved that the population of P. syringae in Serbia is
heterogeneous, which is very important for future epidemiologocal studies.

Control of this pathogen includes mechanical, cultural and chemical measures, but
integrated approach is very important for sustainable control.

Keywords: Pseudomonas syringae; Fruit trees; Symptomatology; Pathogenicity; Biochemical
tests; BOX-PCR; REP-PCR
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