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Analiza genoma odabranih fitopatogenih sojeva Pseudomonas syringae pv. aptata i njihova
bioloska kontrola posredovana Tip VI sekretornim sistemom Pseudomonas putida

SAZETAK

Ovaj rad predstavlja prvu studiju koja se bavi detaljnom analizom genoma i sekretoma fitopatogena
Pseudomonas syringae pv. aptata i njihove biokontrole posredstvom Tip VI sekretornog sistema
(T6SS) prirodnih izolata Pseudomonas putida. Posebnim osvrtom na analizu faktora virulencije P.
syringae pv. aptata, pokazane su razlike u repertoaru gena za efektore Tip Il sekretornog sistema
(T3SS) izmedu izrazito virulentnog soja P21 u odnosu na slabo virulentni P16. U genomu P21
identifikovani su geni za efektore AvrRpm1, HopAW1 i HopAU1 koji do sada nisu detektovani u P.
syringae pv. aptata. Gajenjem P. syringae pv. aptata u uslovima koji imitiraju uslove u biljnom
apoplastu uoceno je formiranje pila i pojacana sekrecija T3SS proteina. Vecinom su efektori
sekretovani u velikim koli¢inama kod slabo virulentnih sojeva, dok su kod umereno i jako virulentnih
prisutni u manjoj meri. P. putida S2/27 predstavlja jednog od najboljih kandidata za biolosku kontrolu
P21, inhibirajuéi rast patogena na kontakt-zavisan nacin. Za inhibiciju su potencijalno zasluzni i drugi
mehanizmi pored T6SS. U odnosu na S2/27, gajenje u ko-kulturi sa P21 rezultuje smanjenom
ekspresijom hcpl gena, indikatora aktivnosti T6SS. U in planta testovima pokazano je da folijarna
inokulacija ili tretman rizosfere suspenzijom P. putida S2/27 znacajno uti¢e na redukciju simptoma
izazvanih P21 na Secernoj repi. T6SS utice na povecanu ekspresiju nprl i nced gena ukljuéenih u
lokalni imunski odgovor biljke, dok pri sistemskom odgovoru ne dolazi do poveéane ekspresije
pomenutih gena. Dobijeni rezultati ukazuju da je patogeni potencijal P. syringae pv. aptata uslovljen
diverzitetom gena i sekretovanih efektora ukljucenih u virulenciju. P. putida S2/27 poseduje
potencijal za primenu u njihovoj bioloskoj kontroli.

Kljuéne reci: Pseudomonas syringae pv. aptata, genom, sekretom, T3SS, Pseudomonas putida,
bioloska kontrola, T6SS

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija mikroorganizama



Genome analysis of selected Pseudomonas syringae pv. aptata phytopathogenic strains and
their biological control mediated by the Tip VI secretion system of Pseudomonas putida

ABSTRACT

This study represents the first in-depth analysis of the genomes and secretomes of phytopathogenic
Pseudomonas syringae pv. aptata and their biocontrol mediated by the Type VI secretion system
(T6SS) of Pseudomonas putida. The main focus was an investigation of the virulence factors of P.
syringae pv. aptata, revealing differences in the gene repertoire for the Type Ill secretion system
(T3SS) effectors between the highly virulent strain P21 and the low-virulent strain P16. In the P21
genome we found genes for AvrRpm1, HopAW1, and HopAU1 effectors, which had not previously
been detected in P. syringae pv. aptata. After incubation of P. syringae pv. aptata in apoplast-like
conditions, the formation of pili and increased secretion of T3SS proteins were observed. Mainly, the
T3SS effectors were highly secreted by the low-virulent strains, contrary to moderate and highly
virulent strains. Among P. putida isolates, S2/27 represents one of the most promising candidates for
biocontrol of P21 in a contact-dependent manner. Potentially, other mechanisms besides T6SS are
involved in the observed inhibition. Compared to S2/27, incubation in co-culture with P21 led to
downregulating the hcpl gene, which is the indicator of T6SS activity. In planta, foliar or rhizosphere
treatment with P. putida S2/27 suspension resulted in the reduction of symptoms caused by P21 on
sugar beet. T6SS led to the upregulation of nprl and nced genes in plants' local immune response.
This upregulation wasn’t observed in plants' systemic immune response. Overall, the pathogenic
potential of P. syringae pv. aptata is mediated by the diversity of genes and secreted effectors
involved in virulence. P. putida S2/27 has the potential for application in its biocontrol.

Key words: Pseudomonas syringae pv. aptata, genome, secretome, T3SS, Pseudomonas putida,
biological control, T6SS

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biology of microorganisms
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1. Uvod

Rod Pseudomonas opisao je Migula 1894. godine i ve¢ u to vreme obuhvatao je preko 100
razlicitih vrsta ¢ije su karakteristike opisane u Bergijevom priru¢niku za sistematsku bakteriologiju
(Palleroni, 1984; Anzai et al., 1997). Prema Listi prokariotskih imena u nomenklaturi (engl. ,,List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature® — LPSN) (Parte et al., 2020), rod trenutno
obuhvata 466 validno opisanih i potvrdenih vrsta (LPSN, 2025). Predstavlja ekoloski najznacajniju
grupu bakterija na planeti u okviru koje postoji izuzetan diverzitet zahvaljujuéi izrazitoj fizioloskoj i
genetickoj adaptabilnosti u fluktuiraju¢im uslovima sredine (Spiers et al., 2000). Predstavnici roda
mogu biti prisutni u razli¢itim kopnenim i vodenim sredinama, kao i u interakciji sa biljkama i
zivotinjama (Peix et al., 2018). U okviru biljne filosfere, rod Pseudomonas predstavlja jedan od
najzastupljenijin rodova (Thapa & Prasanna, 2018). lako pseudomonade nisu u velikoj meri
zastupljene u slatkim vodama, ¢esto se mogu detektovati nakon padavina (Batrich et al., 2019). S tim
u vezi, predstavnici roda znacajni su za kruZenje vode u prirodi (Morris et al., 2013). U okviru nau¢ne
zajednice, od izuzetnog su znacaja za proucavanje zbog njihove uloge u razvoju bolesti ljudi i biljaka,
s jedne strane, i primene u biotehnologiji, sa druge strane (Silby et al., 2011). U asocijaciji sa biljkama,
mogu naseljavati razli¢ite povrsine: Pseudomonas syringae kolonizuje povrsSinu lista i unutra$njost
biljnog tkiva (apoplast), dok su vrste Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas
aeruginosa bolje prilagodene uslovima u rizosferi (Mithani et al., 2011).

P. syringae kompleks vrsta obuhvata najbolje proucene biljne patogene koji se koriste kao
model organizam za ispitivanje molekularnih mehanizama virulencije, adaptabilnosti patogena, kao
i za proucavanje mikrobijalne evolucije, ekologije i epidemiologije (Xin et al., 2018). Medu
predstavnicima su izazivaci bolesti mnogih ekonomski vaznih biljaka, medutim, pojedina¢ni sojevi u
manjoj ili vecoj meri pokazuju specificnost prema odredenim domacinima (Xin et al., 2013).
Prevalencija P. syringae u filosferi je rezultat razli¢itih karakteristika kao $to su Sirok opseg
domacina, diverzitet strategija virulencije i kompeticije, raznovrsnost ekoloskih niSa koje mogu
naseljavati, kao i raznovrsnost strategija kolonizacije domacina (Xin et al., 2018).

Sadruge strane, mnoge saprofitne pseudomonade imaju sposobnost promocije rastenja biljaka
i koriste se u poljoprivredi kao novi inokulanati za njihovu zastitu (Rivilla & Malone, 2023). P. putida
predstavlja Siroko rasprostranjenu saprofitnu vrstu koja se ¢esto moze izolovati iz zemljista, biljaka i
zagadenih staniSta (Navarro-Monserrat & Taylor, 2023). Predstavnici vrste su poznati po sposobnosti
bioremedijacije, produkcije metabolita znacajnih U biotehnologiji 1 bioloske kontrole fitopatogena
(Marchi et al.,, 2013; Weimer et al., 2020). Neki od biokontrolnih mehanizama P. putida
podrazumevaju: kompeticiju za prostor 1 nutrijente, brzu stopu rasta, adaptabilnost na razlicite
sredinske uslove, sekreciju toksi¢nih efektora (T6SS), hitinoliticku aktivnost, produkciju amonijaka,
cijanovodonika, proteaza, ureaza i indukovanu sistemsku rezistenciju biljaka (Costa-Gutierrez et al.,
2022). Uz to, P. putida pokazuje izuzetnu sposobnost kolonizacije razli¢itih ekonomski znacajnih
biljaka (Nelson et al., 2002). Zahvaljuju¢i svim navedenim osobinama, P. putida moze doprineti
razvoju novih preparata za biokontrolu u najsirem smislu.

U cilju kontrole bolesti izazvanih biljnim patogenima, veoma je vazno poznavanje 0sobina
patogena znacajnih za njihovo prezivljavanje u razli¢itim rezervoarima, kao i sposobnost Sirenja na
druge useve (Hallau et al., 2018). Kako bi se sprovodile preventivne mere za zastitu useva, sve vise
se naglasava znacaj ispitivanja primene nisko toksi¢nih, biorazgradivih i ekoloski prihvatljivih
mikrobijalnih preparata (Mnif & Ghribi, 2015). Literaturni podaci pokazuju da P. putida moze
predstavljati dobrog kandidata za biolosku kontrolu biljnih patogena, medu kojima je i P. syringae
(Bernal et al., 2017; Bernal et al., 2018). Uzimajuci u obzir ekonomsku vaznost P. syringae kao
patogena, ispitivanje glavnih osobina patogena ukljucenih u virulenciju i ispitivanje novih i efikasnih
mehanizama njegove bioloske kontrole je od izuzetnog znacaja U sprecavanju potencijalnih budué¢ih
epidemija.



1.1. Rasprostranjenost i Zivotni ciklus P. syringae kompleksa vrsta

P. syringae je biljni patogen mnogih ekonomski vaznih poljoprivrednih kultura, koji je
prisutan i van poljoprivrednih stanista, na biljkama i u razli¢itim vodenim sredinama (Monteil et al.,
2016). Diseminacija P. syringae u razli¢ita staniS§ta omogucena je putem aerosola, insektima kao
vektorima, ili preko kontaminiranih biljnih delova kao §to su semena (Slika 1). U vidu aerosola, mogu
se $iriti na udaljenost od ¢ak 6 m za samo jedan dan, a u toku nekoliko dana i oko 20 m (Morris et al.,
2013). Pored toga, za diseminaciju je znacajno i prisustvo ove vrste u snegu i kisi, kao i u kopnenim
vodama (Arnold & Preston, 2019). lzvan poljoprivrednih stani$ta takode su prisutni sojevi sa
izuzetnim patogenim potencijalom (Morris et al., 2013). Poznavanje potencijalnih rezervoara
patogena znacajno je u upravljanju kontrolom bolesti u buduénosti i spre¢avanju potencijalnih
buducih epidemija izazvanih ovim kompleksom vrsta.

Slika 1. Transmisija P. syringae putem kiSe i aerosola (1), insekata (2), preko semena (3). Iz atmosfere (4) sojevi koji
imaju aktivnost u stvaranju Cestica leda mogu ponovo dospeti na biljne povrsine putem snega i kise (5). Diseminacija
moze biti i putem terestri¢nih vodenih sistema (6, 8) ili biljnih ostataka u zemljistu (7) (levo). Simptomi izazvani P.
syringae na listovima, plodovima i stablu (desno) (preuzeto i modifikovano iz Arnold & Preston, 2019).

Bakterije koje kolonizuju biljne delove mogu formirati epifitne ili endofitne populacije.
Epifitna mesta obuhvataju kutikulu koja pokriva epidermis, trihome i stomine ¢elije zatvaracice, dok
endofitna mesta obuhvataju stominu duplju, intracelularne prostore i mezofil (Sabaratnam & Beattie,
2003). Zivotni ciklus P. syringae karakterise se (i) epifitnom fazom, kada bakterije proliferisu na
povrsini biljnog tkiva (filosferi) i (ii) endofithom fazom u kojoj ulaze u biljno tkivo i kolonizuju
intracelularni prostor (apoplast), kada dolazi do izazivanja bolesti (Xin et al., 2018). Epifitne
populacije na asimptomatskim biljkama predstavljaju rezervoar bakterija koje pod odgovaraju¢im
uslovima mogu uci u apoplast i dovesti do infekcije i razvoja simptoma (Helmann et al., 2019).

Simptomi bolesti mogu se javiti na svim nadzemnim delovima biljke (Slika 1). Infekcije su
uglavnom okarakterisane hlorozom i nekrozom na listovima, vrhovima stabljiki, pupoljcima i
cvetovima (Arnold & Preston, 2019). Za plodove su takode karakteristicne nekroti¢ne lezije, kao i



odlozeno sazrevanje, dok se na drvenastim delovima biljke mogu uoditi i gale i kanceri (Arnold &
Preston, 2019).

1.2. Faktori virulencije P. syringae kompleksa vrsta

Penetracija bakterija kroz kutikulu lista naj¢es¢e se desava kroz prirodne otvore na listovima
kao $to su stome ili oStecenja (Slika 2) (Chaudhry et al., 2021). Sposobnost kolonizacije zavisi od
viSe faktora kao Sto su uslovi zivotne sredine, genotip i fenotip biljke, interakcija sa drugim
mikroorganizmima/biljkom domacdinom, kao i sposobnosti kolonizatora da izbegne ili tolerise
razlicite stresore (Leveau, 2019). Kada govorimo o uslovima Zivotne sredine, jedan od glavnih faktora
je vlaznost. Visoka vlaznost olakSava ulazak bakterija i neophodna je za proliferaciju P. syringae
unutar apoplasta (Xin et al., 2018). Uz visoku vlaznost, temperatura je takode jedan od faktora koji u
velikoj meri uti¢e na izazivanje bolesti. Posebno pogodne su temperature izmedu 15 i 20 °C, dok se
simptomi bolesti rede javljaju pri temperaturama nizim od 15 °C i viS§im od 20 °C, a najrede na 30 °C
(Gullino et al., 2009). Sredinski faktori uticu i na ekspresiju razli¢itih faktora virulencije kod P.
syringae. Glavni faktori virulencije obuhvataju pokretljivost, Tip Il sekretorni sistem (T3SS) i
njegove efektorne proteine, enzime koji degraduju biljni Celijski zid i egzopolisaharide, fitotoksine,
fitohormone i aktivnost u stvaranju Cestica leda (engl. ,,Ice Nucleation Acitivty“- INA) (Pontes et al.,
2020).

a) b) ¢)

Slika 2. Kolonizacija biljnog tkiva od strane P. syringae. a) ulazak bakterija u apoplast; b) faktori virulencije: (1)
pokretljivost; (2) T3SS; (3) T6SS; (4) fitotoksini; (5) aktivnost u stvaranju Gestica leda; c) izazivanje simptoma bolesti.
Kreirano na BioRender.com.

1.2.1. Pokretljivost

Kolonizacija filosfere od strane fitopatogena predstavlja kritican korak za uspostavljanje
epifitnog i endofitnog dela Zivotnog ciklusa. Pokretljivost zavisna ili nezavisna od flagela ima klju¢nu
ulogu za prezivljavanje u razliitim uslovima sredine i ostvarivanje interakcija sa biljkama
(Panopoulos & Schroth, 1974). Flagela predstavlja strukturu izgradenu od subjedinica flagelina,
povezanu sa transmembranskim motornim kompleksom (Rossez et al., 2015). Neophodna je za
kretanje plivanjem i rojenjem (Hockett et al., 2013). Bakterijske planktonske ¢elije se krecu plivanjem
i ulaze u apoplast, a zatim se vezuju za povrsine biljnih ¢elija (Ichinose et al., 2013). Kretanje
plivanjem moze biti ostvareno kao posledica detekcije hemijskih signala koji se oslobadaju iz stoma
(Clarke et al., 2016). Nakon $to se vezuju za biljne celije, dolazi do rojenja ili kretanja trzajima
(Ichinose et al., 2013). Rojenje predstavlja vazan faktor za uspesnu kolonizaciju preko uspostavljanja
biofilma kod razli¢itih predstavnika u okviru P. syringae kompleksa vrsta (Venieraki et al., 2016).
Kretanje trzajima predstavlja kretanje nezavisno od flagela posredovano tip IV pilima (T4P) i koristi
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se primarno za pokrete na povrsini listova (Li et al., 2007). Pili takode ucestvuju 1 u adheziji 1
inicijaciji formiranja biofilma pri ¢emu dolazi do produkcije razli¢itih egzopolisaharida (Heredia-
Ponce et al., 2021). Znacaj kretanja plivanjem, rojenjem i trzajima kod razli¢itih predstavnika u
okviru P. syringae kompleksa vrsta u virulenciji pokazan je negativnim uticajem delecije master
regulatora na virulentni potencijal (Kanda et al., 2011; Ngyen et al., 2012).

1.2.2. Tip 11 sekretorni sistem

T3SS predstavlja nanomasineriju koja omogucava translokaciju efektornih proteina u
citoplazmu ¢elija domacina koji manipulisu ¢elijskim procesima u korist patogena. Tip |11 sekretorni
aparat prostire se kroz spoljasnju i unutra$nju bakterijsku membranu i povezan je sa pilusom koji
omogucava probijanje biljnog ¢Celijskog zida (Slika 3). Sa vrhom pilusa povezan je translokon koji
omogucava prolazak efektornih proteina kroz ¢elijsku membranu domacina u citoplazmu celije
(Buttner & He, 2009).

Efektorni
proteini

Membrana

2 ——> Bilna celj
target celije y0a ceya

Translokon —»

Pius —»

‘ Spoljainja
membrana
Bazalno
telo — Bakterijska celija
- Unutradnja
membrana

Slika 3. Osnovna grada T3SS. Kreirano u BioRender.com.

T3SS biljnih patogena kodiran je hrp genima (engl. ,hypersensitive response and
pathogenicity*) koji su neophodni za izazivanje bolesti kod biljaka osetljivih na patogena i izazivanje
hipersenzitivne reakcije kod rezistentnih biljaka (Lindgren et al., 1986; Ichinose et al., 2013). U gradi
T3SS ucestvuje oko 20 proteina, a najmanje devet oznacenih kao Hrc (engl. ,,Hrp conserved®) je
konzervirano medu biljnim i animalnim patogenima (Bttner & Bonas, 2006). Za vecinu predstavnika
P. syringae kompleksa vrsta karakteristicno je postojanje efektornog lokusa varijabilnog medu
patogenim varijetetima (engl. ,.exchangeable effector locus“ — EEL), klastera hrp/hrc gena i
konzerviranog efektornog lokusa (engl. ,,conserved effector locus“ — CEL) prisutnog u svim



okarakterisanim sojevima (Tampakaki, 2014). Geni koji kodiraju sekretorni aparat T3SS kodirani su
sa Cetiri operona u okviru hrp genskog klastera (Slika 4).

oy

~ - - .

Slika 4. Organizacija T3SS gena u okviru hrp/hrc genskog klastera P. syringae pv. tomato DC3000 (preuzeto i
modifikovano iz Xie et al., 2019).

U okviru hrpZ genskog klastera nalaze se geni koji kodiraju proteine pilusa (hrpA) i poru
(hrpZ) kroz koju efektori dospevaju u ¢eliju domacina (Guttman et al., 2006). Pored toga, hrpA gen
je neophodan za ekspresiju gena koji kodiraju regulatorne i efektorne proteine T3SS (Wei et al.,
2000). Efektorni proteini P. syringae uglavnom ciljaju membranu ¢elije domacina (52%), jedro (25%)
i citoplazmu (19%), a u manjoj meri hloroplast (3%), mitohondrije (1%) i endoplazmati¢ni retikulum
(1%) (Khan et al., 2018). Skup svih poznatih efektora u okviru P. syringae ¢ini efektorom (engl.
,effectorome®) koji obuhvata preko 70 razli¢itih familija (Bundalovic-Torma et al., 2022). Kod
pojedinaénih sojeva prisutno je uglavnom 15 do 30 razli¢itih efektora (Wei et al., 2018). Neki od njih
su konzervirani i kodirani su genima sa Hrp ostrva patogenosti (AvrE, Hopl, HopAA i HopM), dok
postoji veci set varijabilnih efektora (Lindeberg et al., 2012). T3SS supstrati koji se oznacavaju kao
,harpins® sekretuju se u vecoj meri od efektornih proteina, interaguju sa biljnim ¢elijskim zidom i
membranom i imaju primarnu funkciju u translokaciji efektora (Collmer et al., 2002).

Postoji stalna ,,trka u naoruzanju* izmedu biljaka domacina i patogena: s jedne strane biljke
evoluiraju mehanizme kojima prepoznaju diverzitet T3SS efektora, dok sa druge strane patogeni
evoluiraju mehanizme kojima izbegavaju prepoznavanje efektora od strane biljaka (Dillon et al.,
2019). Grupa efektora T3SS koji se oznac¢avaju kao avirulentni proteini (Avr) spreavaju patogena u
izazivanju bolesti biljke indukovanjem imuniteta pokrenutog efektorima (engl. ,,Effector triggered
imunity* - ETI) koji dovodi do programirane ¢elijske smrti — hipersenzitivne reakcije (HR) (Crabill
et al., 2010). Sa druge strane, mnogi T3SS efektori imaju ulogu u suprimiranju ETI odgovora biljke
(Guo et al., 2009). Upoznavanje repertoara efektora i mehanizama koje patogen koristi u izazivanju
bolesti biljaka je od znacaja u cilju pronalazenja najadekvatnijeg nacina kojim bi se mogla izvrsiti
efikasna bioloSka kontrola patogena.

1.2.3. Tip VI sekretorni sistem

Pored T3SS, ulogu u virulenciji i kolonizaciji P. syringae ima i Tip VI sekretorni sistem
(T6SS). Geni koji kodiraju T6SS su prvi put identifikovani kod biljnog patogena Rhizobium
leguminosarum (Bladergroen et al., 2003; Matte et al., 2024). Danas je poznato da su T6SS Siroko
rasprostranjeni medu komensalnim 1 patogenim Gram-negativnim bakterijama ukljucujuci
predstavnike Acidobacteria, Bacteroidetes, Deferrubacteres, Gemmatimonadetes, Nitrospirae,
Planctomyceles, a pogotovo na hromozomima y-Proteobacteria i na plazmidima a- i B-Proteobacteria
(Matte et al., 2024). Sistem je prisutan kod vise od 25% Gram-negativnih bakterija (Allsopp &
Bernal., 2023). Medutim, jo§ uvek ne postoji podatak u literaturi o procentu bakterija kod kojih je
ovaj sistem funkcionalan. Funckionalnost sistema ispitivana je samo u okviru pojedinac¢nih sojeva,
medu kojima su razli¢iti predstavnici roda Pseudomonas (Basler et al., 2013; Decoin et al., 2014;
Bernal et al., 2017; Wang et al., 2021). Vazan je kod mnogih patogena za rast u okviru biljnih tkiva i
izazivanje bolesti, $to je pokazano kod P. syringae, Erwinia amylovora, Xanthomonas spp., Pantoea
anantis, Burkholderia glumae i Ralstonia solanacearum (Wang et al., 2021; Matte et al., 2024).
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U direktnom kontaktu izmedu ¢elija, toksini T6SS dospevaju u ciljne ¢elije preko sekretornog
aparata koji se prostire od citoplazme do spoljasnje membrane (Slika 5). Sekretorni aparat graden je
od 13 konzerviranih proteina nazvanih Tss (engl. ,, Type six secretion*) proteini (Durand et al., 2014;
Green & Mecsas, 2016). Protein Hcp (engl. ,,Hemolysin-coregulated protein®) formira cevcicu
okruzenu kontraktilnim omota¢em od TssB i TssC proteina (Bernal et al., 2018). Omotac je povezan
sa kompleksom proteina koji ¢ine bazalnu strukturu (TssA, TssE, TssF, TssG, TssK) i membranskim
proteinima (TssJ, TssL, TssM) (Alcoforado Diniz et al., 2015). VgrG i PAAR proteini se nalaze na
vrhu Hep cevéice i nakon kontrakcije omotaca izbacuju se iz ¢elije zajedno sa efektorima (Bernal et
al., 2018). Kombinacije VgrG/PAAR proteina su razlicite, tj. sistem je modularan, tako da se moze
transportovati Sirok spektar efektora (Bernal et al., 2017). Nakon izbacivanja efektornih proteina u
¢elije recipijenta, dolazi do deasembliranja kompleksa zahvaljuju¢i ClpV ATP-azi koja omogucava
recikliranje kompleksa i njegovo ponovno asembliranje (Lien & Lai, 2017).

Efektorni
Al —
proteini
Aparat za
probijar_lje" — Membrana
target Celije target celije
Cevéica od 0 ia&m
< Spoljadnja
—
Hep protema  membrana
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struktura v
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Slika 5. Osnovna grada T6SS. Kreirano u BioRender.com.

Kod biljnih patogena medu kojima je i P. syringae moze biti prisutan jedan ili veéi broj
genskih klastera T6SS kod pojedinacnih sojeva (Sarris et al., 2010; Bernal et al., 2018; Chien et al.,
2020). Geni za gradivne komponente sistema (tssA-M) nalaze se u okviru T6SS klastera (Slika 6).
Geni za efektorne proteine mogu biti kodirani u okviru klastera (Yu et al., 2024), mada su efektori
,,siroCic¢i* Cesto kodirani sa regiona van glavnog T6SS genskog klastera (Matte et al., 2024). Efektori
,,Siro¢ic¢i* su rasuti po hromozomu i ne nalaze se u blizini drugih poznatih T6SS komponenti (Fridman
etal., 2020). To su ¢esto geni za VgrG i Hcp proteine uz koje se mogu nalaziti geni za druge efektore,
anjihovo postojanje moze biti rezultat horizontalnog genskog transfera (Bernal et al., 2017; Duran et
al., 2023). U pojedinacnim soju moze biti prisutan jedan ili veliki broj gena za efektore (Matte et al.,
2024).
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Slika 6. Organizacija gena u okviru T6SS kod P. syringae MB03 (preuzeto i modifikovano iz Yu et al., 2024).

T6SS efektorni proteini narusavaju integritet esencijalnih struktura u ciljnim ¢elijama (Slika
7). Mogu biti svrstani u razli¢ite kategorije prema funkciji: enzimi koji degraduju ¢éelijski zid (murein
hidrolaze), proteini koji ciljaju membranu (fosfolipaze, proteini koji formiraju pore) i nukleaze
(Durand et al., 2014). Efektorni proteini mogu imati sinergisticki efekat, tako da se razli¢itim
kombinacijama efektora moze povecati njihova efikasnost delovanja na ciljne celije (Allsopp &
Bernal., 2023). Pored T6SS toksina, sintetiSu se i proteini za imunitet koji sprecavaju sopstvenu
intoksikaciju inaktiviranjem odgovarajuceg toksina u direktnoj interakciji (Russell et al., 2014).

Slika 7. Uloge T6SS fitopatogena. Ciljevi T6SS sistema mogu biti druge bakterije (1), amebe (2) i biljne ¢elije (A-G).
Uticaj T6SS na nodulaciju (A), degradaciju ¢elijskog zida (B), imunski odgovor biljaka (C), biljnu DNK (D), kolonizaciju
biljnog tkiva (E), integritet biljne ¢elijske membrane (F) i regulaciju drugih faktora virulencije (E) (preuzeto iz Matte et
al., 2024).



1.2.4. Fitotoksini

Fitotoksini su sekundarni metaboliti biljnih patogena koji uti¢u na razvoj bolesti biljaka.
Mogu biti specifi¢ni za odredene domacine u manjoj ili vecoj meri, ali kod vecine fitotoksina koje
produkuje P. syringae izostaje specifi¢nost, te oni izazivaju simptome na mnogim biljkama
domacinima (Bender et al., 1999). U okviru P. syringae, dobro su prouceni fitotoksini koronatin,
siringomicin, siringolin A, siringopeptin, fazeolotoksin, tabtoksin i mangotoksin (Ichinose et al.,
2013).

Koronatin je nespecifi¢an fitotoksin delimi¢no poliketidnog porekla (lipidni depsipeptid)
prisutan kod brojnih patogenih varijeteta P. syringae koji izaziva bolesti kod mnogih biljnih vrsta
(Geng et al., 2014). Poseduje strukturne i funkcionalne sli¢nosti sa jasmoni¢nom Kiselinom (JK),
stoga utiCe na otvaranje stoma, ¢ime se olakSava ulazak patogena u apoplast i izazivanje bolesti
(Zheng et al., 2012). Kao i jasmoni¢na Kiselina, koronatin aktivira signalni put koji dovodi do
inhibicije elongacije korena i stimulise produkciju etilena i ekspresiju PR (engl. ,,pathogen related*)
proteina (Ichinose et al., 2013). Primarni simptom koji izaziva koronatin je hloroza, a dovodi i do
promena u strukturi hloroplasta i biljnog ¢elijskog zida (Bender et al., 1999). U studiji Thapa et al.
(2021) pokazan je znacaj gena ukljucenih u produkciju koronatina za razvoj hloroze kod biljaka.
Poredeni su geneticki veoma srodni sojevi P. syringae pv. tomato J4 i J6, koji se razlikuju u prisustvu
gena za koronatin. IzraZzena hloroza uo¢ena je nakon inokulacije sa J4 koji ima funkcionalne gene za
koronatin, a nasuprot tome, pojava hloroze je izostala kod soja J6 kod kog su ovi geni odsutni.

Siringomicin i siringopeptin su fitotoksini koji izazivaju nekroti¢ne promene na biljkama
(Scholz-Schroeder et al., 2001). Siringomicin je nespecifi¢an fitotoksin koji ima primarno delovanje
na ¢elijsku membranu biljnih ¢elija, mada moze delovati i na mitohondrije (Bidwai et al., 1987).
Zahvaljuju¢i amfipati¢noj lipopeptidnoj strukturi, siringomicin se insertuje u lipidni dvosloj
membrana i formira pore koje su propustljive za katjone i izaziva poremecaj u homeostazi jona K,
H* i Ca?*, §to je smrtonosno za éelije (Bender et al., 1999). Slican mehanizam delovanja kao i
siringomicin ima siringopeptin (lacobellis et al., 1992). Ova dva fitotoksina predstavljaju veoma
znaCajne faktore virulencije kod P. syringae. Mutanti defektni u produkciji siringopeptina i
siringomicina smanjuju virulentnost P. syringae pv. syringae B301D 59 i 26%, dok dvostruki mutant
ima 76% smanjenu virulentnost (Scholz-Schroeder et al., 2001).

Fazeolotoksin produkuju P. syringae pv. phaseolicola i P. syringae pv. actinidiae i dovode
do nedostatka arginina i hloroze kod biljaka (Ichinose et al., 2013). Na produkciju ovog fitotoksina
povoljno uticu temperature od 8-18 °C, dok se njegova produkcija smanjuje pri temperaturama 18-
30 °C, iako je optimalna temperatura za rast P. syringae 28 °C (Nuske & Fritsche, 1989).

P. syringae pv. tabaci, P. syringae pv. coronafaciens i P. syringae pv. garcae produkuju
tabtoksin koji indukuje hlorozu (Bender et al., 1999). Konkretnije, hidrolizom tabtoksina pri ulasku
u ¢elije domacina nastaje tabtoksin-f laktam koji je bioloski aktivan 1 dovodi do pojave hloroti¢nog
oboda koji okruzuje nekroti¢ni centar (Durbin, 1991). Tabtoksin ima veoma $irok spektar delovanja
i pored biljaka moze uticati i na Zivotinje i mikroorganizme (Turner & Taha, 1984). Predstavnici koji
ga produkuju su od njegovog toksi¢nog dejstva zasSti¢eni zahvaljujuc¢i posedovanju tabtoksin
rezistentnog proteina (Ichinose et al., 2013).

Mangotoksin je inhibitor ornitin acetil-transferaze koji je klju¢an enzim u biosintezi arginina
i ornitina (Arrebola et al., 2009). Predstavlja glavni faktor virulencije kod P. syringae pv. syringae
koji izaziva apikalnu nekrozu kod manga (Carridn et al., 2014). Njegova produkcija zabeleZena je i
kod P. syringae pv. avellane (Arrebola et al., 2011). Dodatno, moze biti znacajan za izazivanje
nekroze i na drugim biljkama i doprinositi epifitnom fitnesu u filosferi (Arrebola et al., 2009).



1.2.5. Aktivnost u stvaranju ¢estica leda

Znacajan faktor prilikom infekcije P. syringae predstavljaju rane koje mogu nastati na
razli¢ite nac¢ine — mehanickim oStecenjima ili kao posledica mraza. Mnogi sojevi P. syringae mogu
delovati kao INA agensi koji podizu temperaturu zamrzavanja iznad temperature na kojoj su biljna
tkiva osetljiva (Moore, 1988). P. syringae sintetiSe membranski protein InaZ koji ima ulogu
katalizatora u formiranju Cestica leda na temperaturama od -2 do -4 °C (Cochet & Widehem, 2000).
IN aktivnost je znacajna za epifitnu fazu P. syringae, omoguéava nastajanje povreda kod biljaka, §to
dovodi do oslobadanja vode i nutrijenata, kao i olak§anog ulaska bakterija u apoplast kao posledice
uticaja na otvaranje stoma (Xin et al., 2018). U studiji Morris et al. (2008) pokazano je da je IN
aktivnost prisutna kod svih sojeva P. syringae izolovanih iz snega, ¢ime su autori ukazali na znacaj
ove vrste u kruzenju vode u prirodi. Njihovo prisustvo u snegu i kisi od izuzetnog je znacaja za
diseminaciju u vrlo razli¢ita staniSta. Stoga u prirodi postoje rezervoari populacija ovog patogena i
van poljoprivrednih povrsina. Medutim, ¢ak i izolati poreklom iz takvih staniSta pokazuju
virulentnost prema poljoprivrednim kulturama (Morris et al., 2008). Takve populacije mogu
predstavljati izvor inokuluma i novih osobina koje doprinose fitnesu i agresivnosti u virulentnosti na
biljnim domacinima (Motris et al., 2007).

1.3. P. syringae pv. aptata

Kompleks vrsta P. syringae obuhvata blisko srodne Pseudomonas spp. fitopatogene
predstavnike koji su sli¢ni na genetickom nivou (Dillon et al., 2019). Od pocetka XXI veka, preko 70
epidemija izazvanih razli¢itim predstavnicima P. syringae kompleksa zabeleZeno je u 20 zemalja na
preko 40 biljnih vrsta (Lamichhane et al., 2015). U okviru kompleksa vrsta opisano je preko 60
razli¢itih patogenih varijeteta koji se razlikuju u patogenom potencijalu (Gomila et al., 2017).

Predstavnici P. syringae pv. aptata su izazivaci bolesti lisne pegavosti kod nekoliko razli¢itih
biljnih domacina (Nikoli¢ et al., 2018). Simptomi bolesti javljaju se u vidu kruznih ili nepravilnih
nekroti¢nih mrlja na listovima sa svetlo braon centrom i tamnijim marginama (Stojsin et al., 2015).
Bolest lisne pegavosti Seéerne repe je prvi put zabeleZena u Srbiji 2013. godine, a iste godine uocen
je i visok nivo geneti¢kog diverziteta u okviru ovog patogenog varijeteta (Nikoli¢ et al., 2018). U
studijama koje su sproveli Nikoli¢ et al. (2018) i Morris et al. (2019), pokazane su velike razlike medu
sojevima P. syringae pv. aptata kada je u pitanju stepen virulencije i opseg domacina. U tom smislu
postoji podela sojeva na slabo, umereno ili jako virulentne, pri ¢emu jako virulentni sojevi imaju Sirok
opseg domacina. Nasuprot njima, slabo virulentni sojevi inficiraju mali broj domacina (Nikoli¢ et al.,
2018; Morris et al., 2019). Primer izuzetne razlike u opsegu domacina predstavljaju sojevi P. syringae
pv. aptata P16 i P21. U studiji Morris et al. (2019), soj P16 izazvao je simptome samo na perSunu,
dok je P21 bio virulentan na 17 biljaka (biberu, geranijumu, krastavcu, dinji, spanacu, Se¢ernoj repi,
kupusu, lubenici, zelenoj salati, bundevi, cvekli, grasku, paradajzu, blitvi, luku, paprici i perSunu).

Slucajevi bolesti koje izaziva P. syringae pv. aptata zabeleZeni su Sirom sveta (Stojsin et al.,
2015; Rotondo et al., 2020; Nampijja et al., 2021). lako Srbija predstavlja jednog od najvecih
proizvodaca Secerne repe u Jugoistocnoj Evropi, veliki gubici u prinosu jo$ uvek nisu zabelezeni u
nasoj zemlji, uprkos izuzetnom patogenom potencijalu ove vrste (Morris et al., 2019). Medutim,
promene u sredinskim uslovima, kao Sto su porast temperature 1 vlaznosti, mogu dovesti do Sirenja
bolesti izazvane P. syringae pv. aptata (Nikoli¢ et al., 2018). S obzirom na ekonomsku vaznost ovog
patogena, neophodna su jo§ kompleksnija istrazivanja kako bi se bolje razumeli mehanizmi
virulencije patogena. Na taj na¢in moglo bi se adekvatno pristupiti razvijanju mehanizama efikasne i
ekoloski prihvatljive kontrole bolesti u cilju sprecavanja potencijalnih buducih epidemija koje bi
Znacajno mogle uticati na prinos.



1.4. Bioloska kontrola biljnih patogena

Poljoprivreda danas u velikoj meri zavisi od primene razli¢itih hemijskih fertilizatora i
pesticida u cilju dobijanja $to vecih prinosa useva. Kao posledica primene takvih supstanci dolazi do
narusavanja ekosistema. Uzimajuci u obzir oCuvanje zivotne sredine i ljudskog zdravlja, istrazivanja
su u sve vecoj meri fokusirana na pronalazenje alternative za zaStitu i povecanje prinosa useva.
Mikrobijalni biopesticidi pokazuju prednosti nad hemijskim pesticidima u smislu niske toksi¢nosti,
brze biorazgradivosti i ekoloske prihvatljivosti (Mnif & Ghribi, 2015). Mnogi mirkoorganizmi koji
zive U asocijaciji sa biljkama predstavljaju prirodne antagoniste fitopatogena i proucavaju se kao
potencijalni biokontrolni agensi (Slika 8). U okviru roda Pseudomonas, vrste P. protegens, P.
chlororaphis, P. putida i P. fluorescens ¢esto se proucavaju kao promotori rasta biljaka i biokontrolni
agensi zahvaljujuci karakteristikama kao $to su: (I) kultivabilnost i sposobnost brzog rasta, (II)
uspesna kolonizacija biljnih tkiva, (III) kompetitivnost u razli¢itim sredinama, (I\VV) sposobnost da
produkuju Sirok spektar bioaktivnih metabolita koji direktno ili indirektno promovisu rastenje biljaka
i/ili inhibiraju rast patogena (Navarro-Monserrat & Taylor, 2023).

Indukcija
Infekcija sistemske
rezistencije

Fitopatogene . - -~ Biokontrolne
bakterije - N " bakterije
Produkcija
sekundarnih
metabolita i
kontakt-zavisna
kompeticija

Slika 8. Interakcija biokontrolnih bakterija sa biljkama i fitopatogenima. Kreirano u BioRender.com.

1.4.1. Sekundarni metaboliti P. putida

Vrste roda Pseudomonas sintetiSu Sirok spektar sekundarnih metabolita koji mogu imati
znacajnu antimikrobnu aktivnost. Za fluorescenciju nekih pseudomonada odgovoran je fluorescentni
pigment pioverdin (Pvd). Pvd je izgraden od hromofore, acilnog lanca vezanog za aminogrupu
hromofore i varijabilnog peptidnog lanca vezanog za karboksilnu grupu hromofore (Visca et al.,
2007). Ovaj pigment ima visok afinitet za vezivanje jona gvozda i predstavlja sideroforu. U medijumu
siromasnim gvozdem, produkcija Pvd dovodi do inhibicije rasta bakterija i gljiva koje imaju manje
efikasne siderofore. Rizobakterije koje promovisu rast biljaka (engl. “Plant Growth Promoting
Rhizobacteria” - PGPR) i produkuju siderofore kao $to je Pvd, mogu biti u kompeticiji sa patogenim
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mikroorganizmima koji imaju manje razvijene sisteme za uzimanje gvozda. P. putida suprimira rast
vrsta roda Fusarium, medutim ova supresija izostaje kada se zemljiste obogati gvozdem, a pokazano
je i da Pvd- negativni mutanti fluorescentnih pseudomonada pruzaju manju zastitu biljkama u odnosu
na wild type (wt) sojeve (Haas & Défago, 2005). Generalno, Pvd predstavlja jednu od najznacajnijih
antimikrobnih komponenti koju produkuje P. putida (Maksimov et al., 2011).

Pseudomonade sa biokontrolnim potencijalom uglavnom sintetiSu dva ili vise razlicitih
fenazina, $to je regulisano genetickim i sredinskim faktorima (Mavrodi et al., 2006). Fenazini
inhibiraju transport elektrona i u prisustvu feri-piohelina katalizuju formiranje hidroksil radikala, $to
dovodi do oS$tecenja lipida i drugih makromolekula (Haas & Défago, 2005). lzolat iz rizosfere
identifikovan kao P. putida produkuje derivat fenazina 5-metil-fenazin-1-karboksilnu kiselinu koja
poseduje antimikrobnu i antitumorsku aktivnost (Kennedy et al., 2015).

Dodatno, cikli¢ni lipopeptidi imaju sposobnost da se insertuju u membrane ciljnih ¢elija i
narusavaju njihovu funkciju, $to rezultuje razli¢itim antibakterijskim i antifungalnim efektima (Haas
& Défago, 2005). Pseudomonade produkuju razlicite lipopeptide medu kojima su viskozin, amfizin,
tolazin, kao i prethodno pomenuti siringomicin i siringopeptin (Li et al., 2013). Izolat P. putida iz
rizosfere produkuje ksantolizine medu kojima je najdominantniji ksantolizin A, koji poseduje
antifungalnu aktivnost, a toksi¢an je i za Gram-pozitivne bakterije (Li et al., 2013).

Kod sojeva iz P. putida grupe detektovana je i produkcija ramnolipida (Loeschcke & Thies,
2015). Ramnolipidi predstavljaju efikasne biosurfaktante sa visokim potencijalnom za primenu u
industriji, a poseuduju i antimikrobnu aktivnost (Wittgens et al., 2011). Dodatno, kod P. putida NH-
50 uocena je produkcija pioluteorina i jona cijanida (Hassan et al., 2011). Pioluteorin moze biti jedan
of vaznih faktora u biokontroli oomiceta (Brodhagen et al., 2004), a poseduje i antibakterijsku
aktivnost (Kidarasa et al., 2011). Jon cijanida iz cijanovodoni¢ne kiseline (HCN) je potencijalni
inhibitor mnogih metaloenzima, posebno citohorom ¢ oksidaza koje sadrze bakar (Haas & Défago,
2005). HCN koju sinetisu pseudomonade, moze predstavljati jedno od glavnih jedinjenja odgovornih
za inhibiciju rasta biljnih patogena (Lanteigne et al., 2012).

1.4.2. Kontakt-zavisna kompeticija

Vecina bakterija Zivi u gustim zajednicama, gde je kompeticija za resurse klju¢na za njihovo
prezivljavanje. Mikroorganizmi koji zive u asocijaciji sa biljkama mogu biti ukljuceni u
interbakterijske interakcije kojima ubijaju potencijalne biljne patogene, na taj nacin Stite¢i biljku. U
prirodnim staniStima, kompeticija za nutrijente izmedu fitopatogena i saprofitnih, nepatogenih vrsta
moze biti iskori$¢ena za pronalaZenje sojeva, potencijalnih kandidata za biolosku kontrolu bolesti
biljaka.

Jedan od nacina adaptacije bakterijskih ¢elija razli€itim sredinama je produkcija efektornih
molekula (toksina) koji utiCu na regulaciju odnosa u okviru mikrobioma. Kontakt-zavisne
kompetitivne interakcije posredovane su razli¢itim sekretornim sistemima: Tip VB sekretorni sistem
(T4BSS), Tip Vb sekretorni sistem (poznat i kao CDI sistem — engl. ,,contact-dependent growth
inhibition*) i T6SS (lkryannikova et al., 2020). Ovim mehanizmima obezbeduje se prednost u
kompeticiji kroz inhibiciju rasta susednih ¢elija u direktnom kontaktu izmedu njih.

1.4.3. Tip VB sekretorni sistem

U okviru T4SS razlikuju se dva sistema: T4ASS ¢ija je uloga prevashodno u translokaciji
DNK (VirB/D4 sistem kod Agrobacterium tumefaciens) i T4BSS za koji se do nedavno smatralo da
sekretuje efektorne proteine u eukariotske domacine (Dot/Icm sistem kod Legionella pneumophila)
(Purtschert-Montenegro et al., 2022). Ova dva sistema se vrlo razlikuju u svojoj gradi. T4ASS je
sastavljen od 11 VirB proteina i VirD4, dok Dot/Icm T4BSS ima kompleksniju gradu u koju ulazi do
27 proteina neophodnih za pravilno funkcionisanje sistema (Slika 9) (Voth et al., 2012).
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Istrazivanja Dot/lcm T4BSS ukazuju da komponente sistema imaju strukture sli¢ne drugim
tipovima sekretornih sistema (Tip 2 sekretorni sistem, T3SS, T4ASS, T6SS) (Nagai & Kubori, 2011).
IcmF i DotU su inicijalno identifikovani kao komponente Dot/Icm sistema L. pneumophila, medutim,
nedostaju vec¢ini drugih T4BSS (Nagai & Kubori 2011). Homolozi IcmF i DotU Siroko su
rasprostranjeni medu proteobakterijama 1 predstavljaju komponente T6SS (Cascales, 2008).
Pokazano je da P. putida moze koristiti T4BSS kao defanzivno oruzje u kontakt-zavisnoj kompeticiji
i kao ofanzivno oruzje U invaziji postoje¢ih biofilmova (Purtschert-Montenegro et al., 2022).

ATP-aza

ATP-aza

Caperoni
™

Efektorn(i) Cioplazma

Slika 9. Osnovna grada T4BSS koji ¢ine Dot proteini oznaceni slovima A-P i Icm proteini obeleZeni iF, iV, iS i iW.
Plavom bojom oznaceni su homolozi proteina T4BSS P. putida. SM — spoljasnja membrana; UM — unutra§nja membrana.
Preuzeto i modifikovano iz Purtschert-Montenegro et al. (2022).

1.4.4. Tip Vb sekretorni sistem

Tip Vb sekretorni sistem (T5bSS) predstavlja jedan od sistema uklju¢enih u kontakt-zavisne
interakcije i oznacava se kao CDI sistem. Fenomen kontakt-zavisne kompeticije je prvobitno otkriven
kod E. coli EC93 (Aoki et al., 2011), dok je jos§ uvek slabije prou¢en u okviru Pseudomonadaceae.
Kod pseudomonada homolozi cdiA i cdiB gena pronadeni su kod humanih patogena (P. aeruginosa),
biljnih patogena (P. syringae), kao i saprofita koji promovisu rast biljaka (P. putida, P. fluorescens,
P. protegens, P. brassicacearum) (Berendsen et al., 2015; Mercy et al., 2016). Gen cdiB kodira CdiB
protein koji se nalazi u spoljasnjoj membrani i neophodan je za sekreciju efektornog proteina CdiA
(Slika 10). CdiA efektori poseduju varijabilne toksi¢ne C-terminalne domene, koji mogu ostvariti
razli¢ita delovanja: formiranje pora u membrani target Celije, degradacija DNK 1 RNK (Jamet &
Nassif, 2015; Willett et al., 2015). Tre¢a vazna komponent CDI sistema je protein za imunitet — Cdil.
Cdil proteini su takode varijabilni, Sto je znacajno za prepoznavanje i inaktivaciju odgovarajucih C-
terminalnih domena CdiA proteina i zastitu ¢elija od autoinhibicije (Willet et al., 2015). Na taj nacin
inhibira se iskljuc¢ivo rast ¢elija sa kojima su u kompeticiji.
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Slika 10. Osnovna grada T5BSS. Preuzeto i modifikovano iz Lin et al. (2020).

1.4.5. Uloga Tip VI sekretornog sistema u biokontroli

lako je prvobitno otkrivena uloga T6SS u virulenciji, tokom poslednje decenije veliki broj
autora ukazuje na znacaj T6SS u interakcijama izmedu mikroorganizama i njegov uticaj na
kompetitivni fitnes u polimikrobnom okruzenju (Bernal et al., 2017; Gallegos-Monterrosa &
Coulthrust, 2021). Kompeticija izmedu bakterija posredovana T6SS moze biti vazna za zastitu raznih
ekonomski vaznih biljaka ¢iju rizosferu i filosferu naseljavaju. Razliciti sojevi mogu posedovati
razli¢it broj genskih klastera T6SS. Do sada je u okviru P. putida identifikovano 66 genskih klastera
T6SS, a pojedinacni sojevi najcesée sadrze jedan ili dva klastera, maksimalno Cetiri (Bernal et al.,
2017). Vecina gena pripada K1-, K2- i K3-T6SS genskim klasterima, a klaster K1 ima najznacajniju
ulogu u antibakterijskoj aktivnosti P. putida KT2440 (Bernal et al., 2017). Pokazano je da ovaj klaster
ima znacajnu ulogu u inhibiciji rasta biljnih patogena kao $to su P. syringae, Agrobacterium
tumefaciens, Xanthomonas campestris, Pectobacterium carotovorum i Pseudomonas savastanoi
(Bernal et al., 2023). Kod P. putida KT2440, TssA protein postoji u dve glavne forme: dugi (TSSAL)
i kratki (TssAS) (Bernal et al., 2021). Zajedno sa akcesornim proteinom TagA, TSSAL omogucava
polimerizaciju kontraktilnog omotaca koji okruzuje bazalni deo sekretornog aparata, dok TagB1 ima
ulogu u stabilizaciji kratkog TssAS proteina klastera K1 i neophodan je za kompletnu ekstenziju K1-
T6SS kontraktilnih omotaca, ¢ime se povecava efikasnost sistema (Bernal et al., 2021).

U studiji Bernal et al. (2017) ukazano je na prisustvo 10 potencijalnih parova efektornih i
proteina za imunitet (Tke/Tki — engl. ,,Type six KT240 effector/immunity) kod soja P. putida
KT2440. Tke2, Tke4 i Tke6 sadrze N-terminalni PAAR domen (Slika 11) i predstavljaju
specijalizovane efektore, dok ostali predstavljaju ,,cargo” efektore. Specijalizovani efektori su
fuzionisani sa strukturnim komponentama T6SS — Hcp, VgrG i PAAR proteinima, dok su ,,cargo*
efektori proteini koji sadrze toksi¢ni domen koji se nekovalentno vezuje za jedan od pomenutih
strukturnih proteina (Dar et al., 2022). C-terminalni region Tke2 i Tke4 nosi citotoksi¢ni domen koji
pripada NHN familiji nukleaza, dok Tke6, Tke7 i Tke8 imaju sli¢nosti sa kolicinima koji formiraju
pore, a TkelO je restrikciona endonukleaza. Tke5, Tke9 i Tkel0 imaju MIX motiv, koji predstavlja
marker za T6SS efektore 1 vezujuci region za VgrG (Bernal et al., 2017), a efektori Tkel, Tke3, Tke7
I Tke8 nemaju PAAR i MIX domene (Slika 11).
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Slika 11. Efektori T6SS kod P. putida KT2440 (preuzeto i modifikovano iz Bernal et al., 2017).

1.4.6. Indukovana sistemska rezistencija

Neke biokontrolne PGPR vrste mogu da dovedu do indukovane sistemske rezistencije (ISR)
kod biljke domac¢ina. Razli¢ita strukturna i metabolicka jedinjenja, ukljucujuéi antibiotike i siderofore
nepatogenih sojeva roda Pseudomonas mogu indukovati sistemsku rezistenciju (Gasi¢ & Obradovié,
2012). Flagele P. putida imaju znacajnu ulogu u ISR kod pasulja, paradajza i A. thaliana (Bakker et
al., 2007). Poznata je i uloga siderofora P. putida u izazivanju ISR kod paradajza, $to je znacajno u
zastiti ove biljke od patogena Botyrus cinerea (Ampntelnour et al., 2024).

Salicilna kiselina (SK) predstavlja glavni fitohormon i master regulator uklju¢en u imunski
odgovor biljaka na razliite patogene (Gopalan et al., 2024). Signalni put salicilne kiseline koji moZe
se aktivirati u prisustvu virulentnih, avirulentnih i nepatogenih mikroorganizama (Choudhary et al.,
2007). Gen nprl ima krucijalnu ulogu u odgovoru biljka na patogena i uspostavljanju sistemski
steCene rezistencije i indukovane sistemske rezistencije (Backer et al., 2019). Generalno, ekspresija
nprl gena moze zavisiti od veceg broja faktora. MoZe biti povecana izlaganjem biljaka razli¢itim
tipovima stresa, kao §to su fitopatogeni, susa ili salinitet (Gopalan et al., 2024). Pored toga, pokazano
je i da nivo SK varira u zavisnosti od vremena tokom kojeg su biljke izlagane stresu (Gopalan et al.,
2024). Dodatno, indukcija sistemske rezistencije zavisna od puta SK veoma se razlikuje u zavisnosti
od biljne i bakterijske vrste. Medutim singalni put SK nije nuzan put kojima PGPR dovode do
sistemske rezistencije, ve¢ se u biljnom odgovoru mogu aktivirati i signalni putevi jasmonic¢ne
kiseline i etilena (Choudhary et al., 2007). P. putida LSW17S dovodi do ISR kod Arabidopsis zavisnu
od signalnog puta jasmoni¢ne Kiseline (Van der Ent et al., 2009). Centralnu ulogu u signalnim
putevima JK i abscisinske kiseline (AK) ima myc2 gen i njegova ekspresija je povec¢ana kod biljaka
koje pokazuju ISR (Pozo et al., 2008). Kada je u pitanju AK, njena klju¢na uloga je u regulaciji biljnog
rasta 1 adaptaciji pre svega na abioticki stres, dok je njena uloga u odgovoru na patogene vrlo
kompleksna (Bordenave et al., 2013). AK signalni put moze ¢ak predstavljati ciljno mesto za efektore
koje sekretuje P. syringae (de Torres-Zabala et al., 2007). Medutim, uops$teno gledano, ishod
imunskog odgovora zavisi od veze izmedu odgovarajucih signalnih puteva i regulatornih elemenata
u promotorima gena ukljucenih u odbranu.
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2. Ciljevi rada

Predstavnici Pseudomonas syringae kompleksa vrsta predstavljaju veoma heterogenu i
najzastupljeniju grupu bakterijskih biljnih patogena, tako da je glavni cilj ovog istrazivanja
utvrdivanje osobina znacajnih za virulentni potencijal i mehanizama koji se mogu koristiti u njihovoj
bioloskoj kontroli.

Za realizaciju ovog cilja postavljeni su specifi¢ni ciljevi:

e Analiza genoma odabranih sojeva P. syringae pv. aptata izolovanih sa Secerne repe, sa
posebnim osvrtom na gene koji doprinose virulenciji;

e Utvrdivanje prisustva i aktivnosti Tip Ill sekretornog sistema kod odabranih sojeva P.
syringae pv. aptata i analiza sekretoma sojeva sa razli¢itim virulentnim potencijalom;

e lzolacija i identifikacija sojeva P. putida, kao agenasa za biokontrolu kroz kontakt-zavisnu
kompeticiju;

e Evaluacija biokontrolne aktivnosti posredovane Tip VI sekretornim sistemom P. putida i
uticaja ovog sistema na imunski odgovor Secerne repe.
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3. Materijal i metode

3.1. Bakterijski sojevi i plazmidi kori$é¢eni u ovom radu

U okviru istrazivanja kori$¢eno je 32 izolata P. putida izolovanih iz reka Sava i Dunav i Sest
sojeva P. syringae pv. aptata izolovanih sa SeCerne repe (Tabela 1). Pored izolata vrsta roda
Pseudomonas, korisc¢eni su sojevi Escherichia coli DH5a i E. coli 2013.

Tabela 1. Kolekcija Pseudomonas spp. kori§¢enih u studiji

Vrsta izolata Sifra izolata Poreklo izolata Godina izolacije
Pseudomonas putida S1/33 Sava (Jamena) 2018
Pseudomonas putida S2/6 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/7 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/13 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/14 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/20 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/27 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S2/32 Sava (Sremska Mitrovica) 2018
Pseudomonas putida S3/6 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/8 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/9 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/16 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/17 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/18 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S3/25 Sava (Sabac) 2018
Pseudomonas putida S4/3 Sava (Ostruznica) 2018
Pseudomonas putida S4/8 Sava (Ostruznica) 2018
Pseudomonas putida S4/13 Sava (Ostruznica) 2018
Pseudomonas putida D1/4 Dunav (Bezdan) 2018
Pseudomonas putida D1/8 Dunav (Bezdan) 2018
Pseudomonas putida D1/27 Dunav (Bezdan) 2018
Pseudomonas putida D2/24 Dunav (Bacg) 2018
Pseudomonas putida D2/25 Dunav (Bacg) 2018
Pseudomonas putida D2/27 Dunav (Bag) 2018
Pseudomonas putida D2/28 Dunav (Bag) 2018
Pseudomonas putida D2/29 Dunav (Bag) 2018
Pseudomonas putida D2/32 Dunav (Bac) 2018
Pseudomonas putida D3/18 Dunav (Slankamen) 2018
Pseudomonas putida D3/25 Dunav (Slankamen) 2018
Pseudomonas putida D4/22 Dunav (Novi Sad) 2018
Pseudomonas putida D5/32 Dunav (Beograd) 2018
Pseudomonas putida D5/33 Dunav (Beograd) 2018

Pseudomonas syringae pv. aptata P16 Seéerna repa (Sid) 2013
Pseudomonas syringae pv. aptata P17 Seéerna repa (Sid) 2013
Pseudomonas syringae pv. aptata P21 Seéerna repa (Curug) 2013
Pseudomonas syringae pv. aptata P23 Seéerna repa (Curug) 2013
Pseudomonas syringae pv. aptata P26 Seéerna repa (Curug) 2013
Pseudomonas syringae pv. aptata P93 Seéerna repa (Batko Dobro Polje) 2013
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U okviru studije kori$¢eno je 5 plazmida prikazanih u Tabeli 2.

Tabela 2. Plazmidi kori$éeni u studiji

Plazmid Karakteristike Referenca
PEX18Tc Vektor za kloniranje, TcR Hoang et al., 1998
pEXtssA-UP PCR produkt tssA-UP kloniran u pEX18Tc Ova studija
PEXtssA-UP-DOWN  PCR produkt tssA-DOWN kloniran u pEXtssA-UP Ova studija
pGEM-T Easy Vektor za kloniranje, AmpR Promega, SAD
pKNOCK Vektor za kloniranje, KmR Alexeyev et al., 1999

3.2. Medijumi za rast bakterija

King’s B medijum (KB)

Pepton 209
K2HPO4 1549
MgSO4 x 7 H20 159
Glicerol 10 ml
dH20 1000 ml

King’s B Agar medijum (KBA)

Pepton 209
K2HPO4 159
MgSO4 x 7 H20 159
Glicerol 10 mi
Agar 159
dH20 1000 mi

King’s B medijum sa selektivnim agensima (KBC)

King’s B gotova podloga 43g
Borna kiselina 100 mi
Cefaleksin 10 mg/ml
Nistatin 50 mg/L
dH20 900 ml

Minimalni medijum sa saharozom (engl. ,,hrp-inducing medium* — HIM) (pH 5,7)

KH2PO4 550
K2HPO4 159
(NH4)2S04 19
MgCl; 0,16 g
NaCl 0,19
Saharoza 3449
dH20 1000 ml
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Medijum za ispitivanje pokretljivosti (plivanje)

King’s B gotova podloga 1159
Glicerol 5ml
Agar 2549
dH20 1000 ml

Medijum za ispitivanje pokretljivosti (rojenje)

King’s B gotova podloga 23 g
Glicerol 10 ml
Agar 49
dH20 1000 ml

Luria-Bertani bujon (LB)

Tripton 109
NaCl 59
Ekstrakt kvasca 590
dH20 1000 ml

Luria-Bertani Agar (LA)

Tripton 109
NaCl 590
Ekstrakt kvasca 50
Agar 15¢
dH20 1000 mi

Modifikovani LA medijum sa saharozom

Tripton 109
Ekstrakt kvasca 59
Saharoza 200 g
Agar 109
dH20 1000 ml

Hranljivi agar sa saharozom (NSA)

Hranljivi bujon 259
Saharoza 509
Agar 15¢
dH20 1000 ml

Tripton soja bujon (TSB)

Kazein 20 g
Zuéne soli 15¢9
X-B D glukuronska kiselina 0,075¢
dH20 1000 ml
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Tripton soja agar (TSA)

Kazein 20 ¢
Zuéne soli I,5¢g
X-B D glukuronska kiselina 0,075¢
Agar 15¢
dH20 1000 ml

3.3. Priprema DNK biblioteka i sekvenciranje genoma P. syringae pv. aptata P16 i P21

Izolati P. syringae pv. aptata P16 i P21 gajeni su u King’s B medijumu (Titan Biotech Ltd.,
UK) i inkubirani 24h na 27 °C. Ekstrakcija DNK uradena je kori$¢enjem kita ZymoBIOMICS
Miniprep kit (Irvine, CA 92614, SAD). lIzolovana DNK je poslata u kompaniju CosmosID®
(Rockville, MD 20850, SAD) na sekvenciranje i anotaciju genoma. DNK biblioteke pripremljene su
koriséenjem Ion Xpress Plus Fragment Kit (Thermo Fisher, SAD), a kvantifikacija je izvrSena
primenom Qubit fluorometra (Thermo Fisher, SAD). Klonalna amplifikacija, preci§¢avanje i
nanoSenje DNK na Ion 540 chip (Thermo Fisher, SAD) su uradeni koris¢enjem lon Chef sistema
zajedno sa lon 540 Kit-Chef (Thermo Fisher, SAD). Fragmenti veli¢ine 200 bp su o¢itani upotrebom
lon S5 XL sistema (Thermo Fisher, SAD). Genomske sekvence P. syringae pv. aptata P16 i P21 su
deponovane u NCBI GenBank.

3.4. Anotacije genoma P16 i P21

Sirove sekvence trimovane su koris¢enjem programa BBDuK iz paketa BBtools v. 36.49, a
kvalitet oCitavanja parametra za trimovanje podesen je na 20 za testirane izolate (Bushnell, 2014).
Trimovani fastQ fajlovi su asemblirani koriS¢enjem ,,--careful* parametra u programu SPAdes v.
3.9.0, dok su podrazumevane vrednosti kori$¢ene za ostale parametre (Bankevich et al., 2012).
Rezultujuéi kontigenti su filtrirani na osnovu duzZine kori§¢enjem opcije ,,reformat u programu
BBtools v. 36.49, tako da su zadrzani samo kontigenti od najmanje 500 bp. Veli¢ine genoma P16 i
P21 su izraCunate na osnovu sirovih k-mer sekvenci 1 poredene sa sirovim sekvencama drugih P.
syringae sojeva dostupnih u NCBI bazi. Za izraCunavanje broja k-merova kori$c¢en je alat Jellyfish v.
2.2.6 (Marcais et al., 2011), a CheckM’s v. 1.0.13 je koris¢en za pravljenje dijagrama genoma (Parks
et al., 2015). Za anotaciju genoma kori$¢en je softver Prokka, u okviru kog je alat Prodigal (Hyatt et
al., 2010) korisc¢en za predikciju kodirajucih sekvenci i njihovo poredenje sa poznatim sekvencama u
okviru baza podataka: NCBI+ blastp, Uniprot, RefSeq i serije baza u okviru Hidden Markov modela
(HMM), ukljuéujuci Pfam i TIGRFAMs (Seemann, 2014). HMM je odraden koris¢enjem ,,hmmscan*
alata iz HMMER 3.1 paketa (Eddy, 2011). Kodirajuce sekvence su svrstane u razli¢ite grupe prema
njihovim ulogama u ¢eliji, u odnosu na klastere ortolognih grupa. (engl. ,,Clusters of orthologous
genes” — COGs; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). Za identifikaciju gena za antimikrobnu
rezistenciju i faktore virulencije koris¢en je Resfinder (Zankari et al., 2012), AMR i VFDB (Chen et
al., 2005). Geni za antimikrobnu rezistenciju i faktore virulencije su smatrani prisutnim ukoliko je
poklapanje nukleotida sa asembliranim genomom >90% i ukoliko je pokrivenost >60% duzine genske
sekvence.

3.5. Komparativna genomika

Genomske sekvence su poredene sa genomima drugih sojeva/patogenih varijeteta iz P.
syringae kompleksa vrsta (Prilog 1). Poredeni sojevi u najve¢oj meri pripadaju filogrupi 02, koja
obuhvata bliske srodnike P. syringae pv. aptata i sastoji se od sveprisutnih i virulentnih sojeva sa
izuzetnim potencijalom da izazivaju epidemije bolesti na biljnim domacinima. Osim sojeva iz
filogrupe 02, predstavnici filogrupa 01, 03, 04, 07, 09, 10 i 13 su takode ukljuceni u komparativne
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analize. Komparativna genomika obuhvatila je ANI (engl. ,,Average Nucleode Identity*) i Pangenom
analizu.

U okviru ANI analize statistika je raCunata za 102 genoma, kori$¢enjem paketa assembly-stats
(https://github.com/sanger-pathogens/assembly-stats). Komparacija genoma izvrsena je poredenjem
svakog soja sa svakim koriS¢enjem FastANI (Jain et al., 2018). Svi parovi sojeva su testirani
koris¢enjem metode ,,many to many* u okviru FastANI i kori§¢enjem opcije ,,-matrix“. Ranije studije
su pokazale da ANI vrednost 94% do 96% odgovara preporuc¢enoj grani¢noj od 70% vrednosti za
DNK-DNK hibridizaciju, koja predstavlja zlatni standard za svrstavanje sojeva u okviru iste vrste
(Konstantinidis & Tiedje, 2005; Meier-Kolthoff et al., 2014). Za vizuelizaciju dobijenih rezultata
korisc¢en je ANIclustermap v. 1.2.0 (https://github.com/moshi4/ANIclustermap).

Pangenom analiza je uradena upotrebom softvera Roary v. 3.13.0 (Page et al., 2015).
Prethodno anotirana 102 genoma u GFF formatu koris¢ena su kao ulazni fajlovi. Upotrebljene su
podrazumevane vrednosti svih parametara (Page et al., 2015), izuzev parametra ,,group limit* koji je
povecan na 60000 klastera. Za vizuelizaciju dobijenih rezultata koris¢ene su skripte roary_plots.py i
create_pan_genome_plots.R u okviru Roary paketa. Geni su klasifikovani kao ,,core” ukoliko su
prisutni u >99% genoma, a ,,soft-core* prisutni u 95-99%. ,,Shell“ geni prisutni su u 15-95%
analiziranih genoma, a ,,cloud* u manje od 15%. Filogenetsko stablo je konstruisano na osnovu engl.
»approximately maximum likelihood*“ metode u FastTree v. 2.1 programu (Price et al., 2010)
kori$éenjem fajla core _genome_alignment.aln. Pangenom je konstruisan na osnovu asembliranih
genoma 1 odreden je set gena prisutnih u svakom od njih. Taj set gena (izlazni fajl:
gene presence_abscence) je koriS¢en za analizu razlika u genima koji doprinose patogenosti P16,
P21 i drugih P. syringae sojeva. Geni koji kodiraju T3SS efektore su iskljuceni iz ove analize i
analizirani su nezavisno. Za vizuelizaciju kori$éen je alat Jupyter Notebook u okviru Phyton v. 3.8.10.
GView server (https://server.gview.ca, Petkau et al., 2010) je koris¢en za komparaciju P16 i P21 sa
genomom referentnog soja B728a (pristupna $ifra: NC_007005) i generisani su blast atlasi. Geni su
smatrani homologima ukoliko su ispunjene sledece grani¢ne vrednosti: 80% identi¢nosti, minimalna
duzina poravnatih sekvenci sa visokim stepenom podudaranja - HSP (engl ,,High-scoring pair*) 100
bp i oéekivana vrednost 1e 0.

3.6. Identifikacija efektora T3SS u genomima P. syringae

Efektori T3SS za 102 genoma identifikovani su analizom koja se zasniva na maSinskom
ucenju (https://effectidor.tau.ac.il/) (Wagner et al., 2022). U server su uno$ena po dva ulazna fajla u
FASTA formatu za svaki genom: anotirani genom i fajl sa poznatim efektorima predvidenim
anotacijom. Mera senzitivnosti i specifi¢nosti sa kojom softver masinskog ucenja moze da klasifikuje
komponente skupa u dve jasno odvojene kategorije predstavlja AUPRC (Area Under the Precision-
Recall Curve) vrednost. Za identifikaciju efektornih proteina grani¢na vrednost AUPRC iznosila je
0,5. U cilju validacije rezultata sekvence identifikovanih efektora su uporedene sa poznatim
sekvencama u NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

3.7. Analiza sekretoma P. syringae

Analiza sekretoma radena je u sekretornim uslovima (HIM medijum) i nesekretornim (KB
medijum). Po 50 ml bakterijske kulture sest P. syringae sojeva gajeno je do ODe0o=0,15 uz Sejkiranje
(180 rpm) tokom 6 h. Zatim su suspenzije centrifugirane 10 min (6346 rpm) na sobnoj temperaturi.
Supernatanti su profiltrirani dva puta kroz filtere dimenzija pora 0,22 um (Millipore, Francuska).
Proteini su precipitirani dodatkom trihlorsiréetne kiseline (10%) i inkubirani preko no¢i na 4 °C.
Nakon toga epruvete sa precipitiranim proteinima su centrifugirane 30 min (5979 rpm, 4 °C). Pelet
je ispran dva puta sa 5 ml ledeno hladnog acetona. Osuseni peleti su rastvoreni u 500 ul pufera za
resuspendovanje (1 M Urea u 100 mM amonijum bikarbonatu (ABC) + 5 mM Tris (2-
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karboksietil)fosfin (TCEP)) i stavljeni 20 s u ultrazvu¢no kupatilo (Hielscher Ultrasound Technology,
Nemacka). Za redukciju proteina nakon dodavanja TCEP reakcija je inkubirana 30 min na 37 °C,
nakon Cega je sledila alkilacija jodoacetamidom (10 mM) tokom 30 min na 25 °C u mraku. Za
digestiju proteina dodat je 1 ug tripsina (Sequencing grade Modified Trypsin, Promega, SAD) i uzorci
su inkubirani preko no¢i na 30 °C. Nakon digestije uzorci su acidifikovani 1.5% (v/v)
trifluorosiréetnom kiselinom (TFA) i pre¢iséeni koris¢enjem C18 Micro Spin kolona (Harvard
Apparatus, SAD) prema uputstvima proizvodaca.

Baza podataka kori$¢ena za analizu proteoma obuhvatala je listu proteina soja P. syringae pv.
aptata ICMP459 (Uniprot pristupna sifra UP000050439), koji je takode izolovan sa SeCerne repe.
Proteinske sekvence T3SS efektora iz proteoma Cetiri P. syringae pv. aptata soja dostupnih u Uniprot
bazi (Sifra soja G733 — pristupna Sifra UP000271836; ICMP11935 — UP000274315; ICMP4388 —
UP000274541 i DSM50252 — UP000005484) i efektora drugih P. syringae patogenih varijeteta
preuzeti su iz baze efektora www.pseudomonas-syringae.org (P. syringae pv. syringae B728a -
UP000247706, P. syringae pv. tomato DC3000 - UP000002515, P. syringae pv. theae ICMP3934 -
UP000282636, P. syringae pv. phaseolicola 1448A - UP000000551, P. syringae pv. maculicola
ES4326 - UP000003811, P. amygdaly (prethodno syringae) pv. tabaci ICMP2835 - UP000050478,
P. syringae pv. spinaciae ICMP16929 - UP000050384 i P. syringae pv. cilantro 81035 -
UP000037891).

3.8. Precis¢avanje pilusnih proteina Tip 111 sekretornog sistema

Prekonoéne kulture soja P. syringae pv. aptata P17 gajene su u sekretornim i nesekretornim
uslovima. Po 50 ml kultura centrifugirano je 8 min (5183 rpm, 4 °C). Peleti su resuspendovani u 800
ul 20 mM Tris-HCI pufera (pH 7,5), $to dovodi do otkidanja pila. Resuspendovani pelet je prebacen
u Eppendorf tube zapremine do 2 ml i centrifugiran 6 min (5979 rpm, 4 °C). Supernatant koji sadrzi
pile prebacen je u Eppendorf tube zapremine do 1,5 ml i centrifugiran 1 h (4632 rpm, 4 °C). Pelet je
resuspendovan u 65 ul 1 x SDS ,,protein loading* pufera (Laemmli, 1970). Uzorci su ¢uvani na -20
°C.

3.9. Natrijum dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Elektroforeza je vrSena na 15% gelu za razdvajanje proteina koji je sadrzao 5 ml 30%
akrilamida, 2,16 ml dH-0O, 2,5 ml Tris-HCI pufera (pH 8.8), 400 ul 10% natrijum dodecilsulfata
(SDS), 75 ul 10% amonijum-persulfata (APS) i 40 ul tetrametiletilendiamina (TEMED). Gel je
razliven u kalup dodat je 1 ml izopropanola. Nakon 30 min polimerizacije, gel je ispran destilovanom
vodom radi uklanjanja izopropanola i nepolimerizovanog akrilamida. Gel koji je naliven preko gela
za razdvajanje proteina sadrzao je 1,16 ml 30% akrilamida, 2,56 ml dH20O, 1,16 ml 0,5 M Tris-HCI
pufera pH 6,8, 600 ul 10% SDS, 25 ul 10% APS i 20 ul TEMED. Nakon polimerizacije gela, u bunare
je nalivano po 7,5 ul uzorka pomesanog sa 7,5 ul 2X pufera (100 mM Tris-HCI pH 6,8; 4% SDS;
0,2% brom-fenol plava; 20% glicerol; 200 mM B-merkaptoetanol). Za elektroforezu koriséen je 1X
Tris-Glicin pufer (3,02 g Tris, 18,08 g glicin, 10 ml 10% SDS, 1 | dH20). Elektroforeza je trajala 2
h, pri naponu od 140 V i struji od 30 mA. Nakon toga, gel je obojen potapanjem u rastvor koji je
sadrzao 0,125% boje Coomaasie briliant blue R-250, 45% metanola i 10% glacijalne siréetne kiseline.
Bojenje je trajalo 45 minuta, a zatim je gel odbojavan do pojave traka koris¢enjem rastvora koji je
sadrzao 20% metanola 1 10% glacijalne sircetne kiseline.
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3.10. Elektronska mikroskopija

Po 10 ml prekonoénih kultura P. syringae pv. aptata P17 gajeno je u sekretornim i
nesekretornim uslovima. Formvarom prekriveni bakarni gridovi (Plano, S162-3, 300 mesh) su
hidrofilizovani koris¢enjem PELCO easyGlow™ Glow Discharge Cleaning System (SAD). Po 5 ml
¢elijske suspenzije naneto je na gridove i inkubirano 1 min, a viSak te¢nosti je uklonjen koris¢enjem
Whatman celuloznog filter papira. Uradeno je negativno bojenje gridova koriS¢enjem 2% uranil
acetata i ispiranje destilovanom vodom. Celije su posmatrane i uslikane pod JEM-1400 elektronskim
mikroskopom (JEOL, Japan) na 100 kV. Odredivanje duzine i dijametra flagela 1 T3SS pila je uradeno
u ImageJ softveru (Schneider et al., 2012).

3.11. Testovi pokretljivosti

Prekono¢ne kulture P. syringae pv. aptata gajene su na 30 °C uz Sejkiranje u KB medijumu,
a zatim su razblaZene u svezem medijumu do ODe0o~0,3, §to priblizno odgovara 2 x 108 CFU/ml
(engl. ,,colony forming units“). Za ispitivanje sposobnosti plivanja sojeva kori§¢en je 50% KB
medijum sa 0,25% agara, a za ispitivanje sposobnosti rojenja nerazblazeni KB koji je sadrzao 0,4%
agara (Hockett et al., 2013). Sterilni vrh nastavka za pipete (do 10 ul) uronjen je u bakterijsku
suspenziju i zatim zaboden do polovine dubine hranljive podloge za ispitivanje sposobnosti plivanja.
Za ispitivanje sposobnosti rojenja, po 3 ul bakterijskih suspenzija nakapano je na sredinu
odgovarajuce podloge. Svi eksperimenti uradeni su u triplikatu. Nakon 24 h inkubacije u mraku na
sobnoj temperaturi, rezultati su analizirani u ImageJ softveru (Schneider et al., 2012).

3.12. Bioinformaticke analize sekretoma P. syringae pv. aptata

Za identifikaciju potencijalnih efektora T6SS, proteom P. syringae pv. aptata P21 je
analiziran koris¢enjem Bastion6 web servera (Wang et al., 2018), iskljucujuci proteine manje od 50
i ve¢e od 5000 aminokiselina. Proteini ¢iji je Bastion6 skor >0,7 smatrani su potencijalnim efektorima
T6SS. Mapiranje asembliranog genoma P. syringae pV. aptata P21
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF _018530765.1), uradeno je koris¢enjem CGView web
servera (Grant & Stothard, 2008). Predikcija operona uradena je u Operon-Mapper web serveru
(Taboada et al., 2018) na osnovu genomske sekvence P21.

3.13. Izolacija bakterija iz vode — uzorkovanje i membranska filtracija

Uzorci vode prikupljeni su sterilnim staklenim bocama zapremine 500 ml sa 30 cm dubine.
Odmah po uzorkovanju transportovane su u laboratoriju u pokretnom frizideru radi spreavanja
daljeg razmnoZavanja bakterija u uzorcima. Nakon transporta radena je membranska filtracija
uzoraka koja podrazumeva filtriranje vode kroz celulozno-nitratne membranske filtere sa porama
pre¢nika 0,45 pul (Millipore, Francuska), uz pomo¢ vakuum pumpe (Pumpentyp Siehe Untersiele
Pumpe, Nemacka). Filteri su postavljani na selektivnu KBC podlogu i inkubirani na 23 °C.

3.14. l1zolacija genomske DNK Pseudomonas spp. izolata

Izolacija genomske DNK Pseudomonas spp izolata poreklom iz reka Sava i Dunav radena je
na dva nacina. Prekonoc¢ne kulture izolata gajene su u KB medijumu preko noc¢ina 30 °C uz Sejkiranje
(180 rpm). Nakon inkubacije, po 1 ml kultura je centrifugiran 5 min (13000 rpm). Talog je
resuspendovan u 567 ul TE pufera (10 mM Tris-Hcl, 1ImM EDTA, pH 8,0), uz dodatak proteinaze K
(100 pg/ml) i SDS (0,5%). Reakcija je inkubirana 30 min na 37 °C. Dodato je 100 ul 5M NaCl, 300
ul 3% CTAB + PVP pufera i inkubirano 20 min na 65 °C. Zatim je dodato 800 ul hloroforma i
centrifugirano 10 min (13000 rpm). Supernatantu je dodata 1/10 zapremine 3M Na-acetata (pH 5,0)
i jednaka zapremina ledeno hladnog izopropanola. Zatim su tubice centrifugirane 15 min (13000
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rpm). Talog je ispran sa 1 ml 96% ledeno hladnog etanola. Nakon ponovnog centrifugiranja 10 min
(13000 rpm), te¢na faza je odlivena i talog je susen u inkubatoru na 37 °C u trajanju od 30 min. Zatim
je talog resuspendovan u 50 ul TE pufera sa dodatkom RNaze (200 pug/ml). Nakon inkubacije 15 min
na 37 °C eluirana DNK c¢uvana je na -20 °C.

Drugi nalin izolacije genomske DNK podrazumevao je upotrebu kita Quick DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo Research, SAD), prema protokolu proizvodaca.

3.15. Molekularna identifikacija P. putida i detekcija gena T6SS

Za identifikaciju izolata koji pripadaju vrsti P. putida i detekciju gena za T6SS radena je PCR
metoda. Korisc¢en je aparat Microcycler (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Radena je amplifikacija
repetitivnih ekstragenskih sekvenci (REP), gena za 16S rRNK, tssA i tagB1 gena T6SS. Za pravljenje
reakcionih smesa koris¢en je KAPA Taq Miks (KAPA Biosystems, Velika Britanija) (Tabela 3). Sve
sekvence umnozavane su uz upotrebu odgovarajuéih prajmera (Tabela 4).

Tabela 3. Koncentracije/zapremine sastojaka reakcionih PCR smesa

Taq Taq dNTP PCR

polimeraza MgCl, Buffer Mix  Prajmeri voda DNK
Amplifikoni (V) (mM) A (mM) (nM) (YD)} (YD)}
REP sekvence 1 15 2X 0,1 600 1455 2
gen za 16S rRNK 0,75 2 1X 0,63 400 19,65 1,5
tssA i tagB1 2,5 1,5 1X 0,2 250 17,75 1

Kori$¢eni su slede¢i PCR programi za amplifikaciju:

- REP sekvence

Inicijalna denaturacija na 94 °C, 3 min; 25 ciklusa denaturacije na 94 °C 1 min, hibridizacije na 69
°C 1 min, elongacije na 70 °C 10 min; finalna elongacija na 70 °C 10 min.

- gen za 16S rRNK

Inicijalna denaturacija na 95 °C, 5 min; 33 ciklusa denaturacije na 95 °C 1 min, hibridizacije na 50
°C 1 min, elongacije na 72 °C 1 min; finalna elongacija na 72 °C 7 min.

- tssA i tagB1 geni

Inicijalna denaturacija na 95 °C, 1 min; 30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30s, hibridizacije na 60 °C
30 s, elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacija na 72 °C 5 min.

3.16. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznom gelu

Agarozni gelovi (1%) su koriS¢eni za horizontalnu elektroforezu DNK i odredivanje veli€ine
fragmenata PCR produkata. Gelovi su pravljeni rastvaranjem 2,4 g agaroze (Serva, Nemacka) u 240
ml 0,5 x TBE pufera (45 mM Tris, 45 mM borna kiselina, 1 mM EDTA pH 8,3), uz dodatak etidijum-
bromida (0,4 pg/ml). Isti pufer korisc¢en je i za elektroforezu. Po 5 ul uzorka pomesano je sa 1,5 pl
boje (Gel Loading Dye Purple 6X, New England Biolabs, SAD). Elektroforeza je radena pri naponu
od 90 V i amperazi od 300 mA, u trajanju od 1h i 30 min. Za vizuelizaciju DNK kori$¢en je UV
transiluminator (LKB Bromma, Svedska). Veli¢ina DNK fragmenata odredivana je poredenjem sa
DNK markerom 100 — 3000 bp (Nippon Genetics, Nemacka).
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Tabela 4. Lista prajmera kori§¢enih u studiji sa sekvencama i veli¢inom produkata

N§2|v Sekvenca prajmera (5'-3") Referenca
prajmera
REPC GTAGGAGCGGGTTTACCCGCGAA Aranda-Ormedo etal.
27F GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG Edwards et al.. 1989,
1523R AGGAGGTGATCCAGCCG ’
tssA_F GAAGAGGTCACTCGGTTGCT
tssA_R GGCAATGGCCTCTTCATAGA
tagX1l F ATCAAGCTGCGTAGCCAAAC
tagX1_R ACCGAGTCGTCGGGAAGT
1A001 22aaaaaagcttGCTTCGCTTACGCTGCAGC
IA002 aaaaaatctagaGAGCCTCGATGAATCAAATATGGACGC
IA003 aaaaaatctagaCTACCACCGACATGTGCTTCG
IA004 aaaaaagaattctGGAAAGTTCTTTGCGTCATATAGGCC
IA005 GAAGCGGCACCAGCACGAG Ova studiia
IA006 CTACCCGTGAGACGCCCTG
IA007 ATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAACAAGC
IA008 CTCTACACCGTTGATGTTCAAAGAGC
IA071 aaaaaatctagaAACTGCCAGCACTGGGGATGC
IA072 aaaaaactcgagGGAAACGGTGCAGCTGGACACG
IA093 TCATCGAGGCTCCTGATCCTTG
I1A094 GTGTTCCGCTTCCTTTAGCAGC
AMO009 GCCTCGCAGAGCAGGATTCC
AMO010 GGCTTGTTGTCCACAACCG
M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Messing & Vieira, 1982
M13R CAGGAAACAGCTATGAC ’
RT-16SE-F GCAACGCGAAGAACCTTA
RT-16SE-R AACCCAACATCTCACGACAC
Wang et al., 2018
RT-hcp-F TGATGCGGGCAAAGTTGAAG
RT-hcp-R CGACATGGAAGAAGTGGTGG
NPR1BVF TCATGAAGCTTGTCGTCCTG I
Desoignies et al., 2013
NPR1BVR ATACACCTTGCCAGCAATCC
BvMYC2-F AGTGAGCTTGACGTGCAGTA
BvMYC2-R CCCCTCATCTGCCTCAAGAAATAC
BvLOX-F ATCGGCAGTTGAGTGCAATG
Zhao et al., 2023
BvLOX-R CTGCCATTCCCCTGCTTACA
BVNCED-F AGGAACAAACTGGGGAGGAAAA
BVNCED-R TCCCAATTGATCTCATCGTGC
25RNK_F AGACAAGAAGGGGCAACGAG
= Cui et al., 2022
25RNK_R CACATTGGACGGGGCTTTTC
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3.17. Metode za konstrukciju mutanta P. putida S2/27 sa deletiranim/inaktiviranim tssA
genom

U cilju dobijanja mutanta S2/27 AtssA, radene su dve razli¢ite metode:
(1) metoda posredovana dvostrukom homologom rekombinacijom, koja se zasniva na zameni gena sa
hromozoma kopijom mutiranog gena sa plazmida (Hmelo et al., 2015)
(1) inserciona mutageneza, zasnovana na inserciji suicidnog vektora u okviru gena od interesa
(Alexeyev et al., 1999)

3.17.1. Metoda posredovana dvostrukom homologom rekombinacijom

e Priprema inserata za kloniranje

Fragment veli¢ine 710 bp koji se nalazi uzvodno od tssA gena (tssA-UP) P. putida S2/27
obuhvata deo tssM gena od 1-702 nt i kraj tssA gena od 1451-1463 nt (5°-3° smer) i umnozen je PCR
metodom uz kori$¢enje prajmera IA001 i IA002 (Tabela 4). Fragment veli¢ine 718 bp koji se nalazi
nizvodno od tssA gena (tssA-DOWN) obuhvata ceo tagO gen i pocetak tsSA gena (1-13 nt, 5°- 3°)
umnozen je korisS¢enjem IA003 1 IA004 prajmera (Tabela 4). Kao matrica koris¢ena je ukupna DNK
izolata P. putida S2/27. Reakcione smese sadrzale su: 25 pl 2X DreamTaq MasterMix (Thermo
Fisher, SAD), 21 ul Dnase/Rnase Free Water (Thermo Fisher, SAD), po 200 nM svakog od prajmera
I 2 pl DNK. Za umnozavanje zeljenih fragmenata koris¢en je aparat MiniAmp Thermal Cycler
(Thermo Fisher, SAD), prema slede¢em programu za tssA-UP: inicijalna denaturacija na 95 °C, 1
min; 34 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s, hibridizacije na 59 °C 30 s, elongacije na 72 °C 1 min;
finalna elongacija na 72 °C 5 min. Za fragment tssA-DOWN amplifikacija je radena prema programu:
inicijalna denaturacija na 95 °C, 1 min; 30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s, hibridizacije na 60 °C
30 s, elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacija na 72 °C 5 min. UmnozZeni fragmenti precisc¢eni su
koris¢enjem kita GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher, SAD). Nakon precis¢avanja,
koncentracije DNK su izmerene na Nanodrop 2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD).

e lzolacija plazmidne DNK iz E. coli DH5a pEX18Tc

Prekono¢ne kulture E. coli DH5a pEX18Tc inkubirane su 16 h na 37 °C uz Sejkiranje (180
rpm). Po 10 ml prekono¢nih kultura kori§¢eno je za izolaciju plazmida pEX18Tc koris¢enjem kita
Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England BioLabs, SAD), prema protokolu proizvodaca.
Koncentracije izolovanih plazmida izmerene su na Nanodrop 2000 spektrofotometru (Thermo Fisher,
SAD).

¢ Kloniranje inserata tssA-UP i tssA-DOWN u plazmid pEX18Tc

Za restrikcionu digestiju plazmida pEX18Tc i inserta tssA-UP postavljena je sledeca reakcija:
25 ul pEx18Tc (272 ng/ul) ili tssA-UP (99,7 ng/ul), 3 pl 10 x NEBuffer (New England Biolabs,
SAD), 1 pl restrikcionog enzima Hindlll (New England Biolabs, SAD) i 1 pl restrikcionog enzima
Xbal (Thermo Fisher, SAD). Kao negativna kontrola, postavljena je ista reakcija koja je umesto
inserta sadrzala istu zapreminu DNase/RNase Free vode (Thermo Fisher). Reakcije su inkubirane 3
h na 37 °C. Nakon inkubacije, ¢itava reakcija digestije plazmida nalivena je u bunar 1% agaroznog
gela. Elektroforeza je uradena u trajanju od 1 h i 45 min prema prethodno navedenom protokolu.
Digerirani plazmid je zatim preciSéen iz gela koriS¢enjem Zymoclean Gel Recovery kita
(ZymoBiomics, SAD). Za precis¢avanje digeriranog inserta koris¢en je GeneJET PCR Purification
Kit (Thermo Fisher, SAD). Koncentracije pre¢is¢ene DNK izmerene su na Nanodrop 2000
spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD). Zatim je postavljena reakcija ligacije u odnosu insert:vektor
= 4:1. Za izraCunavanje molarnih  koncentracija  koriS¢en je  NEBioCalculator
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/dsdnaamt). Na osnovu molarnih koncentracija postavljena je
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reakciona smesa koja je sadrzala 10 pl digeriranog i pre¢is¢enog plazmida pEX18Tc (113 ng/ul), 7
ul digeriranog i precis¢enog inserta (74 ng/ul), 2 ul 10 x Ligation Buffer (Promega, SAD) i 1 pl T4
DNA Ligase (Promega, SAD). U negativnoj kontroli dodata je DNase/RNase Free voda (Thermo
Fisher, SAD) umesto inserta. Reakcije su inkubirane preko no¢i na 4 °C. Dalje je za kloniranje tssA-
DOWN koris¢en dobijeni plazmid pEX18Tc u koji je prethodno ukloniran uzvodni fragment od tssA
gena (pEX18Tc-tssA-UP). Reakcija digestije plazmida postavljena je na slede¢i nadin: 25 pul
PEX18Tc-tssA-UP (621,7 ng/ul), 3 ul 10 x NEBuffer (New England Biolabs), po 1 ul restrikcionih
endonukleaza EcoRI (New England Biolabs) i Xbal (Thermo Fisher). Ista zapremina pufera i
restrikcionih enzima koris¢ena je i za digestiju 25 ul umnozenog tssA-DOWN fragmenta (141,9
ng/ul). Reakcije su inkubirane 3 h na 37 °C. Digerirani plazmid pEX18Tc-tssA-UP je precis¢en nakon
elektroforeze koja je trajala 1 h i 45 minuta pri naponu od 90 V. Za precis¢avanje digeriranog
plazmida koris¢enjen je Zymoclean Gel Recovery Kit (Zymo Research, SAD). Za preciscavanje
digeriranog inserta koris¢en je GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher, SAD). Koncentracije
prec¢is¢ene DNK izmerene su na Nanodrop 2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD). Zatim je
postavljena reakcija ligacije u odnosu insert:vektor = 4:1. Ligaciona reakcija je sadrzala 11,5 pl
digeriranog i precis¢enog plazmida pEX18Tc-tsSA-UP (163,4 ng/ul), 5,5 ul digeriranog i pre¢iséenog
inserta tssSA-DOWN (134,2 ng/ul), 2 pl 10x Ligation Buffer (Promega, SAD) i 1 ul T4 DNA Ligase
(Promega, SAD). Kao negativna kontrola, postavljena je ista reakcija koja je umesto inserta sadrzala
istu zapreminu DNase/RNase Free Water (Thermo Fisher, SAD). Reakcije su inkubirane preko no¢i
na4 °C.

e Transformacija E. coli DHSe plazmidom pEX18Tc-tssA-UP-DOWN i provera
transformanata

Kompetentne ¢elije E. coli DH5a su pripremljene prema prethodno opisanom protokolu. Po
100 ul kompetentnih celija pomeSano je sa 10 pl ligacione smeSe ili negativne kontrole.
Transformacija je radena temperaturnim Sokom. Kompetentne ¢elije su inkubirane sa DNK na ledu
30 min, zatim na 42 °C 30 s i ponovo na ledu 5 min. Nakon toga u Ependorf tube je naliveno po 900
ul LB medijuma i sledila je inkubacija na 37 °C u trajanju od 1 h. Celije su centrifugirane 5 min (5000
rpm) i talog je resuspendovan u 50 pl svezeg LB medijuma. Suspenzije su utrljane na LA podlogu
koja je sadrzala tetraciklin u koncentraciji 10 pg/ml. Kao kontrola antibiotika, utrljana je suspenzija
koja je sadrzala samo kompetentne ¢elije. U cilju provere transformanata, izrasle kolonije su testirane
na prsustvo inserta. KoriS¢eno je dva para prajmera: M13F, M13R; IA003, IA004. PCR smeSa
sadrzala je 10 pl 2X DreamTaq MasterMix (Thermo Fisher, SAD), 6 pl Dnase/Rnase Free Water
(Thermo Fisher, SAD) i po 500 nM odgovaraju¢ih prajmera. Sterilnim nastavkom deo kolonije
potencijalnog transformanta, prenet je u tubicu sa PCR smesom. Koris¢en je slede¢i PCR program sa
M13 prajmerima: inicijalna denaturacija na 95 °C, 1 min; 30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s,
hibridizacije na 49 °C 30 s, elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacija na 72 °C 5 min. Isti PCR
program koriS¢en je i za umnozavanje fragmenata sa IA003 i IA004 prajmerima, uz razliku u
temperaturi hibridizacije koja je iznosila 60 °C. Zatim je uradena elektroforeza prema opisanom
protokolu i umnoZeni fragmenti su vizuelizovani na transiluminatoru (LKB Bromma, Svedska). U
cilju finalne potvrde transformanta, uradena je izolacija plazmida koris¢enjem kita Monarch Plasmid
Miniprep Kit (New England BioLabs, SAD). Koncentracija izolovanog plazmida izmerena je na
Nanodrop 2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD) i podeSena na 75 ng/ul. PomeSano je po 5
pl plazmidne DNK sa 5 pl 5uM M13F/M13R prajmera. Uzorci su poslati na sekvenciranje u
kompaniju Eurofins (Austrija).
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e Prvi dogadaj homologe rekombinacije kod P. putida S2/27

Prekono¢ne kulture donora (E. coli DH5a-pEX18-Tc-tssA-UP-DOWN), helpera (E. coli
2013) i recipijenta (P. putida S2/27) gajene su u LB medijumu 16 h, uz Sejkiranje (180 rpm).
Medijumu u kom je gajen donor dodat je tetraciklin (10 pg/ml), a helper je gajen uz prisustvo
kanamicina (100 pg/ml). Temperatura inkubacije donora i helpera iznosila je 37 °C, a recipijenta 30
°C. Nakon inkubacije, radena je konjugacija. Suspenzije su centrifugirane 5 min (5000 rpm). Nakon
ispiranja od antibiotika, talog donora je resuspendovan u 100 pl LB medijuma. Dobijena suspenzija
je korisc¢ena zatim za resuspendovanje helpera i na kraju recipijenta. Pomesane kulture nakapane su
na neselektivnu LA podlogu i inkubirane 4 h na 30 °C. Nakon inkubacije, ezom je skinut bakterijski
tepih i resuspendovan u 1 ml LB medijuma. Selekcija merodiploida vrsena je koris$¢enjem LA
podloge koja je sadrzala tetraciklin (20 pg/ml) i triklosan (25 pg/ml). Dodatno, provera merodiploida
radena je colony PCR metodom koriS¢enjem 2 para prajmera: 1A005 i 1A006; IA007 i 1A008.
Reakciona smeSa je sadrzala 10 pl 2X DreamTagq MasterMix (Thermo Fisher, SAD), 6 pl
Dnase/Rnase Free Water (Thermo Fisher, SAD), po 500 nM odgovarajuéih prajmera i deo kolonije
potencijalnog merodiploida. Za oba para prajmera koriS¢en je isti PCR program: inicijalna
denaturacija 95 °C, 1 min; 30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s, hibridizacije na 62 °C 30 s,
elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacija na 72 °C 5 min. Elektroforeza je radena prema opisanom
protokolu.

e Drugi dogadaj homologe rekombinacije kod P. putida S2/27

Merodiploidi su inkubirani u LB medijumu 1 h na 30 °C. Zatim je suspenzija utrljana na
modifikovani LA medijum sa saharozom. Narednog dana izrasle kolonije presejane su na LA podlogu
sa dodatkom Tc (10 pg/ml) i LA podlogu bez selekcije. Za kolonije koje su izgubile rezistenciju na
Tc raden je colony PCR sa prajmerima IA005 1 IA006 koriS¢enjem navedene reakcione smese i PCR
programa. Umnozeni fragmenti vizuelizovani su na 1% agaroznom gelu nakon elektroforeze.

3.17.2. Inserciona mutageneza

e UmnozZavanje unutrasnjeg fragmenta tssA gena

Unutrasnji fragment tssA gena od 489. do 1437. nukleotida u 5’-3” smeru umnozen je iz
genomske DNK P. putida S2/27 PCR metodom. Koris¢eni su prajmeri IA071 i IA072 (Tabela 4).
Reakciona smesa sadrzala je: 10 pl 2X DreamTaq MasterMix (Thermo Fisher, SAD), 6 pl
Dnase/Rnase Free Water (Thermo Fisher, SAD), po 500 nM svakog od prajmera i 2 pl DNK. Podesen
je sledeci program: inicijalna denaturacija na 95 °C, 1 min; 30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s,
hibridizacije na 60 °C 30 s, elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacijana 72 °C 5 min. PCR produkti
su vizuelizovani na 1% agaroznom gelu nakon elektroforeze. Kori$¢en je FastGene marker od 100-
3000 bp (Nippon Genetics, Nemacka).

¢ Kloniranje unutras$njeg fragmenta tssA gena u vektor pKNOCK-Km

Za restrikcionu digestiju plazmida pKNOCK-Km i inserta postavljene su sledece reakcije: 25
pul pKNOCK-Km plazmida (100 ng/uL) ili inserta tssA (100 ng/uL), 3 pl Thermo Scientific 10X
Buffer Y, 1 ul restrikcionog enzima Xhol (Promega, SAD) i 1 pl restrikcionog enzima Xbal (Thermo
Fisher, SAD). Smesa je inkubirana 3 h na 37 °C. Citava reakcija digestije plazmida nalivena je u
bunar 1% agaroznog gela i uradena je elektroforeza. Koris¢en je FastGene marker od 100-3000 bp
(Nippon Genetics, Nemacka). Digerirani plazmid je zatim preciS¢en iz gela koriS¢enjem GeneJET
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher, SAD). Za precis¢avanje digeriranog inserta koriséen je GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Fisher, SAD). Koncentracije preciS¢ene DNK izmerene su na
Nanodrop 2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD). Reakcija ligacije postavljena je u odnosu
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insert:vektor = 4:1. Na osnovu molarnih koncentracija napravljena je reakciona smesa koja je sadrzala
40 fM digeriranog i precis¢enog plazmida pKNOCK-Km, 160 fM digeriranog i preciS¢enog inserta,
2 pl 10x Ligation Buffer (Promega, SAD) i 1 ul T4 DNA Ligase (Promega, SAD). Kao negativna
kontrola, postavljena je ista reakcija koja je umesto inserta sadrzala istu zapreminu DNase/RNase
Free Water (Thermo Fisher, SAD). Reakcije su inkubirane preko no¢i na 4 °C.

e Transformacija E. coli DH5a plazmidom pKNOCK-Km i provera transformanata

Kompetentne ¢elije E. coli DHS5a pripremljene su prema prethodno opisanom protokolu. Po
100 pl kompetentnih celija pomesano je sa 10 ul ligacione smeSe ili negativne kontrole.
Transformacija je radena temperaturnim Sokom. Kompetentne ¢elije su inkubirane sa DNK na ledu
30 min, zatim na 42 °C 30 s i ponovo na ledu 5 min. Nakon toga u Ependorf tube je naliveno po 900
ul LB medijuma i sledila je inkubacija na 37 °C u trajanju od 1 h. Celije su centrifugirane 5 min (5000
rpm) i talog je resuspendovan u 50 pl svezeg LB medijuma. Suspenzije su utrljane na LA podlogu
koja je sadrzala kanamicin u koncentraciji 100 pg/ml. Kao kontrola antibiotika, utrljana je suspenzija
koja je sadrzala samo kompetentne celije.

e Konjugacija i provera transkonjuganata

Prekonoéne kulture donora (E. coli DH5a-pKNOCK-Km), helpera (E. coli 2013) i recipijenta
(P. putida S2/27) gajene su u LB medijumu 16 h, uz $ejkiranje (180 rpm). Medijumu u kom su gajeni
donor i helper dodat je kanamicin (100 pg/ml). Temperatura inkubacije donora i helpera iznosila je
37 °C, a recipijenta 30 °C. Nakon inkubacije, suspenzije su centrifugirane 5 min (5000 rpm). Zatim
su isprane od antibiotika i talog donora je resuspendovan u 100 pl LB medijuma. Dobijena suspenzija
je koriS¢ena za resuspendovanje helpera i na kraju recipijenta. Pomesane kulture nakapane su na
neselektivnu LA podlogu i inkubirane 4 h na 30 °C. Nakon inkubacije ezom je skinut bakterijski tepih
i resuspendovan u 1 ml LB medijuma. Selekcija transkonjuganata vrsena je koris¢enjem LA podloge
koja je sadrzala kanamicin (100 pg/ml) i triklosan (25 pg/ml). Nakon konjugacije radena je
colonyPCR metoda za proveru transkonjuganata. PCR smeSa sadrzala je 10 pl 2X DreamTaq
MasterMix (Thermo Fisher, SAD), 6 ul Dnase/Rnase Free Water (Thermo Fisher), po 500 nM
prajmera AM009 1 AMO10 (Tabela 4). Mesto integracije plazmida provereno je koris¢enjem IA093 1
I1A094 prajmera (Tabela 4). Sterilnim nastavkom deo kolonije potencijalnog transformanta, prenet je
u tubicu sa PCR smesSom. KoriS¢en je slede¢i PCR program: inicijalna denaturacija na 95 °C, 1 min;
30 ciklusa denaturacije na 95 °C 30 s, hibridizacije na 54 °C (AM009 i AM010) / 55°C (1A093/1A094)
30 s, elongacije na 72 °C 30 s; finalna elongacija na 72 °C 5 min. Amplikoni su naliveni u bunare 1%
agaroznog gela i uradena je elektroforeza. Koris¢en je marker od 100-3000 bp (Nippon Genetics,
Nemacka).

3.18. Priprema kompetentnih ¢elija E. coli DH5a i transformacija plazmidom koji omogucava
a-komplemetaciju lacZ gena

Prekono¢na kultura E. coli DH5a gajena na 37 °C uz Sejkiranje (180 rpm) razblazena je 100
X u LB medijumu i inkubirana do dostizanja ODeoo 0,5. Nakon toga, 50 ml kulture je centrifugirano
10 min na sobnoj temperaturi (6692 rpm). Medijum je odliven i talog je resuspendovan u hladnom
0,1 M CaCl». Kultura je inkubirana na ledu 30 min, a zatim centrifugirana 10 min na 4 °C (6692 rpm).
Supernatant je odliven, ¢elije su koncentrovane u 1 ml hladnog 0,1 M CaCly i inkubirane na ledu 5
min. Pomesano je 110 ul dobijenih kompetentnih ¢elija sa 10 pl smese koja je sadrzala: 5 pl 2 x Rapid
Ligation Buffer (Promega, SAD), 1 ul T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ul) (Promega, SAD), 1 ul
pGEM-T Easy Vector (Promega, SAD). Reakcija je inkubirana na ledu 20 min, zatim 45 s na 42 °C
i ponovo na ledu 2 min. Nakon toga, dodato je 900 ul LB medijuma i inkubirano 1,5 h na 37 °C.
Kulture su centrifugirane 10 min na sobnoj temperaturi (2991 rpm). Supernatant je odliven, a talog
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je resuspendovan u 100 pl LB medijuma i utrljan na LA podlogu koja je sadrzala X-gal (0,2 mg/ml),
IPTG (0,001M) i ampicilin (100 pg/ml). Urtljane podloge su inkubirane 24 h na 37 °C.

3.19. Ispitivanje kompetitivnosti P. putida izolata i aktivnosti T6SS

Prekonoéne kulture izolata P. putida i E. coli DH5a transformisane plazmidom pGEM-T Easy
gajene su u TSB medijumu, sa dodatkom ampicilina (100 pg/ml) za E. coli i kanamicina (100 pg/ml)
za P. putida AtssA-S2/27. Temperatura inkubacije za P. putida iznosila je 30 °C, a za E. coli DH5a
37 °C, uz Sejkiranje (180 rpm). Nakon 24 h inkubacije kulture su razblazene do ODeoo 1 i po 1 ml je
centrifugiran 1 min na sobnoj temperaturi (13000 rpm). Supernatant je odliven i talog je
resuspendovan u 100 pl svezeg TSB medijuma. Na TSA podlogu koja je sadrzala sadrzala X-gal (0,2
mg/ml) i IPTG (0,001M) nakapano je po 10 ul ¢istih kultura i po 20 pl mesovitih kultura P. putida i
E. coli, pomesanih u odnosu 1:1. Zasejane ploc¢e su inkubirane 5 h na 30 °C. Za ispitivanje aktivnosti
T6SS, uporedena je inhibicija DH5a u prisustvu izolata S2/27 i istog izolata sa inaktiviranim tssA
genom.

3.20. Test interbakterijske kompeticije izmedu izolata P. putida i P. syringae pv. aptata

Prekono¢ne kulture izolata P. putida i P. syringae pv. aptata P21 gajene su u KB medijumu,
na 30 °C uz sejkiranje (180 rpm). Nakon 24 h inkubacije, kulture su razblazene do ODsoo 1, a zatim
je po 1 ml kultura centrifugiran 1 min, na 13 000 rpm. Supernatant je odliven, a talog je resuspendovan
u 100 ul svezeg KB medijuma. U Ependorf tubama su napravljene meSovite kulture P. putida i P.
syringae pv. aptata P21, u odnosu 1:1. Po 20 ul mesovitih kultura nakapano je na nitrocelulozne
filtere dijametra pora 0,45 pum (Sartorius, Nemacka), a kao kontrola nakapano je 10 ul ¢iste kulture
P21. Za ispitivanje kontakt-zavisne inhibicije, ¢iste kulture P. putida i P. syringae pv. aptata P21
razdvojene su nitroceluloznim filterom, S§to omogucava difundovanje malih molekula, ali
onemogucava direktan kontakt izmedu ¢elija. Nakon 5 h inkubacije na 30 °C, filteri su prebaceni u 1
ml KB medijuma i vorteksovani da bi se kulture resuspendovale. Napravljena je serija razblazenja.
Po 100 ul odgovarajucih razblazenja utrljavano je na NAS podlogu u cilju kvantifikacije rasta P21.
Nakon 24 h brojane su kolonije P21 i racunat je broj CFU/ml (engl. ,,Colony Forming Units®).
Procena statisticke znacajnosti radena je koris¢enjem one-way ANOVA i primenom Tukey testa
znacajnosti (HSD) (p< 0,05).

3.21. Izolacija RNK iz ¢iste kulture i meSovite kulture i konverzija u komplementarnu DNK

Prekono¢ne kulture sojeva P. putida S2/27 i P. syringae P21 gajene su u KB medijumu na 30
°C uz $ejkiranje (180 rpm). Zatim su suspenzije razblazene do ODsoo 0,1. Cista kultura S2/27 i
mesovita kultura S2/27 1 P21 u odnosu 1:1, inkubirane su 5 h na 30 °C. Nakon inkubacije, meSovita
kultura je centrifugirana 1 min na 13000 rpm. Dobijeni talog resuspendovan je u 250 pl trizola i
inkubiran u mraku 5 min. Dodato je 60 pl hloroforma i inkubirano jo§ 3 min u mraku. Nakon toga
uzorak je centrifugiran 15 min na 10300 rpm, na temperaturi 4 °C. Gornja faza preneta je u novu
Ependorf tubu, dodato je 200 pl izopropanola i inkubirano 10 min. Nakon inkubacije uzorak je
centrifugiran 10 min na 10500 rpm, pri temperaturi 4 °C. Talog je resuspendovan u 1 ml hladnog 75%
etanola, vorteksovan i centrifugiran 10 min, na 7000 rpm i 4 °C. Nakon suSenja 10 min na sobnoj
temperaturi, talog je resuspendovan u 30 pl PCR vode i inkubiran 15 min na 60 °C. Na Nanodrop
2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD) izmerene su koncentracija izolovanih RNK i uzorci su
Cuvani na -80 °C.

Konverzija RNK u komplementarnu DNK radena je koriS¢enjem RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit, prema protokolu proizvodaca. Reakciona smeSa sadrzala je 1 pul Random
Hexamer prajmera, 1 pl PCR vode, 4 pl 5X Reaction Buffer, 1 ul RiboLock Rnase Inhibitor (20
U/ul), 2 ul 10 mM dNTP Mix, 1 pl RevertAid M-MulV reverzne transkriptaze (200 U/W) i RNK
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koncentracije 100 ng/ul. Nakon kratkog centrifugiranja, uzorci su inkubirani 5 min na 25 °C, zatim
60 min na42°C i 5 minna 70 °C.

3.22. Kvantifikacija ekspresije hcp gena P. putida

Ekspresija gena hcp u ¢istoj kulturi P. putida S2/27 i meSovitoj kulturi sa P21 pracéena je
koriS¢enjem kvantitativne real-time PCR metode. Napravljene su reakcione smeSe koje sadrze
razli¢itu zapreminu cDNK (100 ng/ul) (Tabela 5). Za umnozavanje ciljanog gena koriS¢eni su
prajmeri RT-hcp-F i RT-hcp-R, a za endogenu kontrolu RT-16SE-F, RT-16SE-R (Wang et al., 2018).
Kao negativna kontrola koris¢ena je PCR voda umesto cDNA. U bunari¢e je nalivano po 12 pl
reakcionih sme$a. Kori$¢en je aparat Step One Plus, Real Time PCR System (Applied Biosystems,
SAD). Podesen je slede¢i program: Priprema uzoraka 2 min na 50 °C, inicijalna denaturacija 10 min
na 95 °C, 40 ciklusa denaturacije (95 °C, 15 s) i hibridizacije (60 °C, 1 min), zatim denaturacija 10
min na 90 °C i hibridizacija 1 min na 60 °C. Za kvantifikaciju relativne ekspresije gena korisc¢ena je
Comparative Ct (AACt) metoda. Procena statisticke znaCajnosti radena je primenom t-testa za
nezavisne uzorke (p< 0,05).

Tabela 5. Reakcione smese koris¢ene u qPCR metodi

Reakciona I I 11 v V Vi Vil Vi
smesSa (uh
aPCR 6 6 6 6 6 6 6 6
mastermiks
PCR dH.0 3,5 3 2,5 2 3,5 3 2,5 2
F prajmer 1 1 1 1 1 1 1 1
R prajmer 1 1 1 1 1 1 1 1
cDNK 0,5 1 15 2 0,5 1 15 2

*qPCR mastermiks sadrZi SybrGreen boju. U reakcionim sme§ama I-IV kori$¢eni su RT-hcp-F i RT-hcp-R prajmeri. U
reakcionim smeSama V-VIII kori$¢eni su RT-16SE-F i RT-16SE-R prajmeri. Koncentracija kori$¢enih prajmera iznosila
je 10 mM.

3.23. In planta direktna interbakterijska kompeticija

Prekonoc¢ne kulture sojeva P21, wt S2/27 i AtssA S2/27 zasejane su u KB medijum uz dodatak
kanamicina (100 pg/ml) za gajenje mutanta. Nakon inkubacije na 30 °C suspenzije su centrifugirane
10 min na 5979 rpm i podesena je ODeoo 0,1 u sterilnoj destilovanoj vodi. Listovi biljaka se¢erne repe
stari mesec dana su koris¢enjem sterilnog Sprica inokulisani sa abaksijalne strane sa po 100 ul
pojedinacnih suspenzija i meSovitih kultura P21 i wt S2/27 ili AtssA S2/27 u odnosu 1:1. Kao
negativna kontrola inokulisana je sterilna destilovana voda. Radeno je minimum 5 ponavljanja.
Nakon 7 dana, listovi su skenirani (Lexmark CX410de) i izmereni su procenti oSteCenja lista
koris¢enjem Imagel] programa. Za proveru statistiCke znacajnosti radena je jednosmerna ANOVA i
Tukey test znacajnosti (HSD) (p< 0,05).

3.24. Indukcija sistemske rezistencije

Prekonoéne kulture sojeva wt S2/27 i AtssA S2/27 gajene su u TSB medijumu uz dodatak
kanamicina koncentracije 100 pg/ml u medijum mutanta. Po 500 ml prekonoénih kultura
centrifugirano je na 4000 rpm, 20 min i resuspendovano u sterilnoj vodi. Biljke su tokom tri nedelje
tretirane suspenzijama sojeva wt ili AtssA S2/27 ¢ija je ODeoo iznosila izmedu 11 1,1. U tre¢oj nedelji
nakon tretmana radena je infekcija biljaka patogenom P21 (ODsgo 0,001). Suspenzije su utiskivane
na nali¢je prvih pravih listova sterilnim Spricem. Kontrolne biljke inokulisane su sterilnom
destilovanom vodom. U ovom eksperimentu koris¢eno je 6 grupa po 5 biljaka Secerne repe starih
mesec dana (Tabela 6).
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Tabela 6. Grupe hiljaka u odnosu na tretmane i infekciju

Grupa Tretman Inokulacija
I wt S2/27 P21
I wt S2/27 sterilna dH20
" AtssA S2/27 P21
v wt S2/27 sterilna dH20
\% NT* P21
VI NT sterilna dH20

*netretirane biljke

Nakon 7 dana od inokulacije sa P21, listovi biljaka su skenirani (Lexmark CX 410de) i izmereni su
procenti oStecenja lista koriS¢enjem Imagel programa. Za proveru statistiCke znacajnosti radena je
one-way ANOVA praéena HSD testom (p<0,05).

3.25. Izolacija RNK iz biljnog materijala

Svi tretirani listovi iz in planta eksperimenata su izmrvljeni te¢nim azotom u sterilnim
avanima. U ~95 mg biljnog tkiva dodato je po 1 ml trizola (Ambion, Life Technologies). Uzorci su
inkubirani na sobnoj temperaturi 5 min, a onda je dodato 0,2 ml hloroforma i jako promuckano.
Nakon inkubacije 3 min u mraku, uzorci su centrifugirani 15 min, na 10363 rpm pri temperaturi od 4
°C. Gornja vodena faza prebacena je u novu ependorf tubu i dodato je 0,5 ml izopropanola. Uzorci su
inkubirani 10 min na 4 °C, a zatim centrifugirani 10 min na 10363 rpm, na 4 °C. Supernatant je odliven
pipetom, a pelet resuspendovan u 1 ml 75% etanola. Nakon kratkog vorteksovanja uzorci su
centrifugirani (5 min, 8193 rpm, 4 °C). Korak ispitanja etanolom ponovljen je dva puta. Supernatant
je odbacen, a pelet je suSen oko 5 min na vazduhu 1 zatim resuspendovan u vodi oslobodenoj DNaza
i RNaza. Uzorci su inkubirani u heating bloku na 57 °C, 10 min i nakon toga ¢uvani na -80 °C. Pored
izolacije RNK trizolom, radena je i izolacija RNK koris¢enjem kita Qiagen Plant Mini, prema
protokolu proizvodaca. Nakon izolacije RNK raden je tretman uzoraka DNazom. Reakciona smesa
je sadrzala 30 ul RNK, 5 ul reakcionog pufera sa MgCl (10X), 13 ul vode oslobodene RNaza/DNaza
i 2 pul DNaze I. Reakcija je inkubirana 30 min na 37 °C. Zatim je RNK preéis¢ena kori§¢enjem
pomenutog protokola za izolaciju RNK trizolom. Finalne koncentracije izmerene su na Nanodrop
2000 spektrofotometru (Thermo Fisher, SAD).

3.26. Kvantifikacija ekspresije gena ukljuc¢enih u imunski odgovor biljaka

Kvantifikacija ekspresije gena nprl, myc2, lox i nced radena je primenom kvantitativne real-
time PCR metode. Kao endogena kontrola radena je kvantifikacija ekspresije gena za 25S RNK.
Kori$¢eni prajmeri prikazani su u tabeli 4. Smesa za qPCR sadrzala je: 5 ul SybrGreen miksa (Thermo
Fisher, SAD), 2 ul PCR vode, po 1 pl odgovarajué¢ih prajmera i 1 ul cDNK. U bunarice je nalivano
po 12 pl u triplikatu. Podesen je slede¢i program: priprema uzoraka 2 min na 50 °C, inicijalna
denaturacija 10 min na 95 °C, 40 ciklusa denaturacije (95 °C, 15 s) i hibridizacije (60 °C, 1 min),
zatim denaturacija 10 min na 90 °C i hibridizacija 1 min na 60 °C. Za interpretaciju i analizu podataka
dobijenih qPCR metodom kori$éen je StepOne Software v2.3. Za kvantifikaciju relativnih promena
u ekspresiji gena kori$¢ena je Comparative Ct (AACt) metoda. Za procenu statistiCke znacajnosti
radena je jednosmerna ANOVA uz Tukey test znacajnosti (p<0,05).
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4. Rezultati

4.1. Ispitivanje genomskih karakteristika odabranih sojeva P. syringae pv. aptata i
komparativna genomika u okviru P. syringae kompleksa vrsta

Sojevi P. syringae pv. aptata P16 i P21 razlikuju se po agresivnosti u virulenciji i opsegu
domacina koje inficiraju. P21 je izuzetno virulentan soj sa Sirokim opsegom domacina, dok je P16
slabo virulentan i ima umereni opseg domacina (Nikoli¢ et al., 2018). U cilju razumevanja razlika u
stepenu virulentnosti P16 i P21, kao i njihovog filogenetskog statusa u okviru kompleksa vrsta P.
syringae, radene su komparativne analize genoma. Sekvence genoma P16 i P21 dostupne su u NCBI
GenBank pod slede¢im pristupnim Siframa: JAHCZG000000000.1 i JAHDTAO000000000.1. Genomi
su poredeni sa genomima 100 odabranih sojeva iz NCBI baze podataka. U okviru odabranih P.
syringae sojeva nalaze se predstavnici iz filogenetske grupe 02 (FGO02) koji obuhvataju Siroko
rasprostranjene, heterogene i izuzetno patogene sojeve P. syringae. Dodatno, u analizu su ukljuceni
1 predstavnici filogenetskih grupa 01, 03, 04, 07, 09, 10 1 13 izolovani iz razli¢itih stanista.

Tabela 7. Klasifikacija kodirajuéih regiona gena prema funkciji. Preuzeto i modifikovano iz Rankovi¢ et al. (2023).

. . Broj gena
Funkcionalne kategorije gena P16 P2l
A - Obrada i modifikacija RNK 1 2
B - Struktura i dinamika hromatina 0 0
C - Produkcija i konverzija energije 182 183
D - Kontrola ¢elijskog ciklusa, ¢elijska deoba, segregacija hromozoma 37 37
E - Transport i metabolizam aminokiselina 278 282
F - Transport i metabolizam nukleotida 73 73
G - Transport i metabolizam ugljenih hidrata 191 195
H - Transport i metabolizam koenzima 149 149
| - Transport i metabolizam lipida 128 125
J - Translacija, struktura i biogeneza ribozoma 216 216
K - Transkripcija 182 181
L - Replikacija, rekombinacija i reparacija 106 113
M - Biogeneza ¢elijskog omotaca/zida/membrane 177 184
N - Pokretljivost 41 42
O - Posttranslacione modifikacije, promet proteina, Saperoni 116 117
P - Transport i metabolizam neorganskih jona 165 166
Q - Biosinteza, transport i katabolizam sekundarnih metabolita 62 61
R - Predikcija opste funkcije 143 151
S - Nepoznata funkcija 38 40
T - Mehanizmi signalne transdukcije 136 138
U — Intracelularni transport, sekrecija i vezikularni transport 54 66
V - Odbrambeni mehanizmi 61 59
W - Ekstracelularne strukture 0 0
X - Mobilom: profagi, transpozoni 3 9
Y - Strukture jedra 0 0
Z - Citoskelet 1 1
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Svi analizirani sojevi P. syringae imaju genome u osegu veli¢ina 5,77-6,87 Mbp, prema
podacima iz NCBI baze. Konkretno, genomi sojeva P16 i P21 su veli¢ine 5,97 1 6,35 Mb sa 59,03 i
58,77% sadrzaja GC parova (Prilog 1). U odnosu na predstavnike FGO02, soj P21 pripada grupi sa
najvec¢om veli¢inom genoma, slicno DSM50252 (6,36 Mbp) koji pripada istom patogenom varijetetu.
Broj kontigenata iznosio je 141 sa srednjom duzinom 42369,2 bp za P16 i 99 kontigenata sa srednjom
duzinom 64179,1 bp za P21. Duzina najkraceg kontigenta koji zajedno sa duzim kontigentima ¢ini
50% ukupne veli¢ine genoma predstavlja N50 vrednosti koje su iznosile 109000 1 131242 bp za P16
i P21.

Sojevi P16 1 P21 imaju viSe gena za tRNK (56) i rRNK (9) u poredenju sa drugim
predstavnicima istog patogenog varijeteta (tRNK 29-44; rRNK 3-4) (Prilog 1). Anotacijom genoma
P16 dobijeno je 5360 kodirajuc¢ih regiona, od kojih 3439 ima poznate funkcije, dok je funkcija 1921
kodirajuceg regiona nepoznata. Nesto veci broj kodirajuéih regiona (5727) uocen je kod P21, od cega
su 3536 sa poznatim i 2191 sa nepoznatim funkcijama. Kodiraju¢i regioni gena klasifikovani su u
razli¢ite COG kategorije prema njihovim ulogama u ¢eliji (Tabela 7). U okviru kodirajucih regiona
sa poznatim funkcijama, 597 kodirajuéih regiona gena soja P16 i 653 za soj P21 nisu pripali nijednoj
od COG kategorija.

U cilju validacije anotacije genoma 1 procene homologije gena, P16 i P21 su koriS¢enjem
Blast Atlas (Stothard et al., 2019) alata poredeni sa referentnim sojem P. syringae pv. syringae B728a,
koji je vrlo Cesto koriS¢eni model sistem 1 ¢lan je FG02. Uoceno je 4181 kodirajucih regiona gena
P16 koji imaju 80% identi¢nosti sa B728a 1 5402 kodirajucéa regiona gena P21 koji se u istom procentu
poklapaju sa referentnim sojem.

Uvid u filogenomski status P16 i P21 u okviru P. syringae kompleksa vrsta dobijen je
analizom prosec¢ne identi¢nosti testiranih genoma na nukleotidnom nivou (engl. ,,Average Nucleotide
Identity” — ANI). Poredenjem kodirajucih regiona svakog genoma P. syringae sa svakim uocene su
tri razli¢ite klade u okviru FG02 sa nivoom sli¢nosti od najmanje 95% (Slika 12). Sojevi P16 i P21
pripadaju kladi 3 zajedno sa drugim sojevima P. syringae pv. aptata izolovanim sa Secerne repe i
sojevima koji pripadaju patogenim varijetetima syringae, pisi, lapsa, japonica i atrofaciens (ANI
vrednosti 98,3-99,9%). Kladi 2 pripadaju P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. papulans, P.
syringae pv. aceris i P. syringae pv. dysoxily (98,3-99,8%). Soj P. syringae pv. aptata G733, izolovan
sa pirinca, takode pripada kladi 2 sa ANI vrednostima 98,5-99% u poredenju sa drugim pripadnicima
ove klade. Medutim, ANI vrednosti ovog soja pri poredenju sa drugim P. syringae pv. aptata
sojevima su nize (94,4-94,6%). Kladi 1 pripadaju samo P. syringae pv. syringae i P. syringae pv.
solidagae (ANI vrednosti 98,2-99,9%). Sojevi koji pripadaju drugim filogrupama znacajno se
razlikuju i medu sobom i u odnosu na pripadnike FG02 (ANI vrednosti 81,1-90,1%), §to opravdava
njihovu klasifikaciju u odvojene filogrupe. Na primer, soj UB246, koji pripada FG13 izolovan iz
re¢ne vode pokazuje najmanju sli¢nost sa ostalim testiranim sojevima (81,1-81,5%).
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Slika 12. Komparacija genoma kori$¢enjem FastANI metode sa pragom identi¢nosti od 95%. Preuzeto i modifikovano iz
Rankovi¢ et al. (2023).
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Za ispitivanje repertoara gena u okviru P. syringae kompleksa vrsta kori$¢ena je Pangenom
analiza koja je pored genoma P16 i P21 sojeva obuhvatila jos 100 genoma P. syringae sojeva iz NCBI
baze podataka. Pangenom ¢ini 55220 gena od kojih 596 predstavlja ,,core®, 1083 ,,soft-core®, 4968
,»shell“ 1 48573 ,cloud” gene (Slika 13). ,,Core™ geni predstavljaju veoma konzervirane gene koji
nose filogenetsku informaciju, dok akcesorni (,,shell” i ,,cloud”) geni predstavljaju fleksibilni deo
genoma (Gomila et al., 2017). Za razliku od ,,core* gena koji su prisutni kod vise od 99% testiranih
sojeva, ,,soft-core™ geni su prisutni kod 95-99%. ,,Core* i ,,soft-core* geni zajedno obuhvataju samo
3,04% ukupnog pangenoma, dok akcesorni geni ¢ine ~97%.

88%
m cloud“ 48573 m shell“ 4968 ..soft-core® 1083 .core® 596

Slika 13. Zastupljenost ,.core®, ,soft-core”, ,shell“ i ,cloud gena u okviru pangenoma P. syringae. Preuzeto i
modifikovano iz Rankovi¢ et al. (2023).

Sa povecanjem broja analiziranih genoma P. syringae uo¢ava se povecanje broja akcesornih
gena. Kriva koja pokazuje odnos novih gena i gena specifi¢nih za soj ukazuje na povecanje broja
jedinstvenih gena sa dodatkom novih genoma (Slika 14a). Uoceno je oko 35000 gena koji su
specifini za soj. Sa druge strane, broj ,,core* gena naglo opada sa dodatkom prvih 30 genoma u
analizu, a nakon toga broj ostaje priblizno konstantan. Broj ukupnih gena u pangenomu se linearno
povecava (Slika 14b), Sto moze ukazivati na otvoreni tip pangenoma P. syringae kompleksa vrsta.
Dodatno, prisustvo velikog broja akcesornih gena i gena specifi¢nih za soj ukazuje na izrazitu
varijabilnost u okviru testiranih sojeva, §to se moZze povezati sa njthovom adaptabilno$¢u na razlicite
sredinske uslove.
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Slika 14. Kriva: a) odnos broja novih i jedinstvenih gena u odnosu na broj genoma; b) odnos broja ,,core* i ukupnih gena
u odnosu na broj genoma. Preuzeto i modifikovano iz Rankovi¢ et al. (2023).

Na osnovu ,,core” gena konstruisano je stablo na kome se mogu uoéiti etiri klastera (Slika
15). Distribucija akcesornih gena P. syringae sojeva je veoma varijabilna, sa najveé¢im razlikama
izmedu sojeva koji pripadaju razli¢itim filogenetskim grupama. Sojevi P16 i P21 su blisko srodni i
pripadaju istom klasteru zajedno sa Cetiri druga soja P. syringae pv. aptata, koji su takode poreklom
sa Secerne repe. Nasuprot ovim sojevima, P. syringae pv. aptata G733 se odvaja u posebnu kladu
zajedno sa pripadnicima P. syringae pv. syringae, $to je u saglasnosti i sa rezultatima ANI analize
(Slika 12).

Pangenom analizom dobijen je uvid u prisustvo/odsustvo razli¢itth gena ukljucenih u
kolonizaciju i virulenciju kod sojeva P. syringae. Izdvojene su grupe gena koji su ukljuceni u
adheziju, sekreciju efektora, pokretljivost, formiranje biofilma, kao i geni za egzotoksine, receptore
za siderofore, antimikrobnu aktivnost, regulatorni geni i drugi (Slika 16). Najveci broj detektovanih
gena ukljucen je u pokretljivost. Svi testirani sojevi, ukljucujuci i sojeve koji pripadaju patogenom
varijetetu aptata, sadrze gene koji kodiraju flagelarne strukture (flh, flg, fli geni) i che gene ukljucene
u hemotaksiju. Pored toga, sojevi P16 i P21 poseduju gene ukljucene u pokretljivost nezavisnu od
flagele (rojenje i kretanje trzajima). Konkretnije, soj P16 sadrzi gene koji kodiraju proteine ukljucene
u pokretljivost rojenjem i regulatorni senzorni protein (swrC i rssA), dok je kod P21 i drugih
ispitivanih P. syringae pv. aptata sojeva prisutan samo rssA gen (Slika 16). Oba soja sadrze veéi broj
gena za histidin kinaze i Bphp1 koji je ukljucen u regulaciju kretanja rojenjem posredstvom svetlosti.
Genomi analiziranih sojeva sadrze i set pil gena (Slika 16) koji su ukljuceni u asembliranje,
ekstenziju, pri¢vr§éivanje i retrakciju Tip IV pilusa koji je znacajan za pokretljivost trzajima. Pored
toga, pokretljivost trzajima i T4P su u korelaciji sa formiranjem biofilma. Klju¢nu ulogu u disperziji
biofilma kod P. syringae pv. aptata ima bdlA gen koi je prisutan kod svih testiranih sojeva. Geni za
egzopolisaharide levane nisu detektovani, dok je vecina gena za alginate prisutna kod svih sojeva
izuzev algC gena koji je prisutan samo kod P. syringae pv. syringae NZIPFR-VIRL1. Gen acsC koji
kodira celuloznu sintazu prisutan je kod nekoliko sojeva, medutim nije prisutan kod testiranih P.
syringae pv. aptata izuzev G733. Gen acsA prisutan je samo kod P. viridiflava CC1582.

Svi testirani P. syringae sojevi ukljuc¢ujuci P16, P21 i druge pripadnike P. syringae pv. aptata
imaju inaZ gen za ,,ice nucleation* aktivnost, senzornu histidin kinazu (phoQ) i komplekse master
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regulatora virulencije (algU/rpoE, csrA1A2, gacA i bvgAS). Pored toga, kod svih sojeva prisutni su
geni koji kodiraju receptore za siderofore, kao Sto su feripioverdin, feripiohelin, ferihrom,
ferienterobaktin, feri-anguinibaktin, feri-pseudobaktin BN8/BN7. Svi analizirani P. syringae genomi
poseduju iaaM gen, koji je znacajan za produkciju biljnog hormona auksina, a vecina poseduje i gen
za koriS¢enje GABA (gabP) (Slika 16).

Generalno, u okviru P. syringae pv. aptata nije uoc¢en veliki broj razlika u prisutnosti gena
ukljucenih u kolonizaciju i virulenciju medu analiziranim sojevima. Za razliku od ostalih P. syringae
pv. aptata sojeva, P16 i P21 poseduju cpxA gen koji je deo dvokomponentnog sistema CpxA/CpxR,
ukljuc¢enog u virulenciju kod P. syringae. Dodatno, detektovani su geni koji predstavljaju obeleZja
tip VI sekretornog sistema i uklju¢eni su u kompeticiju i virulenciju. Pored hcpl i clpV1 koji su
prisutni kod svih sojeva P. syringae pv. aptata, hcpA je detektovan kod P16, P21 i ICMP11935.
Uopsteno govoreéi, veéi broj gena ukljucenih u sekreciju razlicitih efektora detektovan je kod P21 u
odnosu na P16 (Slika 16).

Geni za fitotoksine nisu detektovani analizom pangenoma koja je radena na osnovu Prokka
anotacije. Umesto toga, dodatna analiza Blast atlas, u kojoj su genomi P16 i P21 poredeni sa
referentnim sojem B728a, otkrila je prisustvo syrD gena koji kodira siringomicin kod P16 i P21.
Sekvence ovog gena kod B728a pokazale su 98,24 i 97,06% identi¢nosti sa syrD P16 i P21. Takode,
u oba soja detektovani su geni za siringopeptin (sypA, sypB i sypC), sa procentom identi¢nosti 85-
97% sa istim genima kod B728a.

,Draft“ genomi oba soja imaju kodiraju¢u sekvencu za protein/enzim LuxQ (histidin
kinaza/fosfataza), koja je deo lux operona uklju¢enog u meducelijsku komunikaciju (engl. ,,Quorum
Sensing“ — QS). Sa druge strane, imaju i pvdQ gen koji kodira AHL acilazu u testiranim sojevima sto
ukazuje na potencijalnu aktivnost u utiSavanju meducelijske komunikacije izmedu bakterija.
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Slika 15. Distribucija gena u okviru pojedina¢nih genoma. Plavi blokovi ozna¢avaju prisustvo, a sivi odsustvo odredenog gena. Filogenetsko stablo (,,aproximately maximum
likelihood*) je konstruisano na osnovu poravnanja konzervativnih gena. Sojevi koji pripadaju P. syringae pv. aptata su oznaceni crvenom bojom. Preuzeto i modifikovano iz Rankovi¢
et al. (2023).
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Slika 16. Geni ukljuceni u kolonizaciju i virulenciju u okviru P. syringae kompleksa. Redosled sojeva prikazan je kao u ANI analizi. Sojevi oznaceni zutom, sivom i naranzastom
bojom pripadaju ANI kladama 1, 2 i 3 u okviru FG02. Ostali sojevi su predstavnici FG 13,03, 09, 07, 04, 01 i 10. Zelena polja oznacavaju prisustvo a bela odsustvo gena. Preuzeto i

modifikovano iz Rankovi¢ et al. (2023).
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4.2. Analiza Tip 111 sekretornog sistema i drugih faktora koji doprinose razlikama u virulenciji
odabranih sojeva P. syringae pv. aptata

4.2.1. Identifikacija gena za T3SS efektore u okviru P. syringae kompleksa

Na osnovu predikcije T3SS efektora posredovane masinskim uéenjem, ustanovljen je
repertoar od 78 razli€itih gena za T3SS efektore u okviru 102 genoma ukljucujuci P16 i P21. Kod
90% analiziranih sojeva bili su prisutni geni za efektore HopJ, HrpZ, HopAK1, AvrEl, HopAH2,
HopAAL, Hopll, HrpK, HopAG1 i HopM1. U okviru pojedina¢nih sojeva najéesce je detektovano
izmedu 15 i 20 poznatih gena za efektorne proteine. Najveci broj gena (39) je detektovan u genomu
P. syringae pv. tomato DC3000. Samo pet drugih sojeva, uklju¢ujuci dva P. syringae pv. aptata soja
(ICMP11935 i P21) imali su gene za vise od 25 efektora. Manje od 10 gena za efektore detektovano
je kod cetiri soja koja koja su poreklom iz prirodnih izvora i to samo tri poznata gena u genomima
UB246 i CC1582, ¢etiri u CC1417 1 sedam gena u CC1557. Najmanji broj efektora kod soja
izolovanog sa jabuke detektovan je u genomu WSPS007 koji pripada patogenom varijetetu syringae.

Ukoliko posmatramo samo P. syringae pv. aptata najveci broj gena detektovan je kod sojeva
P21 (26) i ICMP11935 (29). ICMP11935 je istovremeno jedini soj kod koga su detektovani geni za
efektore AvrPphF i HopAT1 (Slika 17). U okviru Sest sojeva P. syringae pv. aptata poreklom sa
Secerne repe identifikovano je ukupno 32 razli¢ita gena za efektorne proteine. Kod svih P. syringae
pv. aptata prisutni su geni sa konzerviranog lokusa, za efektore AvrE1l, HopM1, HopAALl i 13 drugih
(HopAK, HrpZ, Hopd, HrpA, HopAH2, HopCl, HopH1, HopZ3, HopAC1, Hopll, HopAZ1,
HopBA1 i HopBF1). Detektovano je devet kodirajucih sekvenci za efektore kod P21 koji nisu prisutni
kod P16 (HopAll, HopAH1, HopAG1, AvrRpml, HrpK, HopAW1, HopAU1, HopW i HopAV1)
(Slika 17). Geni za efektore AvrRpm1, HopAW1 i HopAUL1 identifikovani u genomu P21 su po prvi
put detektovani kod predstavnika patogenog varijeteta aptata. Genska sekvenca za efektor AvrRpm1
je 99,54% identi¢na sa sekvencom ovog gena soja P. syringae pv. syringae B728a. Gen za ovaj
efektorni protein prisutan je samo u genomima sojeva iz FG02, koji pretezno pripadaju P. syringae
pv. syringae. Sa druge strane, gen za HopAU1 pokazuje najveéi procenat identi¢nosti (99,84%) sa
kodiraju¢om sekvencom P. syringae pv. theae. Medutim, ovaj gen identifikovan je i kod CFBP2116,
pripadnika FG03. Gen za efektor HopAW1 detektovan je samo kod sedam sojeva koji su pripadnici
FGO2 i pokazuje visok procenat poklapanja (>99%) sa ve¢im brojem patogenih varijeteta u okviru P.
syringae.

Pored do sada poznatih gena za T3SS, predikcijom T3SS efektora posredovanom masinskim
ucenjem omogucava Se i detekcija potencijalno novih efektora. Uz 26 gena za efektore kod P21 koji
su potvrdeni BLASTp analizom njihovih proteinskih sekvenci, indentifikovana su tri efektora koja
nisu pokazala podudarnost sa ve¢ poznatim efektorima u okviru P. syringae kompleksa. To su:
pantoenat kinaza, VapC endonukleaza i RAQPRD integrativni konjugativni protein. Ovi proteini bi
mogli predstavljati kandidate za nove, do sada neidentifikovane T3SS efektore.

U genomu P16 detektovano je 20 potencijalnih efektora, medu kojima je 16 potvrdeno
BLASTYp analizom (Slika 17). Preostala Cetiri proteina su pantotenat kinaza, VapC endonukleaza,
fosfolipaza i pektat liaza. Sve kodirajuce sekvence za potencijalno nove efektore imale su visoku
AUPRC vrednost u opsegu 0,646 (VapC endonukleaza) do 0,957 (fosfolipaza). Pored toga, u okviru
svih analiziranih sojeva otkriveno je oko 30 potencijalno novih efektornih proteina sa AUPRC
vrednosti preko 0,5, sto ukazuje na veci repertoar efektora u okviru P. syringae kompleksa nego §to
je do sada bilo poznato.
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Slika 17. Predikcija T3SS efektora posredovana sa masinskim u¢enjem. Redosled sojeva prikazan je kao u ANI analizi.
Sojevi oznadeni Zutom, sivom i naranzastom bojom pripadaju ANI kladama 1, 2 i 3 u okviru FG02. Ostali sojevi su
predstavnici FG 13, 03, 09, 07, 04, 01 i 10. Plava polja oznaCavaju prisustvo gena, a Siva odsustvo. Preuzeto i
modifikovano iz Rankovi¢ et al. (2023).

4.2.2. Vizuelizacija T3SS pila i sekrecija T3SS proteina

Nakon identifikacije repertoara gena uklju¢enih u virulenciju P. syringae kompleksa vrsta,
cilj je bio utvrdivanje repertoara sekretovanih faktora virulencije u razli¢itim uslovima gajenja. Prvi
korak podrazumevao je vizuelizaciju pila i ispitivanje aktivnosti T3SS kao jednog od glavnih faktora
koji doprinose patogenom potencijalu P. syringae. Slabo virulentni soj P17 inkubiran je u sekretornim
uslovima, koji imitiraju uslove u biljnom apoplastu, kao i u nesekretornim uslovima. Pili su uslikani
pod elektronskim mikroskopom i njihova duZina je merena u ImageJ programu (Tabela 8). Srednja
vrednost dijametra pila iznosila je 7,3 £ 0,8 nm, dok je srednja vrednost dijametra flagela bila
18,0 + 4,0 nm, iskljucivo u sekretornim uslovima (Slika 18)
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Tabela 8. Dijametri pila i flagela soja P17 uslikani elektronskim mikroskopom

Srednja St dev
Pojedinac¢ni dijametri (nm) vrednost (nm)
(nm)
- 71 81 68 81 68 70 71 68
Pili 8,2 1 5 5 - 5 2 5,7 1 2 7,33 0,83
23, 17, 16, 14, 18, 16, 12, 25, 15 19,
Flagele 9 5 3 8 A 5 5 7 7 1 18,01 4,02

Analizom supernatanta bakterijskih kultura na SDS-PAGE gelovima identifikovane su trake
koje su bile vidljive isklju¢ivo u supernatantu kultura gajenih u sekretornim uslovima, ukljucujuéi i
traku molekulske mase ~15 kDa, $to je priblizno molekulskoj masi HrpA proteina (oéekivana
molekulska masa 11 kDa). Pored toga, vidljive su i slabije trake koje odgovaraju proteinima vecih
molekulskih masa (Slika 18).

a) b) nesekretorni sekretorni
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Slika 18. Formiranje pila i sekrecija T3SS proteina u HIM medijumu. a) Transmisiona elektronska mikroskopija soja P17
u: i) sekretornim uslovima, ii) nesekretornim uslovima (iii) oznaceni pili (crvena strelica) i flagela (plava strelica); b)
SDS-PAGE analiza supernatanta P17 — levo marker molekulskih masa (kDa), desno profili proteina u nesekretornim i
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sekretornim uslovima; zvezdica oznaCava traku kompatibilnu sa molekulskom masom HrpA (11 kDa). Preuzeto i
modifikovano iz Nikoli¢ et al. (2023).

4.2.3. Analiza proteina P. syringae pv. aptata P17 masenom spektrometrijom

Kako bismo ispitali da li postoji razlika u sekreciji T3SS proteina u sekretornim uslovima koji
imitiraju uslove u apoplastu i nesekretornim uslovima, u kojima su nutrijenti dostupni u velikim
koli¢inama, radena je teCna hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom (,,Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry* — LC-MS/MS). Za pocetnu analizu je odabran soj P17
kao slabo virulentni predstavnik, u cilju optimizacije uslova za analizu sojeva koji se razlikuju po
stepenu virulencije. Rezultati potvrduju sekreciju HrpA u T3SS sekretornim uslovima. Dodatno,
uocena je sekrecija drugih poznatih T3SS efektora (Tabela 9). Kao i HrpA, vecina ovih efektora
(HopBA1, HopM1, HopBF1, Hopll, HopAAl, HopC1, HopAZ1, HopZ3, HopPmaK, HopBC1)
detektovani su samo u sekretornim uslovima. U najvecoj meri prisutni su HopBA1, HrpK1 i HrpA
proteini. Jedan efektor (HopJ1) detektovan je u malim koli¢inama i u sekretornim i u nesekretornim
uslovima, dok je jedan (HopAH2) detektovan u vecoj meri u nesekretornim uslovima.

Tabela 9. Detekcija T3SS proteina u supernatantu soja P17 u razli¢itim uslovima. Kvantifikacija upotrebom LC-MS/MS
radena je u triplikatu. Preuzeto i modifikovano iz Nikoli¢ et al. (2023).

T3SS sekretorni T3SS nesekretorni

T3SS proteini Molekulsk uslovi uslovi
a masa Repl Repl Repl Repl Repl Repl

.a .b .C .a .b .C
Tip 111 efektor HopBA1 25 kDa 40 36 34 0 0 0
Tip 11 helper protein HrpK1 81 kDa 32 28 29 0 0 0
Tip 1 harpin protein HrpA 11 kDa 30 17 18 0 0 0
Tip 111 efektor HopBC1 27 kDa 17 17 16 0 0 0
Tip 111 efektor HopM1 76 kDa 16 16 14 0 0 0
Tip 111 efektor HopBF1 14 kDa 14 13 13 0 0 0
Tip 111 efektor HopC1 29 kDa 13 14 11 0 0 0
Tip 111 efektor HopPmaK (HopAL1) 74 kDa 7 12 10 0 0 0
Tip 111 helper protein HrpW1 45 kDa 9 7 12 0 0 0
Tip 111 helper protein HopAK1 58 kDa 5 7 5 0 0 0
Tip 111 efektor HopAAl 56 kDa 6 4 4 0 0 0
Tip 111 helper protein HrpZ1 35 kDa 3 3 3 0 0 0
Tip 111 efektor HopAZ1 25 kDa 3 3 2 0 0 0
Tip 111 efektor Hopll 38 kDa 1 3 1 0 0 0
Tip 111 efektor HopZ3 50 kDa 0 2 1 0 0 0
Tip 111 efektor HopJ1 12 kDa 1 0 1 1 2 0
Tip 111 efektor HopAH2 40 kDa 0 2 0 12 5 5

4.2.4. Analiza sekretoma P. syringae pv. aptata sojeva sa razli¢itim stepenom virulencije

Analiza sekretoma radena je u cilju ispitivanja korelacije stepena virulencije sojeva P.
syringae pv. aptata i broja, prirode i/ili koli¢ine transportovanih efektornih proteina. Uradena je semi-
kvantitativna proteomska analiza sekretoma sest sojeva P. syringae pv. aptata sa razli¢itim patogenim
karakteristikama, u uslovima koji imitiraju uslove u apoplastu. Sojevi P16 i P17 su slabo virulentni,
P26 i P93 umereno virulentni, dok su P21 i P23 izuzetno virulentni (Nikoli¢ et al., 2018; Morris et
al., 2019). U cilju fokusiranja na sekretovane proteine koji mogu doprineti ovim razlikama, od
inicijalnih 901 detektovanog proteina, odabrani su proteini sa minimalno pet detektovanih peptida i
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maksimalnim intenzitetom razlike izmedu individualnih sojeva (logz2 > 3). Rezultujuca lista od 246
proteina iskljucuje uglavnom citosolne proteine koji su konstantno prisutni u malim koncentracijama
usled lize ¢elija. Lista se sastoji pretezno od poznatih proteina koji se sekretuju, kao Sto su 23 od 26
poznatih T3SS-sekretovanih proteina, svih Sest poznatih T6SS-sekretovanih proteina i osam od 15
eksportovanih flagelarnih proteina.

Flagelarni proteini kao $to su flagelin, ,,hook-associated* proteini i sekretovane regulatorne
komponente, prisutni su u sekretomima svih sojeva uniformno, sa najve¢im stepenom sekrecije kod
umereno ijako virulentnih sojeva (P23 1 P93 > P21 1 P26), dok je najnizi nivo sekrecije karakteristi¢an
za slabo virulentni soj P16 (Tabela 10).

Kada je u pitanju sekrecija proteina T3SS, u najvecoj meri je detektovan HrpA pilusni protein
kod svih sojeva. Takode, u vecoj meri su bili prisutni i T3SS ,helper* proteini HrpK1, HrpW, HrpZ1
I HopAKL. Pored toga, detektovan je i protein HrpB koji predstavlja regulatornu komponentu, kao i
17 razli¢itih T3SS efektornih proteina (Tabela 10). Cinjenica da su kod svih testiranih sojeva
sekretovani ,,core* efektori sa konzerviranog efektornog lokusa, kao $to su AvrE1l, HopM1, Hopll i
HopAA1, potvrduje konzervirano prisustvo kompletnog hrp ostrva patogenosti koje kodira T3SS.
Vecina T3SS efektora su sekretovani u velikim koli¢inama kod slabo virulentnih sojeva P16 i P17,
dok su kod umereno i jako virulentnih sojeva P26, P93, P21 i P23 prisutni u manjoj meri, oko 10-20
puta manje. Medutim, efektori HopAU1, HopAW1, HopAH1 i AvrRpml pokazali su drugaciji
obrazac — detektovani su u supernatantu umereno virulentnog soja P26 i jako virulentnog P21 u vecoj
meri u odnosu na ostale sojeve (Tabela 10).

Medu proteinima T6SS, detektovane su velike koli¢ine sekretovanog Hcpl proteina.
Generalno ovaj protein je u velikoj meri detektovan kod svih testiranih sojeva, a kod sojeva P16, P23
i P93 ima najvisi nivo sekrecije (Tabela 10) Kod istih sojeva zapazena je i sekrecija VgrG proteina u
vecoj meri. Pored toga, joS jedan set T6SS gena koji takode pripada Hcp familiji je sekretovan,
posebno kod sojeva P23 i P93 (Tabela 10).

Tabela 10. Relativna kvantifikacija sekretovanih proteina. Preuzeto i modifikovano iz Nikoli¢ et al. (2023).

Protein Prosecan intenzitet proteina (log 2) Prosek Max
u testiranim sojevima log. razlika
P16 P17 P21 P23 P26 P93 log:

Sv* SV JV Jv uUv Uuv

Tip 111 sekretorni sistem

Tip Il harpin protein HrpA 35,158 35,424 33,986 31,331 32,991 30,108 33,166 5,317
Tip 1 helper protein HrpK1 33,692 32,764 31,349 28,746 29,748 28,417 30,786 5,276
Tip Il helper protein HrpW1 33,116 31,356 28,468 28,810 28,660 28,344 29,792 4,772
Tip Il helper protein HrpZ1 31,748 30,397 28,822 28,028 28,579 26,993 29,094 4,755
Tip Il efektor HopBA1 32,721 31,934 26,326 28,058 24,955 27,470 28,577 7,765
Tip Il efektor Hopl1 30,611 29,790 28,913 26,368 28,069 25,733 28,247 4,878
Tip 111 efektor HopBN1 31,312 30,115 28,620 25,265 27,861 25,648 28,137 6,047
Tip 11 efektor AvrEl 29,827 28,419 28,164 26,723 27,696 25,853 27,780 3,973
Tip 11 helper protein HopAK1 31,575 30,297 27,908 25,085 26,734 24,926 27,754 6,649
Tip 11 efektor HopAZ1 30,774 30,893 27,588 24,890 26,627 24,511 27,547 6,382
Tip 111 efektor HopAAl 29,924 28,046 28,234 25,592 26,266 24,456 27,086 5,468
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Tip 111 efektor HopM1 30,460 29,606 26,765 25,864 25,604 23,930 27,038 6,530
Tip 11 efektor HopBF1 32,206 30,950 25,168 26,384 21,845 25,634 27,031 10,361
Tip Il efektor HopC1 30,485 29,604 27,516 25,332 26,351 22,785 27,012 7,700
Tip 111 efektor HopH1 29,731 28,448 25,761 24,816 24,829 23,583 26,195 6,148
Tip 111 efektor HopBC1 28,918 28,708 25,921 24,103 24,917 24,094 26,110 4,825
Tip Il inner rod protein HrpB 27,842 26,900 26,291 23,718 24,533 22,243 25,254 5,599
Tip 11 efektor HopZ3 27,853 28,582 22,023 25,252 21,296 25,160 25,028 7,286
Tip 111 efektor HopAUL (pv. theae) 21,125 21,429 28,602 24,773 27,282 22,675 24,314 7,478
Tip Il efektor HopPmaK 28,240 28,850 20,096 20,456 22,750 23,100 23,915 8,754
Tip Il efektor HopAW1 (pv. syringae) 22,344 19,953 27,682 20,383 27,057 [21,593 23,169 7,730
Tip 1l efektor HopAH1 19,976 21,827 25,483 22,406 24,362 22,368 22,737 5,506
Tip 111 efektor AvrRpm1 (pv. syringae) 19,988 21,429 26,473 21,459 25,504 20,608 22,577 6,485
Tip VI sekretorni sistem

Pretopostavljeni Tip VI efektor, Hcpl

familija 36,810 34,085 33,449 36,644 33,152 36,473 35,102 3,658
Pretopostavljeni Tip VI efektor, VgrG

familija 30,412 29,552 28,495 30,660 27,655 30,453 29,538 3,005
Pretopostavljeni Tip VI efektor, Hcpl

familija 22,551 21,565 28,484 31,146 26,868 30,847 26,910 9,581
Pretopostavljeni Tip VI efektor, VgrG

familija 23,417 23,397 20,542 27,142 22,382 26,237 23,853 6,600
Rhs protein 21,191 19,702 21,223 25,796 21,238 25,048 22,366 6,094

Flagelum

Flagelarni “hook-associated” protein 2 31,746 33.611 34,777 34,798 34,304 34,607 33,974 3,052
Flagelarni biosinteticki anti-sigma faktor

FlgM 31,399 32,786 34,528 33,849 33,952 33,737 33,375 3,130
Flagelarni “hook-associated” protein

FlgL 28,693 31,349 30,997 32,219 31,066 31,774 31.,016 3,526
Flagelarni “hook-associated” protein

FlgK 28,016 30,338 30,414 31,628 30,902 31,840 30,523 3,824
Protein za modifikaciju bazalnog tela

FlgD 24,841 28,208 28,824 30,350 29,266 30,399 28,648 5,558
Flagelarni protein FlaG 26,669 28,226 28,608 29,836 28,362 29,424 28,521 3,167
Flagelarni protein bazalnog tela 23,260 25,782 25,413 27,150 25,913 27,403 25,820 4,144
Flagelarni rod assemb. prot./muramidaza

FlgJ 22,328 22,479 25,790 25,060 24,430 24,772 24,143 3,462

*SV — slabo virulentni sojevi; JV — jako virulentni sojevi; UV — umereno virulentni sojevi

U cilju boljeg razumevanja ovih rezultata, uradena je i bioinformati¢ka analiza T6SS gena sa
poznatim genomskim sekvencama sojeva iz ovog rada. U genomu soja P21, geni T6SS su
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organizovani u dva genska klastera (Slika 19), $to ukazuje na prisustvo dva tipa T6SS. Klaster 1 (HSI-
I) sadrzi jedan operon sa genima tssA-tssM, kao i hcp i tagF. Klaster 2 (HSI-II) sadrzi operon sa
genima tssA-tssM, drugacije rasporedenim u odnosu na klaster 1, kao i drugi operon sa hcp i vgrG
genima. Ostali T6SS geni koji kodiraju potencijalne efektore (Rhs, VgrG i Hcp) nalaze se van T6SS
klastera kod P21 (Slika 19).
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Slika 19. Redosled T6SS gena u genomu soja P21: a) geni koji kodiraju pretpostavljene T6SS proteine; b) uvecani prikaz
aranzmana T6SS klastera. Preuzeto i modifikovano iz Nikoli¢ et al. (2023).

Da bismo dobili uvid u obrasce proteinske sekrecije i identifikovali potencijalne nove
sekretovane proteine, sojevi i analizirani proteini su grupisani na osnovu razlika u intenzitetu
sekrecije (Slika 20). Sojevi su se odvojili u tri klade: (i) slabo virulentni sojevi P16 i P17, (ii) umereno
I jako virulentni sojevi P26 i P21 i (iii) umereno i jako virulentni sojevi P93 i P23. Kada je u pitanju
grupisanje proteina, uocene su Cetiri klade. Klada 1 sadrzi ve¢inu T3SS-sekretovanih proteina. U
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okviru klade 2 takode se nalaze T3SS efektori, dok klade 3 i 4 obuhvataju T6SS sekretovane proteine

.

P21 P26 P23 P93

sa razli¢itim tipovima regulacije (Slika 20).
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Slika 20. Grupisanje sojeva i sekretovanih proteina u supernatantu kultura, sa maksimalnim intenzitetom razlike izmedu
individualnih sojeva (logz > 3). Razli¢iti intenziteti crvene boje oznacavaju visi nivo sekrecije, a zelene nizi (srednje
vrednosti dva bioloska replikata). Svaka klada oznadena je razli¢itom bojom, a u okviru klada tamnijim bojama oznaceni
su ve¢ poznati T3SS/T6SS sekretovani proteini. Preuzeto i modifikovano iz Nikoli¢ et al. (2023).
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Grupisanje proteina jasno ukazuje na korelaciju sekrecije vec¢ine T3SS sekretovanih proteina
(klada 1, Slika 20) i drugog klastera T3SS efektora sa razli¢itim intenzitetom sekrecije kod testiranih
sojeva (klada 2, Slika 20), sto ukazuje na razlike u regulaciji sekrecije ove dve podgrupe T3SS
efektora. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuéiti da P. syringae pv. aptata sojevi koriste
razlicite strategije zasnovane na sekreciji proteina, koje su korelisane sa intenzitetom patogenosti.

Slicno T3SS sekretovanim proteinima, poznati efektori T6SS odvajaju se u dve klade sa
razli¢itim nac¢inom regulacije (ljubicasta klada 3 i roze klada 4 na slici 20). U cilju identifikacije
poznatih i potencijalno novih T6SS efektora radena je analiza Citavog proteoma (5074 proteina)
koris¢enjem Bastion6 softvera (Wang et al., 2018) koji prepoznaje karatkeristike proteina kao $to su
sastav i redosled amino kiselina, sli¢nost i homologija sa drugim proteinima, evolucione informacije
i fizicko-hemijske karakteristike. Identifikovan je 251 protein kao potencijalni T6SS efektor (score
vrednost > 0,7). Medu njima se nalaze proteini iz klada 3 i 4 (Slika 20). Konkretno, to su protein sa
YD ponovcima (hit score 0,926), seralizin (0,757), TonB-zavisan receptor za siderofore (0,791),
alkalna metaloendopeptidaza (0,757) i M10A/M12B kalcijum vezujuca peptidaza tipa hemolizin
(0,742). Seralizin je kodiran sa T6SS klastera 1 (Slika 19). Svi ostali potencijalno novi T6SS efektori
ne nalaze se u okviru T6SS klastera. Pored toga, u okviru soja P21 je ispitivano prisustvo proteina za
imunitet koji su kodirani u blizini potencijalno novih efektora i pronadeno je nekoliko kandidata za
ove proteine. Gen inh/omp19 kodira inhibitor alkalne proteaze i kodiran je sa istog operona kao gen
za alkalnu metaloendopeptidazu. Sli¢no tome, smil gen koji kodira homologa Tdi proteina za
imunitet je lociran na susednom operonu od gena koji kodira YD repeat protein. Ovi rezultati jasno
ukazuju da neki od identifikovanih proteina predstavljaju T6SS efektore.

4.2.5. Pokretljivost P. syringae pv. aptata sojeva

S obzirom na detektovan veliki broj flagelarnih proteina tokom analize sekretoma Sest sojeva
P. syringae pv. aptata (P16, P17, P21, P23, P26 i P93), uradeni su testovi pokretljivosti plivanjem i
rojenjem. Povriina rasta sojeva oko mesta inokulacije kretala se od 0,50 do 1,97 cm? kada je u pitanju
pokretljivost plivanjem, dok su zone rojenja iznosile od 0,76 do 1,32 cm?. Najveéa pokretljivost
plivanjem uocena je kod izrazito virulentnog soja P21 (Slika 21a), sa prose¢nom veli¢inom zone od
1,83 cm?. Najmanja pokretljivost uogena je kod slabo virulentnog soja P16, sa proseénom povrsinom
od 0,54 cm?. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa analizom sekretoma, s obzirom da je kod P16 detektovan
najnizi nivo sekrecije flagelarnih proteina. Pokretljivost rojenjem izrazenija je kod P17 i P23
(prose¢ne veli¢ine zona kretanja 1,23 i 1,29 cm?). Kod sojeva P16 i P21 izmerene su priblizno iste
povrsine kretanja rojenjem (Slika 21Db).
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Slika 21. Graficki prikaz povrsine kretanja plivanjem (a) i rojenjem (b) Sest sojeva P. syringae (levo) i prikaz kretanja na
hranljivim podlogama (desno).

4.3. Isptivanje prisustva i uloge Tip VI sekretornog sistema P. putida kao mehanizma za
biokontrolu P. syringae pv. aptata i uticaja ovog sistema na imunski odgovor $ecerne repe

4.3.1. Formiranje kolekcije P. putida izolata

U okviru kolekcije od 300 izolata Pseudomonas spp. izolovanih na KBC podlozi radena je
molekularna identifikacija P. putida. PCR metodom uz upotrebu repC prajmera umnozene Su
repetitivne ekstragenske sekvence kod 32 izolata, $to ukazuje na njihovu pripadnost vrsti P. putida
(Slika 22). Kod pojedina¢nih izolata doSlo je do umnoZzavanja jednog do Sest fragmenata veli¢ine
100-3000 bp. Dodatno, upotrebom 27F i 1523R prajmera umnozen je gen za 16S rRNK. Umnozeni
su fragmenti veli¢ine 1500 bp. Sekvence dobijenih produkata poredene su sa sekvencama u NCBI
bazi podataka i potvrdeno je da izolati pripadaju vrsti P. putida. Procenat identi¢nosti sekvenci sa
poznatim P. putida sojevima iznosio je 98-100% (Prilog 2).
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Slika 22. Umnozene repetitivne ekstragenske sekvence kod izolata P. putida izolovanih iz Save (gornji red) i Dunava
(donji red). M - marker (100-3000 bp); K- - negativna kontrola.

4.3.2. Detekcija T6SS gena u okviru kolekcije P. putida

Protein TssA predstavlja esencijalni strukturni protein sekretornog aparata T6SS. Detekcijom
tsSA gena ispitivano je prisustvo T6SS u okviru kolekcije P. putida. Dodatno, poznato je da razli€iti
sojevi mogu posedovati veci ili manji broj genskih klastera T6SS, kao i da K1-T6SS genski klaster
kod P. putida predstavlja najpotentniji mehanizam T6SS za biolosku kontrolu biljnih patogena. Gen
tagB1 (prethodno nazivan tagX1 gen) prisutan je isklju¢ivo kod sojeva koji imaju K1-T6SS. Da bismo
ispitali potencijalno prisustvo ovog klastera u okviru kolekcije P. putida iz ove studije radena je
detekcija tagB1 gena.

Nakon vizuelizacije umnoZzenih produkata na agaroznim gelovima, ustanovljeno je da vecina
testiranih izolata u okviru P. putida kolekcije poseduje tssA i tagB1 gene (Slika 23).

W tssA + 0 tssA - WtagBl+ = tagBl-

Slika 23. Procentualna zastupljenost tssA i tagB1 gena u okviru kolekcije izolata P. putida.

Umnozavanje fragmenta tSSA gena radeno je koriS¢enjem prajmera tssA_F i tsSA_R. Na
analiziranim agaroznim gelovima uoceni su amplikoni veli¢ine 843 bp. Umnozeni fragmenti Koji
odgovaraju regionu u okviru tssA gena prisutni su kod 30 od 32 izolata (Slika 24). Fragment velicine
596 bp koji odgovara tagB1 genu umnozen je tagX1 FitagX1 R prajmerima i detektovan je kod 28
izolata (Slika 25). Nijedan od ispitivanih gena nije detektovan samo kod izolata D2/27, D5/12 i
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D5/33. Izolati S3/6 i D5/32 poseduju tssA gen, dok tagB1 nije prisutan, ukazujuci na prisustvo T6SS,
ali odsustvo K1-genskog klastera.

M K- S1/33 S2/6 S2/7 S213 S214 S220 S2127 S3/6 S38 S39 S3I10 S3/16 S3II8 S3I2S S43 S48 S413

M DI/4 DUS D127 D224 D225 D227 D228 D229 D232 D18 D32§5 D422 DS12 DS32 DSA3

Slika 24. Umnozen tssA gen (843 bp) u okviru kolekcije izolata P. putida. M-marker (100-3000 bp); K- - negativna
kontrola.

S1/33 SYe S277 §2720 83 S310 S¥16 S¥18 SIS S43

S¥13 D4 D225 D227 D2 2 3 D325 D422 DS 12 DS/32 DS/33

Slika 25. Umnozen tagB1 gen (596 bp) u okviru kolekcije izolata P. putida. M-marker (100-3000 bp); K" - negativna
kontrola.
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4.3.3. Konstrukcija mutanta P. putida sa deletiranim/inaktiviranim tssA genom

U cilju ispitivanja uticaja molekularnih mehanizama T6SS izolata P. putida S2/27 na
kompetitivni i biokontrolni potencijal bila je neophodna konstrukcija mutanta T6SS. S obzirom da
tssA gen kodira esencijalnu komponentu T6 sekretornog aparata — TsSA protein, delecija/inaktivacija
ovog gena spre¢ava formiranje sekretornog aparata i samim tim aktivnost sistema. Konstrukcija
mutanta radena je na dva nacina: (I) plazmid-posredovanom metodom pra¢enom dvostrukom
homologom rekombinacijom, koja se uprkos poznatoj efikasnosti u okviru roda Pseudomonas,
pokazala neefikasnom kada je u pitanju P. putida S2/27 (I1) inserciona mutageneza, kojom je dobijen
mutant ciljanog gena.

e Plazmid-posredovana metoda prac¢enom dvostrukom homologom rekombinacijom

Uzvodni region od tssA gena (tssA-UP) kloniran je u vektor pEX18Tc. Sa nastalim
konstruktom radena je transformacija u E. coli DH5a. U cilju provere transformanata, PCR metodom
su direktno iz kolonija umnozeni fragmenti kori§¢enjem M13 prajmera koji se vezuju u okviru lacZ
gena. Kod pozitivnih kolonija umnozen je fragment veli¢ine 822 bp, koji sadrzi insert, dok je kod
negativnih kolonija i kontrole (plazmida) prisutna samo traka na ~100 bp (Slika 26).

M Testirane kolonije K- Plazmid
v ‘ v vy

— e ey e T ) g e

< ~ 100 bp

Slika 26. Amplifikovani fragmenta sa insertom tssA-UP. M — marker (100-3000 bp), K-, plazmid - negativne kontrole.

Dobijeni plazmid pEX18Tc-tssA-UP je izolovan iz jedne od pozitivnih kolonija i koriséen za
kloniranje nizvodnog fragmenta od tssA (tsSA-DOWN). Nakon kloniranja ponovo je radena
transformacija E. coli DH5q, a u cilju provere transformanata uradena je PCR metoda sa 1A003 i
IA004 prajmerima koji umnozavaju fragment velic¢ine 718 bp kod pozitivnih kolonija (Slika 27). Kao
dodatna provera, ponovo je uraden PCR sa M13 prajmerima. Kod pozitivnih kolonija umnoZen je
fragment veli¢ine 1507 bp koji sadrzi uzvodni i nizvodni region od tssA, dok je kod negativnih
kolonija umnozen fragment veli¢ine 822 bp koji sadrzi samo uzvodni region od tssA (Slika 27).
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M Testirane koloniyje  Plazmid| K- Testirane kolonije Plazond

Y 1 RARX ; o

Slika 27. Amplifikovani fragmenti sa insertom tssA-DOWN (levo) i amplifikovani fragmenti koji sadrze tssA-UP i tssA-
DOWN (desno). M — marker (100-3000 bp).

Transformacija P. putida S2/27 radena je konjugacijom sa E. coli DH5a koja sadrzi
konstruisani plazmid, a soj E. coli 2013 kori$¢en je kao ,,helper”. Homologom rekombinacijom doslo
je do ugradnje plazmida u hromozom S2/27 i nastali su merodiploidi. PCR metodom uradena je
provera merodiploida sa prajmerima IA005 i IA006. S obzirom na to da merodiploidi sadrze tSSA gen
i gen koji odgovara deletiranom lokusu, na gelu su uoéene dve trake kod pozitivnih Kkolonija.
Fragment veli¢ine 1870 bp odgovara tssA genu, a fragment veli¢ine 437 bp deletiranom lokusu (Slika
28a). Pored toga pokazano je i da merodiploidi poseduju sacB gen koji se nalazi na plazmidu (Slika
28Db).

a) . . o s b)
Testirane kolonije S2/27 wt Plazmid Plazmid S2727 wr Testirane kolonije
|
M : v v M

vy v

1870 bp

Slika 28. Amplifikovani fragmenti koji odgovaraju tssA genu i deletiranom lokusu (a) i sacB genu (b). M - marker (100-
3000 bp).

Merodiploid je inkubiran u LB medijumu bez antibiotika kako bi do§lo do drugog dogadaja
homologe rekombinacije. Prilikom druge homologe rekombinacije dolazi do ekscizije plazmida iz
hromozoma, gubljenja sacB gena i rezistencije na Tc. Gajenjem na podlozi sa saharozom selektovane
su kolonije koje su izgubile sacB gen. Kolonije izrasle nakon selekcije sa saharozom prenete su na
LA podlogu i LA sa dodatim Tc. Dalje je uraden PCR iz kolonija koje su izgubile rezistenciju na Tc.
Postoje tri moguca ishoda nakon rekombinacije: regeneracija divljeg soja, nastanak mutanta sa
deletiranim tssA ili veoma retko nastanak saharoza-rezistentnog merodiploida. U slucaju konstrukcije
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mutanta sa deletiranim tssA kod P. putida u ovoj studiji, ova metoda se nije pokazala pogodnom, jer
je bez obzira na veliki broj testiranih kolonija, rezultat bio regeneracija divljeg soja (Slika 29).

Testirane kolonije osetljive na Te Merodiploid

Mr { . ¢

Slika 29. Amplifikacija tssA gena kod testiranih kolonija — regeneracija divljeg tipa. M - marker (100-3000 bp).
e Konstrukcija mutanta P. putida sa inaktiviranim tssA genom insercionom mutagenezom

U okviru genomske DNK P. putida S2/27 umnozen je tssA gen upotrebom IA071 i 1A072
prajmera i dobijen je produkt veli¢ine 955 bp (Slika 30a). Dobijeni produkt kloniran je u pKNOCK
vektor u okviru polilinker regiona kojim je transformisana E. coli DH5a. Konjugacijom je plazmid
transferovan iz donora E. coli DH5a- pKNOCK u recipijenta S2/27, uz pomo¢ ,,helper* soja E. coli
2013. Potvrdeno je da je plazmid integrisan u hromozom S2/27 umnozavanjem fragmenta od 564 bp
sa prajmerima AMO009 i AMO010 (Slika 30b). Kao rezultat homologe rekombinacije, dobijene su dve
kopije mutiranog gena koje su razdvojene insercijom pKNOCK plazmida. Mesto insercije provereno
je ,,colony* PCR metodom. Kod klonova mutanata umnozen je fragment veli¢ine 970 bp (Slika 30c).

AtssA
—~S2/27 AtssA

S2/27
K

Slika 30. Amplifikacija tssA iz genomske DNK S2/27 (a); potvrda integracije pKNOCK u hromozom S2/27 (b) i provera
mesta integracije (c). M- marker (100-3000 bp); K™ - negativna kontrola.
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4.3.4. Razlike u kompetitivnosti P. putida izolata

U cilju inicijalnog ispitivanja kompetitivnog potencijala razli¢itih izolata P. putida koji
poseduju tssA gen raden je test sa E. coli. Soj E. coli DH5a transformisan je pGEMT Easy plazmidom
koji omogucava a-komplementaciju lacZ gena. Zahvaljujuéi tome, na hranljivoj podlozi kojoj su
dodati X-gal i IPTG ovaj soj formira kolonije plave boje. Na osnovu intenziteta plave boje u
mesovitim kulturama P. putida izolata i E. coli DH5a-lacZ moze se zakljuditi koja vrsta je
dominantna u kulturi. Zuta boja ukazuje na dominaciju P. putida, dok plava boja ukazuje na
dominaciju E. coli u mesovitoj kulturi. Na taj nacin je vizuelno prikazana ocigledna razlika u
kompetitivnosti razli¢itih P. putida izolata. Rezultati pokazuju da P. putida dominira u 17 meSovitih
kultura, dok je rast E. coli najizrazeniji u kompeticiji sa sedam P. putida izolata (Slika 31a).

U najvecéoj meri rast E. coli inhibiran je izolatima S2/7, S2/20, S2/27, S3/8, S3/9, S4/8, S4/13,
D1/27,D2/24, D2/25, D2/28 1 D2/29. Sa druge strane, prema ovom testu najslabiji kompetitori medu
P. putida izolatima su S2/6, S3/6, S3/17, D2/32, D3/18 i D5/32.

Dodatno, da bismo ispitali da li T6SS P. putida ima ulogu u uocenoj inhibiciji radena je
kompeticija izmedu P. putida S2/27 AtssA i E. coli DH5a-lacZ (Slika 31b). Nije pokazana znacajna
razlika u inhibiciji rasta E. coli na osnovu ove metode, stoga se moze zakljuciti da je inhibicija T6SS-
nezavisna.

a) b)
S1/33 S2/6 S2/7 S2/13 S2/14 S2/20 S2/27 S2/32 S3/6  S3/8 Atrss4 S2/27
PP
PP
EC + PP
EC EC + PP
S3/9 S3/16 S3/17 S3/18 S3/25 S4/3 S4/8 S4/13 D1/4 DI1/8
PP EC
EC + PP
EC

D1/27 D2/24 D2/25 D2/28 D2/29 D2/32 D3/18 D3/25 D4/22 D5/32
PP
EC+PP
EC

Slika 31. Test kompeticije izmedu: a) P. putida izolata i E. coli DH5a-lacZ; b) P. putida S2/27 AtssA i E. coli DH5a-
lacZ. PP- Cista kultura P. putida; EC + PP — meSovita kultura E. coli DH5a-lacZ i P. putida; EC — ¢ista kultura E. coli
DH50-lacZ.

S obzirom na to da je na osnovu brzog ,,screening* testa zakljuceno da razli¢iti P. putida
izolati pokazuju razli¢it stepen agresivnosti u kompetitivnom okruzenju, ispitano je u kojoj meri
razli¢iti P. putida izolati mogu inhibirati rast P. syringae pv. aptata P21, patogena sa izuzetnim
virulentnim potencijalom na Seéernoj repi. Koris¢ena je NAS podloga na kojoj se jasno razlikuje
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morfologija kolonija P. syringae i P. putida (Slika 32). P. syringae pv. aptata P21 na podlozi kojoj
je dodata saharoza stvara levane delovanjem enzima levan-saharaze (Nikoli¢, 2018).

P. syringae

P. putida

Slika 32. Razli¢ite morfologije kolonija P. syringae i P. putida na NAS podlozi

Rast P21 je kvantifikovan nakon kompeticije sa P. putida izolatima pri kontakt-zavisnoj i
kontakt-nezavisnoj interakciji. Prilikom kontakt-zavisne kompeticije, uocen je razliit stepen
inhibicije u prisustvu razlicitih izolata P. putida. Najveci broj izolata (43%) inhibirao je rast P21 oko
100 puta (Slika 33).

® ~ 1000 puta inhibiran
rast P21

® ~ 100 puta inhibiran rast
P21

® ~ 10 puta inhibiran rast
P21

<10 puta inhibiran rast
P21

Slika 33. Procentualna zastupljenost izolata P. putida sa razli¢itim stepenom inhibicije P21.

Rast P21 je u najvecoj meri (~1000 puta) inhibiran nakon gajenja u meSovitim kulturama sa
izolatima S1/33, S2/6, S2/27, D2/28 i D2/29 (Slika 34a). Najslabiji kompetitori su izolati S3/6, D3/18
i D5/33. Izuzev najslabijih kompetitora, svi ostali izolati doveli su do statisti¢ki znacajne inhibicije
P21 u direktnom kontaktu (p<0,05). Rast P21 prilikom kontakt-nezavisne interakcije sa P. putida
slican je rastu P21 u ¢istoj kulturi (Slika 34b). Do statisti¢ki zna¢ajne inhibicije rasta P21 u odsustvu
kontakta dovelo je samo dva izolata (S3/16 i D1/27). Gajenjem sa 16 P. putida izolata bez kontakta
doslo je ¢ak do povecanog rasta P21 u odnosu na kontrolu (Slika 34b).
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Slika 34. Inhibitorna aktivnost P. putida izolata prema P. syringae pv. aptata P21 u direktnom kontaktu izmedu ¢elija (a)
i odsustvu direktnog kontakta (b). Plavi stubi¢i oznacavaju kvantifikaciju rasta P21 u cistoj kulturi, a ostali stubici
pokazuju rast P21 u ko-kulturi najboljim kompetitorima (roze) i ostalim P. putida (sivi).

Najslabiji kompetitori protiv P21 su takode medu najslabijim protiv E. coli DH5a-lacZ, dok
su S2/27, D2/28 i D2/29 takode medu najboljim kompetitorima. Medutim, nisu svi izolati pokazali
sli¢énu kompetitivnu agresivnost protiv E. coli i P21. Nasuprot slaboj kompetitivnosti sa E. coli, izolati
S1/33 i S2/6 pripadaju grupi najjacih kompetitora protiv P21 (Slika 34a). Sa druge strane, neki od
najja¢ih kompetitora protiv E. coli, S2/7, S2/20, S3/8, S3/9, S4/8, S4/13, D1/27, D2/24 i D2/25,
pripadaju umereno agresivnim kompetitorima protiv P21. Na osnovu toga se moze zakljuéiti da
agresivnost u kompeticiji razli¢itih P. putida izolata zavisi od vrste sa kojom su u kompeticiji.

Dalje je ispitano da li T6SS ima ulogu u inhibitornoj aktivnosti jednog od najboljih
kompetitora (S2/27). Rast u prisustvu S2/27 je ne$to viSe inhibiran u poredenju sa mutantom sa
inaktiviranim tssA genom. Medutim ova razlika nije statisti¢ki znacajna (Slika 35).
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Slika 35. Kvantifikacija rasta P21 nakon kompeticije u direktnom kontaktu sa S2/27 i AtssA S2/27. Statisti¢ka
znacajnost analizirana kori§¢enjem one-way ANOVA i primenom Tukey testa znacajnosti (HSD) (p< 0,05).

4.3.5. Ekspresija hcpl gena u ¢istoj kulturi P. putida S2/27 i ko-kulturi sa P. syringae pv.
aptata P21

Kako bismo ispitali da li je aktivnost T6SS P. putida S2/27 stimulisana prisustvom patogena
P21, radena je qPCR metoda za pracenje ekspresije hcpl gena koji je neophodan za aktivnost T6SS.
Pokazano je da je ekspresija hcpl statisti¢ki znac¢ajno smanjena u ko-kulturi sa P21 u odnosu na ¢istu
kulturu P. putida S2/27 (Slika 36). Na osnovu dobijenih CT Mean vrednosti moze se zakljuciti da su
uzorci dosledni, bez znacajnih varijacija.
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Slika 36. Relativna ekspresija hcpl gena u ¢istoj kulturi S2/27 i ko-kulturi P. putida S2/27 i P. syringae pv. aptata P21
u odnosu kontrolu. Statisti¢ka zna¢ajnost procenjena je na osnovu t-testa za nezavisne uzorke (p<0,05).

4.3.6. In planta interbakterijska kompeticija

T6SS posredovana biokontrolna aktivnost S2/27 evaluirana je na osnovu stepena ostecenja
listova na Sec¢ernoj repi nakon inokulacije ¢istom kulturom P21 u odnosu na ko-kulture P21 i S2/27
(wt ili AtssA). Kao negativna kontrola listovi su inokulisani sterilnom destilovanom vodom i nije
uocena pojava simptoma. Takode, simptomi su bili odsutni na svim listovima inokulisanim ¢istim
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kulturama wt i AtssA S2/27 (Slika 37a). Najizrazeniji simptomi bili su prisutni na listovima
inficiranim ¢istom kulturom P21, pri ¢emu je procenat oste¢enja lista iznosio u proseku 65,25%. Nizi
procenat oStecenja listova uocen je nakon ko-inokulacije sa wt S2/27 i P21 (18,89) i AtssA S2/27 i
P21 (17,55). Rezultati ukazuju da T6SS S2/27 nema znacaja za redukciju simptoma bolesti izazvane
P21 sojem na Secernoj repi. S obzirom da su uoceni izrazeniji simptomi prilikom ko-inokulacije sa
wt sojem u odnosu na AtssA, moze se zakljuciti da T6SS potencijalno ima negativan efekat na lokalni
imunski odgovor biljaka. Drugi mehanizmi mogu biti zasluzni za uocen nizi procenat oStecenja
listova u odnosu na infekciju samim patogenom. Dobijene razlike izmedu simptoma biljaka
inficiranih ¢istom kulturom P21 u odnosu na ko-kulture su statisti¢ki znacajne (Slika 37D).

a)

% oftecenja lista

Slika 37. Pracenje simptoma na Secernoj repi nakon inokulacije odgovarajucih suspenzija (a) i graficki prikaz razlika u
procentu ostecenja listova nakon inokulacije ko-kultura wt/AtssA i P21 i Ciste kulture P21 (b). Statisticka znacajnost
analizirana koris¢enjem jednosmerne ANOVA i primenom Tukey testa znacajnosti (HSD) (p< 0,05).

4.3.7. Pracenje ekspresije gena ukljucenih u imunski odgovor Sec¢erne repe — lokalni odgovor

U cilju provere uticaja T6SS S2/27 na lokalni imunski odgovor Secerne repe pracena je
ekspresija gena ukljucenih u signalni put salicilne kiseline (nprl), jasmonic¢ne kiseline (myc2 i lox) i
abscisinske kiseline (nced). Normalizacija je izvrSena u odnosu na referentni gen za 25S rRNK, a
nivo ekspresije gena u okviru razli¢itih grupa biljaka prikazan je u odnosu na nivo ekspresije kod
biljaka inokulisanih sterilnom destilovanom vodom. Generalno, kod svih grupa biljaka smanjena je
ekspresija lox gena, a povecana ekspresija nced gena (Slika 38). Kod biljaka inokulisanih: ¢istom
kulturom S2/27 (I grupa); ko-kulturom S2/27 i P21 (II grupa) i ¢istom kulturom P21 (V grupa),
najveca je ekspresija nprl i nced gena, dok je kod biljaka inokulisanih ¢istom kulturom S2/27 AtssA
(111 grupa) i ko-kulturom S2/27 AtssA i P21 (1V grupa) u vec¢oj meri u odnosu na kontrolu eksprimiran
samo nced gen. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da lokalna infekcija patogenom P21
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u ¢istoj kulturi ili u ko-kulturi sa wt/AtssA dovodi do smanjene ekspresije myc2 i lox gena. U | grupi
biljaka se uocava vecéa ekspresija nprl i nced gena u odnosu na III grupu. Dodatno, veca ekspresija
ovih gena uocena je kod II grupe u odnosu na IV grupu. Ovi rezultati ukazuju da T6SS P. putida
moze imati Uticaj na statisti¢ki znacajno povecanje ekspresije nprlinced gena. Statisticke znacajnosti
razlike u ekspresiji gena izmedu svih testiranih grupa prikazane su u Prilogu 3.
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Slika 38. Relativna ekspresija nprl, myc2, lox i nced gena kod pet grupa biljaka inokuilisanih sa: (I) ¢istom kulturom
S2/27; (1) ko-kulturom S2/27 i P21; (III) ¢istom kulturom S2/27 AtssA (1V) ko-kulturom S2/27 AtssA i P21 i (V) istom

kulturom P21. Statisti¢ka zna¢ajnost analizirana kori§¢enjem jednosmerne ANOVA i primenom Tukey testa znacajnosti
(HSD) (p< 0,05).

4.3.8. Indukcija sistemske rezistencije

U cilju ispitivanja uticaja T6SS P. putida S2/27 na indukciju sistemske rezistencije kod
Secerne repe, biljke su tretirane suspenzijama wt i AtssA S2/27 tokom tri nedelje i zatim inficirane
patogenom P. syringae pv. atata P21. Kontrolne biljke obuhvatale su tri grupe: netretirane biljke,
biljke tretirane wt sojem i biljke tretirane AtssA mutantom. Listovi ovih biljaka su naknadno
inokulisani sterilnom destilovanom vodom. Nijedna biljka iz ove tri grupe su nakon sedam dana nije
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pokazivala simptome bolesti (Slika 39a). Biljke koje su inficirane patogenom takode su bile podeljene
na tri grupe, na isti nac¢in. Sve biljke iz ovih grupa razvile su simptome (Slika 39a). Najveci procenat
oStecenja listova uocen je kod netretiranih biljaka inficiranih sa P21 (24,33%). Kod biljaka tretiranih
AtssA mutantom uocena je redukcija simptoma u manjoj meri (21,33%). Simptomi su bili skoro duplo
manji kod biljaka tretiranih wt sojem pre infekcije, a procenat oStecenja lista iznosio je prosecno
14,08% (Slika 39b). Redukcija simptoma kao posledica tretiranja biljaka suspenzijama S2/27 i AtssA
S2/27 pre infekcije sa P21 je statisti¢ki znacajna.
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Slika 39. Pracenje simptoma na $ecernoj repi nakon inokulacije odgovarajuéih suspenzija (a) i graficki prikaz razlika u
procentu oSteéenja listova kod biljaka inficiranih sa P21 sa i bez prethodnog tretmana sa wt/AtssA S2/27 (b). Statisticka
znacajnost analizirana kori$¢enjem jednosmerne ANOVA i primenom Tukey testa znacajnosti (HSD) (p< 0,05).

4.3.9. Pracenje ekspresije gena uklju¢enih u imunski odgovor Secerne repe — sistemski
odgovor

Ispitivanje uticaja T6SS S2/27 na sistemski imunski odgovor SeCerne repe radeno je
pracenjem ekspresije nprl, myc2, lox i nced gena. Normalizacija je izvrSena u odnosu na referentni
gen za 25S rRNK, a nivo ekspresije gena u okviru razli¢itih grupa biljaka prikazan je u odnosu na
nivo ekspresije kod netretiranih biljaka koje nisu inficirane patogenom. Kod biljaka tretiranih
suspenzijom wt soja S2/27 i naknadno inficiranih sa P21 (I grupa), biljka tretiranih suspenzijom
mutanta AtssA S2/27, pa inficiranih sa P21 (I1l grupa) i netretiranih biljka inficiranih sa P21 (V
grupa), najveca je ekspresija myc2 i nced gena (Slika 40), ukazujuci da infekcija patogenom ima uticaj
na indukciju ekspresije ovih gena. Nasuprot tome, kod biljaka tretiranih wt sojem S2/27 (11 grupa)
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ekspresija myc2 gena smanjena je u odnosu na kontrolnu grupu. Kod biljaka tretiranih suspenzijom
mutanta, pa inokulisanih vodom (grupa 1V) ekspresija lox gena je veca u odnosu na ostale grupe.
Ukoliko uporedimo biljke inficirane P21 koje su prethodno tretirane suspenzijama wt soja ili AtssA,
mozemo zakljuciti da T6SS ne dovodi do povecane ekspresije gena, kada je u pitanju sistemski
imunski odgovor biljke. Nasuprot tome, ekspresija gena nprl, lox i nced je ¢ak veca kod biljaka
tretiranih AtssA S2/27. Ukoliko posmatramo biljke tretirane suspenzijom wt S2/27, naknadna
infekcija sa P21 dovodi do poveéane ekspresije svih gena izuzev nprl. Sa druge strane, u okviru
biljaka tretiranih suspenzijom AtssA S2/27, infekcija sa P21 dovodi do povecéane ekspresije svih gena

izuzev lox. Statisticka znacajnost za razlike u ekspresiji svih gena izmedu testiranih grupa biljaka
prikazana je u Prilogu 4.
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Slika 40 Relativna ekspresija nprl, myc2, lox i nced gena: (1) biljke tretirane suspenzijom wt soja S2/27 koje su naknadno
inficirane sa P21; (II) biljke tretirane wt sojem S2/27, inokulisane vodom; (IIT) biljke tretirane suspenzijom mutanta AtssA

S2/27 inficirane sa P21; (1V) biljke tretirane suspenzijom mutanta, pa inokulisane vodom i (V) netretirane biljke inficirane
sa P21.
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5. Diskusija

Prinos Secerne repe u Srbiji u 2024. godini smanjen je u odnosu na 2023. za 3,5 t/ha, uprkos
vecoj poznjevenoj povrsini za oko 5000 ha (www.stat.gov.rs.). Pored samog povecanja zetvenih
povrsina, veoma je vazno ispitivanje strategija za prevenciju i suzbijanje patogenih mikroorganizama
koji mogu nepovoljno uticati na prinos useva. P. syringae pv. aptata je fitopatogena bakterija sa
izuzetnim virulentnim potencijalom na Sec¢ernoj repi, medutim, moze inficirati i druge domacine kao
§to su blitva, cvekla, dinja i bundeva (Nikolié et al., 2018). Sirok spektar biljnih domadina koje ovaj
patogeni varijetet moze inficirati, naglaSava vaznost ispitivanja njegove patogenosti i mehanizama
kontrole bolesti koje izaziva. Prvi slucaj bolesti lisne pegavosti na Seernoj repi izazvan Ovim
patogenom u Srbiji zapazen je 2013. godine, na komercijalnim zasadima u Vojvodini (StojSin et al.,
2015). Tada je bolest uoc¢ena na 25 polja sa zasadima, sa uc¢estalos¢u od 0,1 do 40%. Kako bismo na
najbolji nac¢in mogli da pristupimo prevenciji i kontroli eventualnih budu¢ih epidemija, od klju¢nog
je znacaja upoznavanje epidemiologije i ekologije patogena. U tom smislu su znacajne osobine
patogena korisne za prezivljavanje u razli¢itim rezervoarima, kao i sposobnost §irenja na druge useve.
Dostupnost genomskih sekvenci patogena moze u velikoj meri poboljsati brzinu i kvalitet istrazivanja
kontrole bolesti biljaka, s obzirom na to da omogucava analizu razli¢itih faktora koji uti¢u na infekciju
biljke domacina.

U okviru roda Pseudomonas postoji veliki diverzitet na nivou genoma, a znacajna
divergencija u genima odgovornim za patogenost daje uvid u stepen virulencije i specificnost prema
biljkama domaéinima (Ramkumar et al., 2015). P. syringae ima globalnu metapopulaciju od oko 10%
¢elija, a broj razlicitih geneti¢kih linija je samo nekoliko redova veli¢ine manji, §to ukazuje na
izuzetan geneticki diverzitet u okviru ove vrste (Morris et al., 2019). Kada je u pitanju P. syringae
pv. aptata, u prethodnim studijama koje su se bavile komparacijom individualnih sojeva sa Secerne
repe iz Srbije uocen je izuzetno visok diverzitet u smislu patogenosti 1 opsega domacina (Nikoli¢ et
al., 2018; Morris et al., 2019). U istim studijama, testovi patogenosti na biljkama omogucili su
klasifikaciju sojeva u razlicite grupe u odnosu na stepen virulencije, te se mogu razlikovati slabo,
umereno i izrazito virulentni sojevi. lzrazito virulentni sojevi pokazuju Sirok opseg domacina
izazivajuci bolest na vec¢em broju biljnih vrsta (10-16), dok slabo virulentni sojevi imaju uzak opseg
domacina i izazivaju bolest na jednoj ili nekoliko biljaka domacina (Nikoli¢ et al., 2018; Morris et
al., 2019). Upravo zbog izuzetnog genetickog diverziteta znacajno je proucavanje faktora virulencije
na nivou genoma kod razli¢itih sojeva. Na taj nac¢in moze se dobiti uvid u faktore koji u najve¢oj meri
uti¢u na manipulaciju imunskim odgovorom biljke i uspe$nost u izazivanju bolesti. lako broj
slu¢ajeva bolesti lisne pegavosti izazvane P. syringae pv. aptata raste iz godine u godinu (Stojsin et
al., 2015; Rotondo et al., 2020; Nampiija et al., 2021), poznavanje faktora ukljuéenih u interakcije
izmedu domacdina i patogena daju znacajan uvid u adekvatan pristup kontroli bolesti (Sundin et al.,
2016).

Do sada u literaturi nije bilo studija koje se bave detaljnom analizom genoma P. syringae pv.
aptata i jo$ uvek nema informacija koje se ticu genomskih karakteristika, epidemiologije 1 strategija
virulencije ovog patogena. Da bismo ustanovili da li je razlika u genima za virulenciju odgovorna za
prethodno pokazane razlike u virulenciji in planta (Nikoli¢ et al., 2018), u ovoj studiji radena je
analiza genoma odabranih sojeva iz kolekcije izolata P. syringae pv. aptata sa Se¢erne repe. Koris¢en
je soj P16, kao slabo virulentan predstavnik sa uskim opsegom domacina i soj P21 koji je izrazito
virulentan 1 poseduje Sirok opseg domacina. Poredenjem ova dva soja, dobijen je uvid u geneticku
osnovu patogenih karakteristika P. syringae pv. aptata. Sojevi P16 i P21 poredeni su sa Sto genoma
P. syringae razli¢itih patogenih varijeteta preuzetih iz NCBI baze podataka i veli¢ina genoma sojeva
je u skladu sa postojec¢im literaturnim podacima za kompleks vrsta P. syringae (Baltrus et al., 2017).
U poredenim genomima uocen je i visok sadrzaj GC parova. Sastav amino kiselina ima uticaj na
prirodnu selekciju kada je u pitanju metabolicka efikasnost i sinteza proteina je manje energetski
zahtevna kada su aminokiseline kodirane kodonima sa visokim GC sadrzajem (Du et al., 2018).

Poredeni sojevi pripadaju razlic¢itim filogenetskim grupama u okviru P. syringae kompleksa.
Ovom studijom obuhvaceni su predstavnici filogrupa 1, 3, 4, 7, 9, 10, 13, izolovani iz razli¢itih
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stanista, kao i prestavnici filogrupe 2 kojoj pripadaju sojevi P16 i P21 (Rankovi¢ et al., 2023). U
filogrupu 2 pored P. syringae pv. aptata, spadaju i sojevi P. syringae pv. papulans, P. syringae pv.
syringae, P. syringae pv. aceris, P. syringae pv. solidagae, P. syringae pv. coryli, P. syringae pv.
lapsa, P. syringae pv. atrofaciens (Baltrus et al., 2017). Svrstavanje sojeva u 13 filogenetskih grupa
u okviru P. syringae kompleksa omoguceno je studijama zasnovanim na multilokusnoj analizi
sekvenci (engl. ,,MLSA*) nekoliko konzerviranih gena (Bull et al., 2011; Berge et al., 2014). Pored
toga, podaci o genomima pojedina¢nih sojeva znaCajni su za filogenomske studije u okviru
kompleksa (Baltrus et al., 2017). U studiji Gomila et al. (2017) radena je analiza 139 genoma P.
syringae i uo¢eno je postojanje Sest filogenomskih grana, pri ¢emu je soj P. syringae pv. aptata DSM
50252 svrstan u filogenomsku granu 1, zajedno sa sojevima P. syringae pv. coryli, P. syringae pv.
syringae, P. syringae pv. pisi, P. syringae pv. panici, P. syringae pv. japonica i P. syringae pv.
avellanae.

Za ispitivanje filogenomskog statusa i divergencije medu blisko srodnim sojevima koristi se
ANI analiza, koja se zasniva na utvrdivanju prose¢ne identi¢nosti genoma na nivou nukleotida (Jain
et al., 2018; Sawada & Fujikawa, 2019). U ovoj studiji, ispitivane su sli¢nosti izmedu kodirajucih
regiona odabranih genoma P. syringae (Rankovi¢ et al., 2023). Svi predstavnici P. syringae pv. aptata
pripadaju istoj kladi, izuzev soja G733. Medutim, s obzirom da pripadnici P. syringae kompleksa
predstavljaju izuzetno heterogenu grupu, tesko je strogo definisati taksonomske granice medu njima.
U ovom istrazivanju uoc¢eno je odsustvo jasnih granica izmedu pripadnika prethodno ustanovljenih
filogenetskih/filogenomskih grupa. lako su taksonomske i filogenomske analize u okviru P. syringae
kompleksa vrsta u fokusu brojnih studija, razliciti pristupi deponovanja genomskih podataka mogu u
odredenoj meri dovesti do neslaganja medu njima. Mnogi izolati su deponovani u baze podataka bez
punog opisa ili podaci nisu adekvatno azurirani u skladu sa napretkom molekularnih tehnika (Gomila
et al., 2017). Ovo ukazuje na potrebu da se izvrs$i harmonizacija baza sa genomskim podacima, kako
bi se omogucila adekvatnija identifikacija medu sojevima. Takode, sa razvijanjem molekularnih
tehnika, ispravnost koncepta patogenih varijeteta se dovodi u pitanje (Gomila et al., 2017; Morris et
al., 2019). Prethodno definisani patogeni varijeteti ne pokazuju znacajne razlike na nivou genoma i
filogenetski su vrlo bliski, tako da postoji potreba za prilagodavanjem nomenklature, §to je u velikoj
meri otezano zbog decenija upotrebe termina patogeni varijetet. Uskladivanje postojec¢ih podataka sa
budué¢im razvitkom metoda analize genoma predstavljaju inicijalne korake u kompletnom
razumevanju epidemiologije i etiologije bolesti koje izaziva P. syringae.

Bakterijski sojevi koji pripadaju istoj vrsti u velikoj meri variraju u sadrzaju gena, stoga je
repertoar gena vrste znacajno ve¢i u odnosu na pojedinacni soj (Mira et al., 2010). Ta Cinjenica
naglasava vaznost analiza svih gena veceg broja genoma biljnih patogena koji pripadaju istoj vrsti.
Ukoliko uporedimo sli¢nosti i razlike izmedu P. syringae sojeva ukljucenih u izazivanje razli¢itih
epidemija, mozemo dobiti znacajne informacije za predupredivanje izbijanja novih epidemija.
Napredak u bioinformatickim metodama 1 upotreba genomskih podataka omogudili su i
implementaciju pangenom analize kao reprezentativne discipline za izuCavanje Citavog repertoara
gena u genomima od interesa (Kim et al., 2020). Vec¢i broj alata dostupan je za analizu pangenoma
(Golchha et al., 2024), a u najsiroj upotrebi je softver ,,Roary* koji koristi podatke iz anotiranih
genoma (Page et al., 2015) i kori$¢en je u ovom istrazivanju. Treba napomenuti da postoji veci broj
alata za anotiranje genoma, a od njihovog izbora moze zavisiti 1 rezultat pangenom analize. Brzim
napretkom bioinformatickih metoda, sekvenciranje genoma postalo je pristupacnije. Na taj nacin su
postale dostupne ogromne koli¢ine podataka, Sto je izuzetno znaCajno za razumevanje razliCitih
osobina kod vrsta od interesa. Sa druge strane, sa razvojem sve veceg broja alata i njihove lakSe
dostupnosti stvara se odredena konfuzija u tumacenju rezultata zbog medusobne inkompatibilnosti
softvera. U tom smislu, kada se radi komparativna analiza genoma kao $to je pangenom analiza, jako
je vazno da svi genomi budu anotirani upotrebom istog softvera.

Kao i prema ANI analizi i prema repertoaru gena soj G733 pripada odvojenoj kladi od drugih
sojeva P. syringae pv. aptata, sto dodatno moze ukazivati na njegovu pogresnu identifikaciju kao
pripadnika ovog patogenog varijeteta. U okviru pangenoma, vecina gena pripada fleksibilnom
(akcesornom) delu genoma (Rankovi¢ et al., 2023). Ekstenzivan akcesorni genom ukazuje na
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izuzetnu varijabilnost medu analiziranim sojevima i moze se povezati sa njihovom sposobnosti
prezivljavanja u razli¢itim ekoloskim nisama i visokom stopom horizontalnog genskog transfera u
okviru P. syringae kompleksa vrsta (Dillon et al., 2019). Sa druge strane, komponente ,,core” genoma
manje su podlozne horizontalnom transferu gena, $to ih ¢ini pogodnijem za ispitivanje evolucione
istorije (Sarkar & Guttman, 2004). Visok procenat fleksibilnog genoma (~94%) takode je uocen u
studiji Gomila et al. (2017), u kojoj je analizirano 127 genoma. Sa druge strane analiza pangenoma
15 sojeva P. syringae pv. actinidiae pokazala je priblizno izjednacen sadrzaj ,,core” gena (44,54 %)
i akcesornih gena (55,46 %), dok je 2416 od 9848 gena specifi¢no za soj u okviru ovog patogenog
varijeteta (Wang et al., 2024). Ove vrednosti su u korelaciji sa brojem analiziranih sojeva jer se sa
povecanjem broja genoma u analizi o¢ekuje i povecanje akcesornog dela pangenoma, kao i veci broj
gena specifi¢nih za soj (Dillon et al., 2019). Tu ¢injenicu potvrduje i studija koja je obuhvatila 153
genoma P. syringae pv. actinidiae, u okviru kojih su ,,core® geni ¢inili 19% (Turco et al., 2024).
Dakle, geneti¢ka heterogenost u okviru kompleksa vrsta P. syringae ogleda se u izuzetno visokoj
ucestalosti akcesornih gena u okviru pangenoma, kao i prisustva velikog broja gena karakteristi¢nih
samo za pojedinacne sojeve, ¢ime se naglasava znacaj studija koje se bave analizom individualnih
sojeva na genomskom nivou. Dodatno, treba imati u vidu i da visoke stope horizontalnog genskog
transfera mogu povoljno uticati na povecanje ucestalosti odredenih gena koji su specifi¢ni za soj, tako
da bi trebalo obratiti paZznju i na potencijalni znacaj ovih gena u izazivanju buduéih epidemija.

Pangenom analizom se dobija uvid u sve gene prisutne kod svih pojedina¢nih ispitivanih
sojeva. Konkretno, od znacaja za ovo istrazivanje bili su geni ukljuceni u kolonizaciju i virulenciju
koji su poredeni medu sojevima. Nakon $to fitopatogeni udu u apoplast biljke, sledec¢i vazan korak
predstavlja kolonizacija, $to se postize kroz prevazilaZzenje mehanizama rezistencije biljaka domacina
(Ichinose et al., 2013). Kolonizacija filosfere predstavlja zna¢ajan faktor u uspostavljanju epifitnog i
endofitnog zivotnog ciklusa. P. syringae poseduje razli¢ite osobine koje doprinose adaptabilnosti u
kolonizaciji filosfere. Pokretljivost (zavisna i nezavisna od flagela) predstavlja osobinu od klju¢nog
znacaja za opstanak u variraju¢im uslovima sredine i interakciji sa biljkama (Panopoulos & Schroth,
1974). Od izuzetnog je znacaja za pribavljanje nutrijenata, izbegavanje toksina i nepovoljnih uslova
sredine, inficiranje biljke domacina i Sirenje infekcije (Ichinose et al., 2013). Pokretljivost rojenjem
predstavlja tip kretanja zavisan od flagela i neophodan je za kretanje po ¢vrstim povrSinama i za
uspesnu kolonizaciju kod razli¢itih patogenih varijeteta u okviru P. syringae kompleksa (Venieraki
etal., 2016).

U ovom istrazivanju je uoéeno da svi testirani sojevi P. syringae sadrze gene ukljucene u
pokretljivost flagelama i hemotaksiju, dok P16 i P21 poseduju i gene za pokretljivost rojenjem i
pokretljivost trzajima koja ne zavisi od flagela (Rankovi¢ et al., 2023). Kolonizacija koja je
posredovana kretanjem mogla bi predstavljati vazan faktor koji uti¢e na virulenciju P. syringae pv.
aptata. To je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u testu ispitivanja pokretljivosti sojeva P16 i P21
u kome su sojevi bili pozitivni na pokretljivost klizanjem (Morris et al., 2019). Pored toga, u ovoj
studiji je pokazano da P21 pokazuje veéi stepen kretanja plivanjem u odnosu na P16, §to moze imati
efekat na razlicit stepen virulencije. Mutacije u genima za flagele u znacajnoj meri uticu na sSmanjenje
virulencije prema biljkama domacinima (Ichinose et al., 2013). Ekspresija gena ukljucenih u
pokretljivost povezana je i sa drugim faktorima virulencije i uslovima sredine. Pokazano je da P.
syringae mutanti u fliC i fliD genima imaju smanjenu virulentnost, dok pokazuju povecanu ekspresiju
hrp gena T3SS, na osnovu cega je zaklju¢eno da unutarcelijski molekuli flagelina mogu delovati kao
signal koji reguliSe ekspresiju T3SS (Ichinose et al., 2016). Kada su u pitanju sredinski faktori,
svetlost moze imati uticaja na pokretljivost kod P. syringae pv. syringae B728a zahvaljuju¢i histidin
kinazi (LOV-HK), pozitivnom regulatoru u odgovoru na plavu svetlost i bakteriofitohromu (Bphpl)
kao negativnom regulatoru u odgovoru na crvenu svetlost (Wu et al., 2013). Svi testirani sojevi koji
pripadaju patogenom varijetetu aptata poseduju veci broj histidin kinaza, a P16 i P21 takode poseduju
Bphpl, sto ukazuje na mogucéi pozitivan uticaj svetlosti na pokretljivost rojenjem kod P. syringae pv.
aptata. Pored svetlosti, temperatura moze takode imati uticaj na rojenje kod B728a, koje je inhibirano
na temperaturama od 28 do 30 °C (Hockett et al., 2013). Dodatno, uslovi vlaznosti mogu pogodovati
odredenom tipu kretanja: u uslovima visoke vlaznosti favorizovano je plivanje, dok je u uslovima
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nize vlaznosti u apoplastu favorizovana pokretljivost klizanjem ili posredstvom tip IV pila (T4P)
(Ichinose et al., 2013). Za asembliranje i funkcionalnost T4P neophodno je oko 40 gena koji kodiraju
glavne strukturne proteine za elongaciju i retrakciju (Mattick, 2002). Svi genomi analiziranih P.
syringae sojeva, ukljucujuci i P. syringae pv. aptata poseduju pil gene za asembliranje, ekstenziju,
vezivanje i retrakciju T4P i pilT gen koji kodira protein uklju¢en u pokretljivost rojenjem. To ukazuje
da P. syringae pv. aptata moze koristiti ovaj tip pokretljivosti za uspesnu kolonizaciju stanista. U
povoljnom okruzenju, bakterijski pili omoguéavaju adheziju i iniciraju formiranje biofilma, dok bldA
gen ima kljuénu ulogu u disperziji biofilma P. syringae pv. aptata. Pokretljivost rojenjem i T4P
komponente su u korelaciji sa formiranjem biofilma. Sposobnost formiranja biofilma zahteva
produkciju razlicitih egzopolisaharida (EPS) (Heredia-Ponce et al., 2021). U ovoj studiji geni za EPS
(acsA i acsC) detektovani su u svega nekoliko P. syringae sojeva, medutim, nisu prisutni u P16 i P21
sojeima. Celulozni operon povecava fitnes u epifitnoj fazi P. syringae pv. syringae UMAF0158
pozitivnim uticajem na formiranje biofilma i adheziju na povrsinu listova, ali povecana ekspresija
ovog operona utice na smanjen stepen nekroze na listovima paradajza (Arrebola et al., 2015).
Pretpostavlja se da bi celuloza mogla imati ulogu u otezavanju tranzicije izmedu epifitne i endofitne
faze P. syringae sojeva (Heredia-Ponce et al., 2020).

Fluorescentne pseudomonade, medu kojima je i P. syringae, Cesto se suocavaju sa slabom
rastvorljivos¢u Fe®* jona i potrebom za razvijanjem visoko efikasnih sistema za snabdevanje
gvozdem. Kod bakterija koje promovisu rast biljaka siderofore mogu Stititi biljke od patogena, dok
siderofore patogenih bakterija mogu funkcionisati kao faktori virulencije, oStetiti tkiva domacina i
promovisati rast patogena (Kramer et al., 2020). U genomima P16 i P21 prisutni su geni koji kodiraju
receptore za siderofore (feripioverdin, feripiohelin, ferihrom, ferienterobaktin, ferianguinibaktin,
feripseudobaktin). Siderofore mogu biti od znac¢aja u uslovima kompeticije i njihova produkcija se
povecéava u prisustvu drugih sojeva (Niehus et al., 2017). Na osnovu navedenog moze se zakljuditi
da detekcija gena za siderfore u genomima P16 i P21 moze ukazati na njihov potencijalni doprinos
fitnesu P. syringae pv. aptata kako u polimikrobnom okruzenju, tako i u interakciji sa biljkama
domacinima. Pored toga, prisustvo gena za aktivnost stvaranja Cestica leda kod P16 i P21 takode
moze doprinositi virulenciji ovih sojeva. Aktivnost u stvaranju Cestica leda moze biti znacajna u
epifitnoj fazi zivotnog ciklusa P. syringae zahvaljuju¢i sposobnosti da izaziva povrede na biljkama
kao posledica zamrzavanja, ¢ime se olakSava ulazak patogena i Sirenje infekcije (Xin et al., 2018).

Potencijalni doprinos virulenciji analiziranih P. syringae genoma daje prisustvo iaaM gena za
produkciju hormona auksina. Auksin ima vaznu ulogu u biljkama jer uti¢e na procese ¢elijske deobe,
elongacije i razvoja plodova, medutim, povecana produkcija i visok nivo indol-3 sir¢etne kiseline
mogu povecati osetljivost na bolesti (Duca et al., 2014). Sinteza indol-3 siréetne kiseline, dominantne
forme auksina u biljkama, predstavlja jo§ jedan mehanizam virulencije P. syringae (McClerklin et
al., 2018). Produkcijom auksina soj DC3000 inhibira odbrambene mehanizme biljke kroz supresiju
signalne mreze salicilne kiseline (Djami-Tchatchou et al., 2020). Prisustvo efektornog proteina
AvrRpt2 je u korelaciji sa povecanjem produkcije indol-3 sir¢etne kiseline tokom infekcije sojem
DC3000 (Chen et al., 2007). U okviru ispitivanih genoma u ovoj studiji, gen za ovaj efektorni protein
specifican je samo za soj DC3000 i nije detektovan kod drugih predstavnika vrste. U analiziranim
genomima u ovom radu detektovan je gabP gen koji kodira permeazu za gama-aminobuternu
kiselinu. Biljke produkuju gama-aminobuternu kiselinu, koja je najzastupljenija aminokiselina u
apoplastu u cilju reprimiranja ekspresije T3SS (Park et al., 2010). Koris¢enje gama-aminobuternu
kiselinu od strane GabP permeaze fitopatogena moze direktno inhibirati indukciju odbrambenih
mehanizama biljke u domacinima gde efektori T3SS pokrecu imunski odgovor biljke (McCraw et al.,
2016).

Analizom pangenoma P. syringae nisu detektovani geni za fitotoksine (Rankovic et al., 2023).
Geni za siringolin, siringomicin i siringopeptin nisu detektovani ni u studiji koja je obuhvatala analizu
pangenoma 153 P. syringae pv. actinidiae (Turco et al., 2024). Sa druge strane, na osnovu homologije
gena sa P. syringae pv. syringae B728a, u genomima P16 i P21 detektovan je syrD gen za
siringomicin i geni za siringopeptin. SyrD je transportni protein koji omogucava eksport toksina kroz
citoplazmati¢cnu membranu P. syringae (Quigley et al., 1993). Zanimljivo je da postoji negativna
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korelacija izmedu repertoara efektora T3SS i sposobnosti sojeva da produkuju toksine (Baltrus et al.,
2011; Hockett et al., 2014). Time se moze objasniti mali broj gena za fitotoksine kod ispitivanih P.
syringae pv. aptata sojeva, s obzirom na veci broj gena za efektorne proteine, pogotovo kod P21.
Analizom gena za efektorne proteine identifikovan je repertoar od 78 razlicitih gena, medu kojima je
10 bilo dominantno prisutno u ispitivanim sojevima. Danas je poznato da efektorom P. syringae
sadrzi preko 70 familija efektora, od kojih su tri (AvrE, HopM i HopAA) kodirani sa konzerviranog
regiona u okviru ostrva patogenosti i prisutni su u velikom broju sojeva u okviru P. syringae
kompleksa (Bundalovic-Torma et al., 2022). U okviru analize 494 P. syringae soja pokazano je da je
uz pomenuta tri proteina HopB1 identifikovan u 95% sojeva, $to naglaSava njegovu vaznost u
patogenosti i osnovnim interakcijama sa biljkama (Dillon et al., 2019). Najveci repertoar efektora
(39) ima P. syringae pv. tomato DC3000. Ovaj rezultat potvrduje i studija koju su sproveli Wang et
al. (2024), u kojoj je kod istog soja detektovano 42 gena za efektore T3SS, §to je takode najveci broj
u odnosu na druge testirane sojeve. Ovaj veliki repertoar gena kodira dve grupe efektornih proteina:
() HopM 1 AvrE koji uti¢u na povecanje koli¢ine vode u apoplastu (,,water soaking®); (1) AvrPto i
AvrPtoB koji suprimiraju imunitet pokrenut patogenom (,,Pattern-triggered Immunity“ — PTI) (Wei
et al., 2018). Za razliku od DC3000, P16 i P21 nemaju gene za ekspresiju druge grupe efektora, ali
imaju gene za konzervirane efektore HopM i AvrEl, koji su takode prisutni i kod drugih sojeva P.
syringae pv. aptata.

P. syringae pv. aptata je prethodno karakterisan kao patogeni varijetet sa malim repertoarom
efektora T3SS (Baltrus et al., 2011). Generalno, u okviru ovog patogenog varijeteta, u ovoj studiji
detektovano je 32 razli¢ita gena za efektorne proteine kod Sest sojeva izolovanih sa Secerne repe. Dva
soja koja pripadaju P. syringae pv. aptata (ICMP11935 i P21) zajedno sa DC3000 spadaju u gurpu
sojeva sa najve¢im brojem detektovanih gena za efektore, u okviru ove studije. Ranija istrazivanja
komparativne genomike u okviru 19 P. syringae patogenih varijeteta pokazala su da P. syringae pv.
aptata DSM50252 ima 12 gena za sintezu efektora T3SS (Baltrus et al., 2011), dok je u ovom
istrazivanju kod istog soja detektovano 16 efektornih gena. Razlog ove deskrapance lezi u ¢injenici
da su koris¢eni razli¢iti alati za identifikaciju gena za efektore. Nasi rezultati ukazuju na to da je
predikcija T3SS efektora posredovana masinskim ucenjem efikasnija u odnosu na koris¢enje
algoritma tBLASTN u okviru NCBI baze.

U ovoj studiji su po prvi put u okviru P. syringae pv. aptata detektovani geni za efektore
AvrRpm1, HopAW1 i HopAUL. AvrRpm1 ima ulogu u fosforilaciji RIN4 proteina i supresiji PTI i
imuniteta pokrenutog efektorima (engl. ,,Effector-triggered immunity* — ETI) (Geng et al., 2016).
HopAW1 za sada ima nepoznatu biohemijsku funkciju, ali pripada HOPAS1 familiji znacajnoj za
virulenciju P. syringae pv. actinidiae i ETI kod Arabidopsis (McAtee et al., 2018). HopAUL1 efektor
kod P. syringae pv. phaseolicola ukljucen je u kasni stadijum infekcije i ima ulogu u modifikaciji
apoplasta 1 obezbedivanju povoljnih uslova za proliferaciju patogena, dok mutanti za ovaj efektor
slabije rastu u biljnom apoplastu (Macho et al., 2012). Pored toga, hopAUL gen se konstantno
eksprimira tokom rane faze infekcije, kao i neki transkripcioni regulatori uklju¢eni u odgovor na
promene zivotne sredine i indukciju virulentnih faktora kao Sto su fitotoksini i drugi T3SS efektori
(Fujjikawa & Sawada, 2019).

Slabo virulentni soj P16 ima manje gena za efektore u odnosu na jako virulentni P21
(Rankovi¢ et al., 2023). S obzirom da su ova dva soja u velikoj meri sli¢na kada je u pitanju prisutnost
gena za druge faktore virulencije, moze se zakljuciti da je upravo razlicit repertoar efektora u osnovi
prethodno pokazanih razlika u virulenciji u eksperimentima in planta (Morris et al., 2019). To
dodatno naglasava znacaj genomskih analiza i njihov doprinos upoznavanju mehanizama patogenosti
sojeva P. syringae. Otkrivanje novih efektora znacajno daje doprinos razumevanju virulentnih
karakteristika konkretnog patogena, a identifikacija gena za ove efektore predstavlja prvi vazan korak
u tom procesu. Pored ve¢ poznatih gena za efektore, u okviru svih analiziranih sojeva u ovoj studiji,
identifikovano je 30 potencijalno novih gena za efektore, od kojih ¢etiri kod soja P16 i tri kod soja
P21. To saznanje omogucava usmeravanje buducih istrazivanja koja bi se mogla baviti ispitivanjem
funkcionalnosti ovih gena. Uloga pojedinac¢nih produkata ovih gena, kao i njihovih sinergisti¢kih
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efekata u biljnoj patologiji, mogla bi se ispitati konstrukcijom razli¢itih mutanata i pra¢enjem
njihovog efekta na simptome bolesti kod biljaka domacina.

Pored kompeticije sa imunskim sistemom biljaka domacina, fitopatogeni su u kompeticiji sa
drugim mikroorganizmima. Razli¢iti mehanizmi za snabdevanje nutrijentima koji omogucéavaju
snabdevanje Secerima, aminokiselinama, kao 1 drugim metabolitima, ¢ine biljne patogene
kompetitivnim u okviru biljnog mikrobioma (Fatima & Senthil-Kumar, 2015). Kompeticija moze biti
posredovana T6SS (Bernal et al., 2017), razli¢itim sekundarnim metabolitima (Haas i Defago, 2005),
kao i utisavanjem meducelijske komunikacije (engl. ,,Quorum Quenching“ — QQ) (Rodriguez et al.,
2020). Kod P16 i P21 detektovani su geni clpV1, hcpA i hcpl, koji predstavljaju glavna obelezja
T6SS. Prisustvo ovih gena moze ukazati da kompeticija sa drugim mikroorganizmima posredovana
T6SS potencijalno predstavlja jednu od strategija kojom P. syringae pv. aptata postize uspes$nu
kolonizaciju, medutim, neophodno je dalje ispitati aktivnost sistema u kompetitivnim uslovima. U
model sistemu P. syringae pv. tomato DC3000 identifikovana su dva genska klastera (HSI-1 i HSI-
I1), a samo HSI-II kodira funkcionalni T6SS uklju¢en u interbakterijsku kompeticiju (Chien et al.,
2020). Pored T6SS gena, detektovani su geni za AHL acilazu kod oba soja. To moze ukazati na na
potencijalnu aktivnost u utiSavanju meducelijske komunikacije izmedu bakterija. Enzim PvdQ
acilaza ima dvostruku ulogu kod fluorescentnih pseudomonada (biosintezu pioverdina i degradaciju
dugih lanaca AHL), $to dovodi do jake QQ aktivnosti (Koch et al., 2010).

Kako bismo preciznije ustanovili znacaj prisustva razli¢itih gena ukljucenih u virulenciju P.
syringae, bilo je neophodno analizirati i njihove produkte. Stoga je sledeé¢i korak u istrazivanju
podrazumevao ispitivanje repertoara sekretovanih faktora virulencije (Nikoli¢ et al., 2023). U
poslednje vreme, napredak u analizama proteoma predstavlja vrlo mocan alat za identifikaciju i
kvantifikaciju proteina iz kompleksnih bioloskih uzoraka i daje uvid u potencijalne mehanizme
infekcije biljnim patogenima (Scumacher et al., 2014). Kvantitativna analiza proteoma u ovom
istrazivanju obuhvatila je pored P16 i P21 jos§ Cetiri soja P. syringae pv. aptata koji se razlikuju po
stepenu virulencije. Uz P16, P17 predstavlja slabo virulentan soj. P23 pripada grupi izuzetno
virulentnih sojeva zajedno sa P21. Umereno virulentni sojevi su P26 i P93 (Morris et al., 2019).
Prevashodno su analizirani proteini koji se sekretuju aktivnoscu sekretornih sistema Tip 1111 Tip VI,
kao i flagelarnih proteina zbog njihovog doprinosa virulenciji biljnih patogena (Pontes et al., 2020).
U poredenju sa analizom genoma u kojoj je detektovano 16 poznatih gena za efektore kod P16 i 25
gena kod P21, analizom proteoma utvrdeno je da se 23 efektora T3SS sekretuje ekstracelularno u
okviru Sest ispitivanih sojeva P. syringae pv. aptata, Sto potvrduje sekreciju vecine efektora za koje
su detektovani geni u analizi genoma. Pilusni protein HrpA sekretuje se u najvecoj meri kod svih Sest
sojeva, sto je i ocekivano jer se pilus T3SS sastoji od nekoliko stotina kopija HrpA proteina. HrpA
uti¢e na povecanje ekspresije T3SS gena i neophodan je za aktivaciju hrpZ operona prilikom kontakta
sa biljkom (Ortiz-Martin et al., 2010). HrpZ1 je takode prisutan u velikoj meri kod testiranih sojeva
i moze biti znaajan za infekciju biljaka domacina. Mutacija u hrpZ genu kod P. syringae pv.
maculicola dovodi do nesposobnosti infekcije biljaka Arabidopsis thaliana i Brassica oleacea
(Alvarez-Mejia et al., 2015). U okviru istog operona sa hrpZ i hrpA nalazi se i hrpB gen (Tsunemi et
al., 2011). HrpB se takode sekretuje u okviru svih testiranih sojeva, a u nesto vecoj meri kod slabije
virulentnih. Ima ulogu kao pozitivni regulator ekspresije hrp gena, kao i gena lokalizovanih van ovog
klastera (Genin et al., 1992). Medu najzastupljenijim efektorima u okviru P. syringae pv. aptata su i
prethodno pomenuti konzervirani proteini AvrEl i HopM1 koji uti¢u na uslove vlaznosti nakon §to
bakterije udu u biljni apoplast (Xin et al., 2016). Poveéana vlaznost rezultuje da na listovima postoje
mesta koja su izuzetno natopljena vodom, §to je pokazano i u in planta testovima P. syringae pv.
aptata, tokom rane faze bolesti (Nikoli¢ et al., 2018; Morris et al., 2019). Time se povecava
dostupnost nutrijenata za fitopatogena i olaksana je invazija tkiva, a moZze postojati i nepovoljan uticaj
na sam odgovor biljke (Matte et al., 2024). Dodatno, u vecoj meri sekretovan je i HopAA1 efektor,
koji predstavlja deo minimalnog funkcionalnog seta efektora neophodnih za virulenciju P. syringae
pv. tomato DC3000 prema duvanu (Cunnac et al., 2011) i izaziva lokalizovanu ¢elijsku smrt (Huang
et al., 2024). Pored ovih efektora, u velikoj meri sekretovan je i HopBF1, koji je ukljuéen u
fosforilaciju molekularnog Saperona HSP90, koji ima ulogu U spre¢avanju aktivacije imunskog
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odgovora biljke $to dovodi do pojave simptoma bolesti (Lopez et al., 2019). Konkretno, kod P.
syringae pv. tomato DC3000, HopBF1 je ukljucen u aktiviranje ETI odgovora kod biljke (Lonjon et
al., 2024). Pokazano je da 19 familija efektora u okviru efektoroma P. syringae, izaziva ETI odgovor
kod Arabidopsis thaiana (Laflamme et al., 2020). Kao odgovor na ovu osobinu biljaka, evoluirali su
patogeni mehanizmi koji omogucavaju izbegavanje ETI odgovora, kao Sto su: mutacije,
rekombinacije ili gubitak efektornih gena (Bundalovic-Torma et al., 2022); regulacija nivoa
ekspresije konzerviranih efektora (Laflamme et al., 2020); interakcije izmedu efektora, pri ¢emu
odredeni efektori suprimiraju ETI aktiviran od strane drugih efektora (Martel et al., 2022). Slabo
virulentni sojevi (P16 i P17) pokazali su znatno veéu ucestalost harpina. Pored toga, u poredenju sa
virulentnijim sojevima, kod P16 i P17 veéa je i ucCestalost efektora koji eliciraju ETI (AvrEl,
AvrRpm1, Hopll, HopZ3, HopAZ1, HopAAl i HopBALl) (Laflamme et al., 2020). Postoje podaci
da prekomerna ekspresija efektora AvrE1 kod P. syringae pv. tomato DC3000 dovodi do izazivanja
ETI u Arabidopsis (Laflamme et al., 2020).

Sekrecija tri efektora (AvrRpm1, HopAW1 i HopAU1) je detektovana po prvi put u okviru P.
syringae pv. aptata (Nikoli¢ et al., 2023), $to je u saglasnosti sa rezultatima analize genoma u okviru
ove studije. Navedeni efektori su detektovani kod svih P. syringae pv. aptata sojeva, ali u nesto vecoj
meri kod umereno virulentnog P26 i izuzetno virulentnog P21, §to ukazuje na potencijalnu ulogu ovih
efektora u mehanizmima patogenosti specifi¢nim za soj. U poredenju sa P21 koji izaziva nekrozu na
70% povrsine lista Sirokog spektra domacina, soj P26 umereno je virulentan na srednje Sirokom
opsegu domacina i izaziva nekroti¢na oste¢enja koja obuhvataju 35% povrsine lista (Nikoli¢ et al.,
2018, Morris et al., 2019). U okviru ova dva soja, slaba je sekrecija efektora koji su prepoznatljivi od
strane imunskog odgovora biljke i dovode do ETI, sto bi moglo ukazivati na potencijalno letalan
efekat pomenuta tri efektora na razli¢ite biljne vrste. Sa druge strane, sojevi P16 i P17 su vrlo slabo
virulentni 1 izazivaju manje od 10% nekroze na listovima uskog opsega domaéina (P16 samo na
persunu, a P17 i na luku) (Nikoli¢ et al., 2018; Morris et al., 2019). Analizom sekretoma pokazana je
iznenadujuce visoka ucestalost efektora kod slabo virulentnih sojeva, $to ukazuje da visoka ucestalost
efektora moze voditi do brzog odgovora biljnog imunskog sistema i posledi¢no slabog razvoja
simptoma bolesti. Tokom evolucije, biljke su razvijale razli¢ite mehanizme koji im omogucavaju
prepoznavanje diverziteta T3SS efektora. Generalno, konzervirani efektori koji su prisutni u svim P.
syringae sojevima Cesto predstavljaju efektore koje biljni imunitet prepoznaje. Sa druge strane, kod
patogena evoluiraju mehanizmi kojima se povecava uspesnost prilikom infekcije. Ta stalna ,,trka u
naoruzanju‘ izmedu biljnih patogena 1 biljaka domacina predstavlja jedan evolutivni proces u ¢ijoj
osnovi leZi geneticki diverzitet. Medutim, iako sam repertoar T3SS efektora ima ulogu u velikom
diverzitetu patogenosti medu P. syringae sojevima, na ishod bolesti u znatno vecoj meri utice
mehanizam sekrecije pojedinih efektora, odnosno u kojoj meri se oni sekretuju. U tom smislu, ukoliko
u velikoj meri dolazi do sekrecije konzerviranih efektora, to moze rezultirati Smanjenom patogenosti
zbog brzog aktiviranja ETI odgovora kod biljke. Dakle, upravo regulacija intenziteta sekrecije
odredenih efektora moze biti u korelaciji sa intenzitetom patogenosti razli¢itih sojeva i predstavljati
kljuéni izazov za odbrambene mehanizme biljaka. Takode, postoji veza izmedu razli¢itih efektora,
stoga se uspesnost u izazivanju bolesti moze povecati sekrecijom efektora koji suprimiraju imunski
odgovor biljke aktiviran od strane drugih efektora (Martel et al., 2022).

Uz T3SS efektore, primecena je 1 znaCajna sekrecija komponenti T6SS sistema u
supernatantima kultura gajenih u uslovima koji imitiraju uslove u apoplastu. Broj klastera T6SS varira
u okviru P. syringae kompleksa vrsta. Kod P. syringae pv. actinidiae, P. syringae pv. syringae i P.
syringae pv. aesculi prisutan je jedan klaster (Bernal et al., 2018), dok su dva klastera prisutna kod
P. syringae pv. tomato, P. syringae pv. oryze i P. syringae pv. tabaci (Sarris et al., 2010). Analizom
genoma P21 u ovom istrazivanju pokazano je da postoje dva razlicita Klastera koja kodiraju
komponente T6SS (Nikoli¢ et al., 2023). Hcpl i VgrG proteini klastera 1 se u velikoj meri sekretuju
kod svih sojeva, dok se se sekrecija proteina kodiranih sa drugog klastera razlikuje medu sojevima.
Poredenjem koregulacije sekrecije proteina u testiranim sojevima, identifikovano je nekoliko proteina
koji su potencijalno novi efektori T6SS: alkalna metaloproteaza nalik seralizinu, ¢ija je koregulacija
sa T6SS proteinima prethodno detektovana u okviru P. syringae (Ali et al., 2022). Zatim, mnogi
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bakterijski toksini i proteini ukljuéeni u kontakt i komunikaciju izmedu ¢elija, od kojih su neki T6SS
efektori, pripadaju u familiji proteina sa YD ponovcima (Koskiniemi et al., 2013). Dodatno, TonB-
zavisni receptori za siderofore su medijatori u supstrat-specificnom transportu kroz spoljas$nju
membranu i veéinom su ukljuceni u snabdevanje gvozdem (Lin et al., 2017). To je i u saglasnosti sa
prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano da efektori interaguju sa TonB-zavisnim receptorima
siderofora i omogucavaju aktivni transport jona metala, ukazujuci na ulogu efektora u snabdevanju
razli¢itim jonima iz ekstracelularnog okruzenja (Hernandez et al, 2020). Sekrecija ovih proteina kod
testiranih izolata prosiruje repertoar potencijalnih efektora u okviru P. syringae pv. aptata i uopste
kompleksa vrsta P. syringae.

Analizom sekretoma P. syringae pv. aptata pokazana je veza izmedu funkcije T3SS i T6SS
u uslovima koji imitiraju uslove apoplasta. To sugeriSe da veza izmedu ova dva sistema moze
oblikovati strategije patogenosti na nacin koji je specifi¢an za soj. Sojevi P23 i P93 pokazuju
intenzivnu sekreciju T6SS proteina i slabu sekreciju vecine T3SS efektora, $to ukazuje da se u
ovakvim uslovima pomenuti sojevi u vecoj meri oslanjaju na aktivnost T6SS. Sa druge strane, slabo
virulentni sojevi P16 1 P17 sekretuju vece koli¢ine veéine T3SS efektora 1 manje koli¢ine T6SS
proteina. Wang et al. (2021) pokazali su da mutanti P. syringae pv. actinidiae sa inaktiviranim T6SS
gube patogenost in planta, uz smanjenu ekspresiju nekoliko T3SS gena, $to takode ukazuje na vezu
izmedu ova dva sistema. Rezultati ove studije ukazuju da korelacija izmedu ova dva sistema doprinosi
razli¢itim strategijama infekcije P. syringae. Veza izmedu T3SS i T6SS pokazana je i kod drugih
biljnih patogena. Kod Erwinia amylovora, mutacija u genima klju¢nim za funkcionisanje T6SS
indukuje ekspresiju jednog T3SS genskog klastera, dok smanjuje sekreciju sa drugog klastera (Matte
et al., 2024). Sa druge strane, ekspresija gena T3SS smanjena je kod T6SS mutanta P. syringae M228
(Wang et al., 2021). Ovi primeri ukazuju da postoje kompleksni mehanizmi ekspresije T6SS sa
drugim faktorima virulencije, ukljucujuci T3SS. Jo§ uvek je nejasno na koji nac¢in T6SS doprinosi
virulenciji biljnih patogena: kroz degradaciju celijskog zida ili ¢elijske membrane, modifikaciju
nukleinskih kiselina domacina, menjanjem imunskog odgovora biljke, ili drugim mehanizmima
(Matte et al., 2024). Daljim istrazivanjima bi se moglo pokazati da li ve¢i uticaj na patogenost ima
direktna sekrecija faktora virulencije ili T6SS posredovana regulacija ekspresije T3SS efektora
(Wang et al., 2021).

Na osnovu analize sekretoma moZze se zakljuciti da postoje tri razli€ite strategije virulencije
kod P. syringae sojeva patogenih na Secernoj repi: (I) visoka sekrecija veéine T3SS efektora uz slabu
sekreciju T6SS efektora; (I1) visoka sekrecija pojedinih T3SS efektora uz slabu sekreciju T6SS
efektora i (111) visoka sekrecija T6SS i niska sekrecija T3SS (Nikoli¢ et al., 2023). S tim u vezi,
neophodna su dalja istrazivanja ispitivanja uticaja pojedinacnih efektora kroz konstrukciju razli¢itih
mutanata sa deletiranim genima T3SS i T6SS sistema, §to moze doprineti razja§njavanju mehanizama
doprinosa pojedina¢nih sistema patogenosti kod P. syringae.

Pored toga Sto predstavlja vazan faktor virulencije za fitopatogene, T6SS je znaCajan i za
saprofitne vrste u borbi za prezivljavanje u okviru biljnog mikrobioma (Matte et al., 2024). Bolji
fitnes obezbeduje se kroz ostvarivanje prednosti u T6SS-zavisnoj interbakterijskoj kompeticiji
(Russell et al., 2014). Kompeticija posredovana T6SS kod P. putida KT2440 se u prethodnim
studijama pokazala kao efikasna strategija za biolosku kontrolu biljnih patogena, medu kojima je i P.
syringae (Bernal et al., 2017). Medutim, u literaturi nema podataka o T6SS posredovanoj kompeticiji
izmedu P. putida i P. syringae sojeva izolovanih iz prirode. S obzirom da izvori voda za
navodnjavanje, kao §to su reke, mogu predstavljati prirodne rezervoare biljnih patogena, ispitivanje
uloge T6SS u biokontrolnom potencijalu P. putida iz ovih staniSta moze biti znacajno u kontroli
bolesti izazvanih bakterijama sa izuzetnim patogenim potencijalom, kao $to je P. syringae pv. aptata.

Sojevi P. putida koriséeni u ovoj studiji izolovani su sa razlicitih lokacija iz Save i Dunava.
Velika ucestalost prisutnosti gena T6SS (tssA i tagB1) u okviru testiranih izolata ukazuje na Siroku
rasprostranjenost K1 genskog klastera i T6SS uopste, a takode ukazuje i da izolati potencijalno mogu
predstavljati dobre kompetitore. Efikasnost T6SS u kompeticiji pokazana je na vise primera PGPR
vrsta (Decoin et al., 2014; Bernal et al., 2017). Kompeticija izmedu saprofitnih vrsta i fitopatogena
moze biti dobra strategija za bioloSku kontrolu biljnih patogena. Razlic¢iti izolati iz prirode mogu
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pokazivati razlic¢itu agresivnost u kompeticiji. S tim u vezi, 0d znacaja je napraviti selekciju medu
potencijalnim biokontrolnim kandidatima. Razlike izmedu P. putida izolata su uocene na osnovu
inicijalnog skrininga sa lacZ-kodiraju¢om E. coli DH5a. Medutim, nije uo¢ena znacajna razlika u
inhibiciji E. coli izmedu wt soja S2/27 i mutanta za tssA gen. Na osnovu toga, moze se zakljuciti da
P. putida S2/27 inhibira rast E. coli DH5a nezavisno od T6SS. Agresivnosti u kompeticiji moze
doprinositi vise faktora (Mercy et al., 2016). U istrazivanju koje je obuhvatilo 122 genoma
predstavnika roda Pseudomonas pokazano je da 91% genoma sadrzi barem jedan T6SS klaster, a
51% 1 vise od jednog, Sto ukazuje na znaCajnu ulogu ovog sistema u prezivljavanju i fitnesu
pseudomonada u razli¢itim ekosistemima (Navarro-Monserrat & Taylor, 2023). U okviru P. putida
do sada je identifikovano 66 genskih klastera T6SS, a pojedinacni sojevi imaju od nula do Cetiri
(Bernal et al., 2017). Stoga, izostanak znacajne razlike izmedu wt i AtSSA soja moze biti posledica
postojanja veceg broja klastera kod S2/27. Izolati koji nemaju tagB1 gen pripadaju grupi izolata koji
su bili neefikasni u kompeticiji sa E. coli DH5a, $to ide u prilog ¢injenici da Klaster K1-T6SS moze
u velikoj meri doprineti uspesnosti u kompeticiji. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa studijom Bernal et
al. (2017) gde je testiranjem mutanata za razlicite gene ovog klastera utvrdeno da je kod njih narusena
uspesnost u kompeticiji sa lacZ-kodiraju¢om E. coli DH5a u odnosu na inicijalno kompetitivno
agresivan soj P. putida KT2440. Dodatno, drugi mehanizmi kod P. putida mogu doprinositi prednosti
u interbakterijskoj kompeticiji. U studiji koju su sproveli Purtschert-Montenegro et al. (2022)
pokazan je znacaj T4BSS kodiranog sa retkog genomskog ostrva kod P. putida IsoF soja. Ovaj soj
koristi T4BSS ne samo u defanzivne svrhe, vec¢ i u ofanzivne, odnosno prilikom invazije postojecih
biofilmova, omoguéavajuéi opstanak u prirodnim stanistima. Pored toga, pokazana je i biokontrolna
aktivnost ovog soja prema patogenu paradajza Ralstonia solanacearum, koja je zavisna od T4BSS.

S obzirom na to da postoji razlika u kompetitivnosti medu testiranim izolatima, bilo je od
znacaja kvantifikovati u kojoj meri je inhibiran rast izuzetno virulentnog biljnog patogena P21 u
direktnom kontaktu sa razli¢itim izolatima P. putida, kao i u odsustvu direktnog kontakta. Inhibicija
rasta P21 najvise je bila izrazena u direktnoj kompeticiji sa P. putida izolatima, pozitivnim na
prisustvo oba testirana T6SS gena. Medu njima su izolati koji predstavljaju i najagresivnije
kompetitore protiv E. coli. Medutim, uspes$nost u kompeticiji protiv E. coli ne podudara se u
potpunosti sa uspesnosti u kompeticiji protiv P21. To moze sugerisati da ova osobina varira u odnosu
na vrstu sa kojom su predstavnici P. putida u kompeticiji. Sa druge strane, u ovom testu izolati koji
nemaju tagBl gen takode pripadaju grupi najslabijin kompetitora. Time se dodatno naglasava
potencijalna vaznost K1 genskog klastera u ovoj interakciji. Dodatno, pokazano je da je inhibitorni
efekat na P21 prvenstveno rezultat direktnog kontakta izmedu celija, dok je u odsustvu direkntnog
kontakta rast P21 priblizno jednak rastu u ¢istoj kulturi. Kako bismo ispitali da li je je za inhibitorni
efekat odgovoran T6SS, kvantifikovana je i inhibicija P21 u kokulturi sa AtssA S2/27. Uocen je sli¢an
efekat inhibicije rasta P21 u odnosu na kokulturu sa wt sojem. Ovaj rezultat u saglasnosti je i sa
ekspresijom hcpl gena kod S2/27. Gen hcpl kodira Hepl protein koji ulazi u gradu Hep cevéice
(Bernal et al., 2017). Pored toga ima ulogu i kao efektorni protein T6SS i predstavlja indikator
aktivnosti sistema (Wang et al., 2018). Da bismo ustanovili da li P21 dovodi do poveéane ekspresije
hcpl gena kod S2/27, a samim tim i povecane aktivnosti T6SS, kvantifikovana je ekspresija gena
hcpl u cCistoj kulturi S2/27 1 meSovitoj kulturi S2/27 1 P21. Ekspresija hcpl bila je smanjena u ko-
kulturi u odnosu na ¢istu kulturu S2/27. Na osnovu svih dobijenih rezultata testova kompeticije u in
vitro uslovima, moze se zakljuciti da T6SS nije primarni mehanizam kojim S2/27 dovodi do inhibicije
P21 u direktnom kontaktu.

Pored in vitro testova, direktna kompeticija izmedu P21 i S2/27 (wt i AtssA) pracena je in
planta na listovima Seéerne repe. Analizirana je uloga T6SS P. putida S2/27 u bioloskoj kontroli P21.
Prethodna istrazivanja koja su sproveli Bernal et al. (2017) pokazala su vezu izmedu gena K1-T6SS
P. putida KT2440 i simptoma izazvanih razli¢itim patogenima, ukljucujuéi i P. syringae na listovima
duvana. Pokazano je da je stepen oSteCenja listova manji kod biljaka inokulisanih mesSovitim
kulturama KT2440 i patogena, u odnosu na ko-inokulaciju sa mutantom sa inaktiviranim T6SS
(Bernal et al., 2017). U ovoj studiji uocen je razli¢it procenat redukcije simptoma izazvanih P21 u
zavisnosti od nacina tretiranja Se¢erne repe wt ili AtssA sojem S2/27. Ukoliko se P. putida direktno
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folijarno inokulise sa P21 dolazi do priblizno trostruke redukcije simptoma na listovima. Medutim,
nasuprot pomenutoj studiji Bernal et al. (2017), u ovom istrazivanju uo¢ena je blago povecana
redukcija simptoma kod biljaka inokulisanih ko-kulturom AtssA S2/27 i P21 u odnosu na ko-
inokulaciju wt S2/27 i P21. S obzirom na izuzetnu metabolicku raznovrsnost u okviru vrsta P. putida
i P. syringae (Loeschcke & Thies, 2015; Baltrus et al., 2017), razli¢it stepen virulencije u okviru P.
syringae sojeva (Nikoli¢ et al., 2018), kao i ¢injenicu da obe vrste poseduju T6SS (Sarris et al., 2010,
Bernal et al., 2017), mozZe se o¢ekivati da agresivnost u kompeticiji in planta varira u zavisnosti od
testiranih sojeva. Dodatno, uo¢ena mala razlika u procentima osteéenja listova pri ko-inokulaciji P21
i wt/AtssA S2/27 u saglasnosti je sa rezultatima in vitro testova.

Pored toga, poznato je da postoje razli€iti tipovi T6SS — ofanzivni i defanzivni (Basler &
Mekalanos, 2012). Primer je kompeticija izmedu Vibrio cholerae sa ofanzivnim i P. aeruginosa sa
defanzivnim tipom T6SS. Tek nakon §to dode do napada od strane T6SS V. cholerae, P. aeruginosa
asemblira T6SS na mestu napada i aktivacijom sistema inhibira rast kompetitora (Basler et al., 2013).
Za sada u literaturi nije poznato koji tip sistema ima P. syringae. Rezultati ovog eksperimenta
potencijalno bi mogli ukazati na defanzivni tip T6SS kod P21. U tom kontekstu, kada se u bliskom
okruzenju P21 nalazi kompetitor sa aktivnim T6SS —wt S2/27, moglo bi se pretpostaviti da dolazi do
jace stimulacije aktivacije T6SS kod P. syringae. Poznato je da T6SS kod fitopatogena ima dvojaku
ulogu: u interbakterijskoj kompeticiji i virulenciji (Green & Mecsas, 2016). Stoga se moze zakljuciti
da ¢e u odredenoj meri T6SS soja P21 dovesti do inhibicije rasta wt S2/27 i §irenja infekcije na
listovima Secerne repe. Nasuprot tome, prilikom ko-inokulacije sa mutantom S2/27 sa inaktiviranim
tsSA genom, moglo bi do¢i do izostanka aktivacije T6SS kod P. syringae ili bi sistem mogao biti
aktivan u manjoj meri ukoliko S2/27 poseduje veci broj klastera koji kodiraju gene T6SS, §to je
uglavnom karakteristi¢no za P. putida (Bernal et al., 2017).

Pored direktne inhibicije patogena produkcijom razli¢itih antimikrobnih toksina, biokontrolni
agensi kojima pripada i P. putida (Sun et al., 2017), mogu imati zastitni efekat na biljku moduliranjem
njenog imunskog sistema, odnosno indukovanjem sistemske rezistencije (ISR) koja je regulisana
biljnim hormonima jasmoni¢nom kiselinom i etilenom (Lucke et al., 2020). Postoje brojni primeri
indukcije sistemske rezistencije razli¢itim sojevima P. putida (Akram et al., 2008; Planchamp et al.,
2015). P. putida KT2440 koja poseduje aktivan T6SS (Bernal et al., 2017) moze indukovati sistemsku
rezistenciju kod Arabidopsis thaliana kao odgovor na infekciju patogenom P. syringae pv. tomato
DC3000 (Matilla et al., 2010). Medutim, do sada u literaturi nema podataka o uticaju konkretnih
T6SS gena P. putida u indukciji sistemske rezistencije kod biljaka. U odnosu na direktnu folijarnu
inokulaciju S2/27 (wt i AtssA) i P21, veéa razlika u inhibiciji P21 uoéena je kada je rizosfera biljaka
prvobitno tretirana odgovaraju¢im suspenzijama S2/27, nakon ¢ega su listovi inficirani sa P21. Veci
efekat na smanjene simptome bolesti u ovom slu¢aju imao je tretman rizosfere sa wt S2/27 u odnosu
na AtssA S2/27. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da soj S2/27 dovodi do indukcije
sistemske rezistencije §ecerne repe prema patogenu P21. Dodatno, moglo bi se pretpostaviti da T6SS
potencijalno ima imunosupresivni efekat u lokalnom odgovoru biljaka, dok sistemski dovodi do
stimulacije biljnog odgovora.

U cilju provere ove hipoteze, praena je ekspresija Cetiri gena uklju¢enih u imunski odgovor
biljaka: (1) nprl gen koji je deo puta salicilne kiseline i dovodi do aktivacije PR (engl. ,,Pathogen
Related”) proteina (Dong, 2004); (I1I) myc2 gena koji se aktivira u signalnom putu jasmonin¢ne
kiseline (Kazan & Manners, 2013); (IIl) lox gena koji ima klju¢nu ulogu u odbrambenim
mehanizmima u odgovoru na razlicite tipove abiotickih 1 biotickih stresora (Viswanath et al., 2020) 1
(V) nced gena ukljucenog u sintezu abscisinske kiseline (Priya et al., 2019). Kada je u pitanju lokalni
imunski odgovor biljaka, rezultati ukazuju da mutacija u tssA genu T6SS dovodi do smanjene
ekspresije sva Cetiri gena u odnosu na njihovu ekspresiju kod biljaka inokulisanih ko-kulturom wt
S2/27 1 P21. Stoga bi se moglo zakljuciti da redukcija simptoma na listovima nije direktna posledica
uticaja T6SS na ekspresiju testiranih gena. Sa druge strane, kada je u pitanju sistemski odgovor biljaka
nakon tretmana rizosfere, mutacija u tssA genu dovela je do povecanja ekspresije svih gena izuzev
myc2. Veci efekat na redukciju simptoma P21, moze biti rezultat uspesnije kolonizacije rizosfere od
strane wt soja S2/27 u odnosu na mutanta sa inaktiviranim tssA genom. Brojni primeri u literaturi
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ukazuju na znacajnu ulogu T6SS u kolonizaciji (Gupta et al., 2024). Promena u ekspresiji gena moze
zavisiti od vrste biljnog materijala koji je analiziran. Konkretno, kod P. fluorescens WCS417r koji
indukuje ISR u Arabidopsis dolazi do promene u ekspresiji blizu 100 gena u korenu, dok nema
znacajne promene ekspresije u listovima (Pozo et al., 2008). S tim u vezi, buduca analiza ekspresije
gena u rizosferi mogla bi dodatno rasvetliti uticaj tretmana suspenzijama P. putida na imunski
odgovor biljaka i zastitnu ulogu prema P. syringae.

Ova studija nedvosmisleno pokazuje potencijal soja P. putida S2/27 za biokontrolu lisne
pegavosti Secerne repe izazvane P. syringae. S obzirom na poznati negativan uticaj hemijskih
pesticida na zivotnu sredinu 1 zdravlje ljudi, od izuzetne je vaZnosti proucavanje biokontrolnih
mehanizama kod sojeva koji bi se mogli koristiti za suzbijanje bolesti izazvanih fitopatogenima.
Mehanizam koji dovodi do znacajne inhibicije P. syringae pv. aptata P21 od strane P. putida S2/27
zasniva se u velikoj meri na direktnom kontaktu izmedu ¢elija. Medutim, potencijalno ova inhibicija
moze biti nezavisna od T6SS sistema. Takode, moZe postojati veci broj klastera u genomu ovog soja,
stoga sistem moze u izvesnoj meri ostati aktivan i kod konstruisanog mutanta AtssA S2/27. Buduca
istrazivanja kojima bi se izvrSila analiza genoma i sekretoma S2/27 mogla bi dati uvid u broj klastera
T6SS, kao i druge potencijalne mehanizme inhibicije kojima ovaj soj moze uticati na slabije Sirenje
infekcije P21. Dodatno, analizom sekretoma moze se ispitati u kojoj meri se sekretuju odredeni
efektorni proteini T6SS u uslovima koji imitiraju uslove u biljnom apoplastu. Izu¢avanjem
mehanizama bioloSke kontrole na molekularnom nivou, mogli bi se konkretizovati adekvatni pristupi
za ekoloski prihvatljiv nacin suzbijanja bolesti izazvanih Siroko rasprostranjenim patogenom kao §to
je P. syringae.
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Analizom opstih karakteristika 102 genoma P. syringae moze se zakljuciti da soj P21 pripada
grupi sojeva sa najvecom veli¢inom genoma. P. syringae sojevi P16 i P21 imaju veci broj
gena za tRNK i rRNK u odnosu na druge predstavnike P. syringae pv. aptata obuhvacene
ovom studijom.

e Na osnovu ANI analize izdvojene su tri razlic¢ite klade u okviru filogrupe 2 P. syringae
kompleksa, a sojevi P16 i P21 su svrstani u kladu 3 zajedno sa drugim sojevima P. syringae
pv. aptata izolovanim sa Secerne repe

e Analizom pangenoma P. syringae uoc¢ena je vecéa zastupljenost akcesornih gena u odnosu na
»core® 1 ,soft-core” gene. Distribucija akcesornih gena P. syringae sojeva je veoma
varijabilna, sa najve¢im razlikama izmedu sojeva koji pripadaju razliCitim filogenetskim
grupama. Na osnovu ,,core* gena konstruisano je stablo na kom se izdvajaju 4 klastera. P16 i
P21 pripadaju istom klasteru sa drugim P. syringae pv. aptata sojevima sa Secerne repe.

e Na osnovu predikcije T3SS efektora posredovane masinskim uéenjem identifikovan je
repertoar od 78 razlic¢itih gena za T3SS u okviru 102 genoma P. syringae, a u okviru
pojedinacnih sojeva detektovano je najéesée izmedu 15 i 20 gena. Manji broj gena za efektore
uglavnom je detektovan kod sojeva poreklom iz prirodnih izvora. 1zuzetno virulentni soj P21
poseduje veci repertoar efektora u odnosu na slabo virulentni P16.

e Geni za efektore AvrRpm1, HopAW1 i HopAUL1 identifikovani u genomu P21 su po prvi put
detektovani kod predstavnika P. syringae pv. aptata. Kod P21 detektovana su tri potencijalno
nova kandidata za efektore: pantoenat kinaza, VapC endonukleaza i RAQPRD integrativni
konjugativni protein. Kod P16 identifikovana su 4 potencijalno nova efektora: pantotenat
kinaza, VapC endonukleaza, fosfolipaza i pektat liaza.

e Analizom sekretoma uoceno je da su flagelarni proteini prisutni kod svih sojeva uniformno,
sa najve¢im stepenom sekrecije kod umereno i jako virulentnih sojeva. Uocena je sekrecija
17 razlic¢itih T3SS proteina u sekretornim uslovima, dok su u nesekretornim detektovana samo
dva. Vecina T3SS efektora su sekretovani u velikim koli¢inama kod slabo virulentnih sojeva
P16 1 P17, dok su kod umereno i jako virulentnih sojeva P26, P93, P21 i P23 prisutni u manjoj
meri. Kod svih testiranih sojeva sekretovani su proteini T6SS.

e Na osnovu analize sekretoma moze se zakljuciti da postoje tri razli¢ite strategije virulencije
kod P. syringae sojeva patogenih na Secernoj repi: (I) visoka sekrecija ve¢ine T3SS efektora
uz slabu sekreciju T6SS efektora; (1) visoka sekrecija pojedinih T3SS efektora uz slabu
sekreciju T6SS efektora i (I11) visoka sekrecija T6SS i niska sekrecija T3SS.

e Prisustvo gena tagBl i tssA kod veéine izolata P. putida ukazuje na Siroku rasprostranjenost
K1 genskog klastera 1 T6SS uopste.

e U inicijalnom skriningu kompetitivnosti P. putida sa lacZ-kodirajucom E. coli DH5a
pokazano je da postoji razlika u agresivnosti u kompeticiji izmedu razli¢itih izolata. Vise od
polovine testiranih izolata dominirali su u mesovitoj kulturi sa E. coli. Medu slabijim
kompetitorima su izolati kod kojih nije prisutan tagB1 gen. Mutacija u tssA genu T6SS P.
putida S2/27 ne dovodi do znacajnih razlika u inhibiciji E. coli.
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Kvantifikacijom rasta P21 nakon gajenja sa P. putida u direktnom kontaktu ili u odsustvu
direktnog kontakta moze se zakljuciti da postoji razlika u kompetitivnosti razlicitih izolata i
da je direktan kontakt neophodan za inhibitornu aktivnost P. putida. Mutacija u tssA genu
T6SS P. putida S2/27 ne dovodi do znacajnih razlika u inhibiciji P21. Drugi mehanizmi mogu
u vecoj meri doprinositi inhibitornoj aktivnosti P. putida.

P. putida utic¢e na redukciju simptoma bolesti izazvanih P21 in planta nakon direktne folijarne
inokulacije ili tretiranjem rizosfere, verovatno mehanizmima nezavisnim od T6SS.

Lokalna infekcija patogenom P21 u ¢istoj kulturi ili u ko-kulturi sa wt/AtssA dovodi do
smanjene ekspresije myc2 i lox gena, a T6SS moze imati uticaj na povecanje ekspresije nprl
I nced gena. Kada je u pitanju sistemski odgovor biljke, T6SS ne dovodi do povecane
ekspresije pomenutih gena.
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8. Prilozi

Prilog 1. Opste karakteristike genoma P. syringae koris¢enih u komparativnim analizama

Vrsta Soj Filogenetska Poreklo izolata Geografsko GenBanVI'< pristupna Z:rllicfril?; GC % kgﬁzrée Gze; ! Gzean !

grupa poreklo sifra (bp) sekvence tRNK rRNK

PseUd%nfgstsazrfngae P16 FGoz Betawulgaris  gppii GCA 0186421051 5974057 59 530 56 9
PSGUd%T/].O QStSazrfngae P2l FGo2 Beta vulgaris  gppija GCA_018530765.1 6353752 58,8 5727 56 9
PSGUd%T.O Qgtsaigrfngae G733 FG02  Omyzasatva GCA 0036095351 5802565 59,3 5006 44 3
PSEUd%n\:.O QSfazrfngae ICMP11935 — FG02 Betawulgars  prancuska  GCA_0037024451 5084734 58,7 4700 29 3
. Qgtsaigrfngae DSMS0252 - FG02  Betawulgaris GCA_000145905.1 6364678 591 6364 36 4
PSEUd%n\:.O QS‘fazrfngae ICMP459 FGoz  Betawulgaris  gpp GCA_001401335.1 5977364 58,8 5005 44 3
PSEUd%rC.O Qgtsazrfngae ICMp4sss  FGO2 Betawigaris - gpp GCA _003700795.1 5859953 587 4533 30 3
PSEUd%T/?QS:rSi}sIrfngae M30z2rs RGOz ACETSP- sAD GCA_0001459251 6250569 59 5600 40 3
PSEUd%T?Q?ZrSinTngae AL0853 Fe02 ACETSD- sAD GCA_001270465.1 6285198 59 5341 42 3
Pseudc;rcfnggzrsi}s/rf ngae | ~MP98s50 FG02 buerggﬁ;num Japan GCA_003700545.1 5873352 59 5002 40 4
PSEUd%T?QS:rSi}sIrTngae CMPOBS2  FGO2 oo Japan GCA_003700575.1 5777533 59 4954 52 4
Pse”d%m?:rsizrfngae ICMPo851  FGO2 buergAgrei;num Japan GCA_003701675.1 5809409 59 4905 37 3
PseUd%T/?ggzrsi}s/r?ngae ICMP2802 FG02 ACer sp. _ GCA_0014006551 6300961 59 5486 53 4
Pseléiorgfrg?;%;'? P Lmes0s9  FGO2 sesivam Zeland GCA_0030471851 6080544 58,9 5060 67 16
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Malus
domestica

Pisum sativum

Pisum sativum

SAD
Novi
Zeland

Zimbabve
Novi
Zeland

SAD
Novi
Zeland

SAD

Kanada
SAD
Kanada
Kanada
SAD
Japan

SAD
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GCA_003699335.1
GCA_001400125.1
GCA_003699595.1
GCA_003700175.1
GCA_000498595.1
GCA_009898305.1
GCA_000145785.1
GCA_001482725.1
GCA_003698895.1
GCA_001400495.1
GCA_003699285.1
GCA_001535905.1
GCA_003699835.1
GCA_001401005.1
GCA_003702795.1
GCA_003699185.1
GCA_000452445.3

GCA_003205965.1

5848565

6012246

5890334

5851851

5777269

5944509

6380619

5918899

5856122

5850429

5838357

6180564

6100320

6097472

6128836

6351666

6039562

6505845

59
58,5
59
59
59
59
59
59,1
59
59
59
58,5
58,5
58,5
58,5
58,5
58,8

58

5008

5129

5107

5384

5204

5023

8796

4973

5010

5003

5022

5467

5370

5341

5381

5751

5136

5671

46

57

57

44

31

55

48

63

42

42

40

60

48

45

42

44

64

62

16



Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. pisi
Pseudomonas syringae
pv. solidagae
Pseudomonas syringae
pv. solidagae
Pseudomonas syringae
pv. solidagae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae

203

895A

HG6ES

HSE3

ICMP2788

R6a

ICMP4433

1704B

ICMP16927

ICMP16925

ICMP16926

CFBP4215

B728a

9097

HS191

CFBP2118

B301D

UMAF0158

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

Pisum sativum
Pisum sativum
Pisum sativum
Pisum sativum
Pisum sativum
Pisum sativum
Pisum sativum

Pisum sativum

Solidago
canadensis
Solidago
altissima
Solidago
canadensis

Prunus avium

Phaseolus
vulgaris

Prunus sp.
Proso millet

Prunus cerasus

Pyrus
communis
Mangifera

indica

Novi
Zeland

SAD

Kanada

Japan
Japan
Japan
Francuska
SAD
Velika
Britanija
Australija
Francuska
Velika
Britanija

Spanija
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GCA_003205895.1
GCA _003699325.1
GCA_003699005.1
GCA_003699035.1
GCA_003700675.1
GCA_003698965.1
GCA_003703105.1
GCA_000145805.1
GCA_003701885.1
GCA_001401055.1
GCA_003701925.1
GCA_900235825.1
GCA_000012245.1
GCA_002905815.2
GCA_000988395.1
GCA_900235865.1
GCA_000988485.1

GCA_001281365.1

6576361

5997727

6150060

5951392

6282175

6185107

6175014

6520586

5938726

5980445

5924161

6035297

6093698

5929959

6002759

6031285

6094819

5850990

57,5
58,5
58,5
58,5

58
58,5

58

59
59
59
59,3
59,2
59,3
58,9
59,3
59,2

59,3

5762

5180

5347

5163

5443

5399

5351

9160

5028

5087

5052

4984

5072

4886

5065

4983

5095

4973

62

47

47

45

42

41

35

48

38

33

32

63

63

63

65

63

63

63

16

16

15

16

16

16

16



Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae

SM

B64

ICMP3023

9656

100

3023

41A

UMAF0291

UMAF3028

UMAF0081

5264

LMG 5084

5275

8094A

2676C

2340

9654

2682C

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

Triticum
aestivum
Triticum
aestivum
Syringa
vulgaris

Prunus avium

Phaseolus
lunatus
Syringa
vulgaris
Prunus

armeniaca

Mangifera

indica

Mangifera

indica

Mangifera

indica
Prunus avium

Pyrus
communis

Prunus avium

Prunus avium

Phaseolus
vulgaris

Pyrus sp.

Prunus
domestica
Phaseolus

vulgaris

SAD

Velika
Britanija
Velika
Britanija

Kenija
Velika
Britanija

Francuska
Spanija
Spanija

Spanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Lesoto
Madarska
Velika
Britanija

Lesoto
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GCA_000412165.1
GCA_000331385.1
GCA_001401075.1
GCA_002905975.1
GCA_002917175.1
GCA_002917245.1
GCA_000935775.1
GCA_014493645.1
GCA_014493635.1
GCA_023232565.1
GCA_002916225.1
GCA_013416855.1
GCA_002916275.1
GCA_002916355.1
GCA_002917155.1
GCA_001535725.1
GCA_002906015.1

GCA_002917215.1

6094398

5873298

6073080

5980728

5872916

6203212

5983849

5857022

5856306

5874868

6029896

6144879

5994461

5942438

6158476

6181159

5941610

6259099

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

5172

4938

5127

5015

4999

5250

5027

4908

4908

4936

5150

5122

5051

4996

5195

5213

4984

5306

64

61

56

55

57

60

52

57

60

58

58

95

55

o7

95

58

55

55

16

13

11

10

13



Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae

2675C

NZIPFR-PS7

NZIPFR-
IHC1

HRI-W 7872

MBO03

AlM244

2339

1845

2507

AlIf3

A2

B48

ICMP4917

ICMP3688

127

126

545

PD2774

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

Abelmoschus
esculentus

Prunus avium

Prunus sp.

Prunus
domestica
Populus
lasiocarpa

Prunus avium

Prunus avium

Helianthus
annuus
Triticum
aestivum

Alfalfa

Pyrus
calleryana

Prunus persica

Citrus limon
Prunus dulcis
Prunus avium

Prunus avium

Phaseolus
vulgaris

Actinidia sp.

Kenija
Novi
Zeland
Novi
Zeland
Velika
Britanija
Kina
Cile
Madarska
Rusija
Rusija

SAD

SAD

Francuska
Novi
Zeland
Juzna
Afrika
Juzna
Afrika

Kanada

SAD
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GCA_002917195.1
GCA_002736945.1
GCA_002736965.1
GCA_001535875.1
GCA_001623415.1
GCA_022510265.1
GCA_001535855.1
GCA_001675415.1
GCA_001675375.1
GCA_000738515.1
GCA_001293665.1
GCA_001293705.1
GCA_003702385.1
GCA_003700375.1
GCA_002611605.1
GCA_002611615.1
GCA_003412685.1

GCA_001466875.1

5994384

6143879

6090296

5899795

5777225

5979725

6122357

5768876

5944881

5806984

5901107

5975993

5928691

5805147

6083167

5953004

5702919

6357389

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

59

4999

5187

5111

4950

4915

4999

5098

4773

4929

4912

5019

5083

5097

4941

5444

5006

4961

5365

57

57

65

55

53

53

56

58

54

46

39

42

41

42

40

48

28

52

12

13

11



Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
pv. syringae
Pseudomonas syringae
Pseudomoans syringae
pv. tomato
Pseudomonas syringae
pV. morsprunorum

Pseudomonas tremae

Pseudomonas
viridiflava
Pseudomonas syringae
Pseudomonas syringae
Pseudomonas syringae

B301D-R

1212

9293

9630

9644

9659

NZIPFR-
VIR1

WSPS007
SADO011
DC3000

CFBP 2116

CC1513

CC1582

CC1417
CC1557
UB246

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02

FGO02
FGO02
FGO01

FGO3

FGO04

FGO7

FGO09
FG10
FG13

Pyrus
communis

Pisum sativum

Prunus
domestica
Prunus
domestica

Prunus avium
Prunus avium

Prunus avium

Malus
domestica
Stream water
Solanum
lycopersicum

Prunus cerasus

Pritzelago
alpina
Epiliton
Epiliton
Sheg
Reka

Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Velika
Britanija
Novi
Zeland
JuZna
Koreja
SAD
Velika
Britanija

Francuska
Francuska

Francuska
SAD

Francuska
Francuska

GCA_000585725.1
GCA_000452465.2
GCA_002905935.1
GCA_002905995.1
GCA_002905835.1
GCA_002905855.1
GCA_002736905.1

GCA_004005515.1
GCA_000452525.4

GCA_000007805.1
GCA_900289125.1
GCA_000452765.1

GCA_000452505.1
GCA_000452825.2
GCA_000452705.3
GCA_000452865.1

6036561

6163906

6135031

5940819

6173193

5943090

6875296

5498736
6112257

6538260

6262486

5725032

5985404
5648464
5811653
6176522

59
59
59
59
59
59
59

59,5
59,2

58,3
58
57,5

59
59
58,5
57

5071

5284

5336

5115

5245

5090

3705

5134
5051

5576

5385

5094

5299
4988
4919
5509

54

53

55

57

58

54

61

62

63

65

39

30
41
62
28

11

11

16

16

16

98



Prilog 2. Identifikacija P. putida izolata na osnovu preklapanja sekvenci gena za 16S rRNK sa poznatim
sojevima iz NCBI baze.

Sifra % %
izolata  5oj sa najveéim procentom preklapanja iz NCBI pokrivenosti preklapanja
S1/33  Pseudomonas putida CP1V1-01 99 99,55
S2/6  Pseudomonas putida BS3701 99 100,00
S2/7  Pseudomonas putida SC25 99 99,07
S2/13  Pseudomonas putida SC25 99 99,32
S2/14  pseudomonas putida OBS-2 16S 99 99,82
S2/20  Pseudomonas putida SC25 99 99,83
S2/27  Pseudomonas putida SC25 100 99,29
S2/32  Pseudomonas putida SC25 100 99,59
S3/6  Pseudomonas putida F-1 16S 98 99,26
S3/8  Pseudomonas putida SC25 100 99,91
S3/9  Pseudomonas putida SC25 99 99,82
S3/16  Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 100 99,82
S3/17  Pseudomonas putida B1 99 99,46
S3/18  Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 99 99,36
S3/25  Pseudomonas putida SC25 99 99,91
S4/3  Pseudomonas putida SC25 99 99,46
S4/8  Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 99 99,83
S4/13  Pseudomonas putida SC25 100 99,73
D1/4  pseudomonas putida SC25 99 99,54
D1/8  Pseudomonas putida SC25 99 99,48
D1/27 Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 100 99,82
D2/24  pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 99 99,75
D2/25 Pseudomonas putida JCM:20129 99 99,49
D2/27  pseudomonas putida DSQ4 99 99,49
D2/28 Pseudomonas putida JCM:20129 99 99,41
D2/29  pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 99 99,61
D2/32  Pseudomonas putida SC25 99 99,15
D3/18 Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 98 100,00
D3/25 Pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 99 99,49
D4/22  pseudomonas putida BGRI_EBC_SS23-S10 100 99,92
D5/32  Pseudomonas putida JCM:20129 99 98,77
D5/33  Pseudomonas putida JGLJF 99 99,74
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Prilog 3. Statisti¢ka znacajnost razlika u ekspresiji gena biljnog imuniteta u lokalnom odgovoru

Razlika
Tukey's multiple comparisons test ;rzégﬁf:; 95’03?V;Lg;2;erval Znacajnost Prii?i%i%g? p-
vrednosti

| -wt+P21lvs. Il -wt 0,05005 -0,1186 do 0,2187 Ne 0,8597
I-wt+ P21 vs. Il - AtssA + P21 0,4742 0,3055 do 0,6428 Da <0,0001
| -wt+ P21 vs. IV - AtssA 0,5434 0,3748 do 0,7121 Da <0,0001
I-wt+P21lvs. V- P21 0,1331 -0,03555 do 0,3017 Ne 0,1443
I1-wtvs. Il - AtssA + P21 0,4241 0,2555 do 0,5928 Da <0,0001
nprl Il - wtvs. IV - AtssA 0,4934 0,3247 do 0,6620 Da <0,0001
Il-wtvs. V-P21 0,08304 -0,08561 do 0,2517 Ne 0,5176
I - AtssA + P21 vs. IV - AtssA 0,06926 -0,09939 do 0,2379 Ne 0,6684
I - AtssA + P21 vs. V - P21 -0,3411 -0,5097 do -0,1724 Da 0,0004
IV - AtssA vs. V - P21 -0,4104 -0,5790 do -0,2417 Da <0,0001
I -wt+P21vs. Il -wt -0,1543 -0,4243 do 0,1157 Ne 0,3847
I -wt+ P21 vs. I - AtssA + P21 0,6878 0,4178 do 0,9578 Da <0,0001
| -wt+ P21 vs. IV - AtssA 0,3877 0,1177 do 0,6576 Da 0,0056
I-wt+P21lvs. V-P21 0,4532 0,1832 do 0,7232 Da 0,0018
myc2 I1-wtvs. Il - AtssA + P21 0,8421 0,5721 do 1,112 Da <0,0001
Il - wtvs. IV - AtssA 0,542 0,2720 do 0,8120 Da 0,0004
Il-wtvs. V-P21 0,6075 0,3375 do 0,8775 Da 0,0002
I - AtssA + P21 vs. IV - AtssA -0,3001 -0,5701 do -0,03014 Da 0,0283
I - AtssA + P21 vs. V - P21 -0,2346 -0,5046 do 0,03538 Ne 0,0972
IV - AtssA vs. V - P21 0,06552 -0,2044 do 0,3355 Ne 0,9251
I -wt+P21vs. Il -wt -0,0003 -0,3818 do 0,3811 Ne >0,9999
I-wt+ P21 vs. Il - AtssA + P21 0,3496 -0,03182 do 0,7310 Ne 0,0765
I -wt+P21vs. IV - AtssA 0,5008 0,1193 do 0,8822 Da 0,0103
I-wt+P21lvs. V-P21 0,6165 0,2350 do 0,9979 Da 0,0024
I1-wtvs. Il - AtssA + P21 0,3499 -0,03148 do 0,7313 Ne 0,0761
lox Il - wtvs. IV - AtssA 0,5011 0,1197 do 0,8825 Da 0,0102
I1-wtvs. V-P21 0,6168 0,2354 do 0,9982 Da 0,0024
I - AtssA + P21 vs. IV - AtssA 0,1512 -0,2302 do 0,5326 Ne 0,6949
I - AtssA + P21 vs. V - P21 0,2669 -0,1145 do 0,6483 Ne 0,2207
IV - AtssA vs. V - P21 0,1157 -0,2657 do 0,4971 Ne 0,8504
I -wt+P21vs. Il -wt -0,3541 -0,4239 do -0,2842 Da <0,0001
I -wt+ P21 vs. Il - AtssA + P21 0,2464 0,1765 do 0,3162 Da <0,0001
I -wt+ P21 vs. IV - AtssA 0,06885 -0,0009679 do 0,1387 Ne 0,0537
I-wt+P21lvs. V-P21 0,4256 0,3558 do 0,4954 Da <0,0001
I1-wtvs. Il - AtssA + P21 0,6004 0,5306 do 0,6702 Da <0,0001
need Il - wtvs. IV - AtssA 0,4229 0,3531 do 0,4927 Da <0,0001
Il-wtvs. V-P21 0,7797 0,7099 do 0,8495 Da <0,0001
I - AtssA + P21 vs. IV - AtssA -0,1775 -0,2473 do -0,1077 Da <0,0001
I - AtssA + P21 vs. V - P21 0,1793 0,1095 do 0,2491 Da <0,0001
IV - AtssA vs. V - P21 0,3568 0,2870 do 0,4266 Da <0,0001
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Prilog 4. Statisticka znacajnost razlika u ekspresiji gena biljnog imuniteta u sistemskom odgovoru

Razlika
Tukey's multiple comparisons test Slfégff:;] 95’03?\/;'6[(1;2;”&' Znacajnost Priﬁ%ﬁ%ﬁ? P-
vrednosti

I - wtinf P21 vs. Il - wt -0,3512 -0,7153 do 0,01285 Ne 0,8597
| - wtinf P21 vs. Il - AtssA inf P21 -0,2606 -0,6246 do 0,1035 Ne <0,0001
I - wtinf P21 vs. IV - AtssA -0,168 -0,5321 do 0,1961 Ne <0,0001
| - wtinf P21 vs. V- Inf P21 -0,3414 -0,7054 do 0,02272 Ne 0,1443
I1-wtvs. Il - AtssA inf P21 0,09068 -0,2734 do 0,4548 Ne <0,0001
nprl I -wtvs. IV - AtssA 0,1832 -0,1809 do 0,5473 Ne <0,0001
Il - wtvs. V- Inf P21 0,009867 -0,3542 do 0,3739 Ne 0,5176
I - AtssA inf P21 vs. 1V - AtssA 0,09254 -0,2715 do 0,4566 Ne 0,6684
I - AtssA inf P21 vs. V- Inf P21 -0,08081 -0,4449 do 0,2833 Ne 0,0004
IV - AtssA vs. V- Inf P21 -0,1734 -0,5374 do 0,1907 Ne <0,0001
I - wtinf P21 vs. Il - wt 1,277 0,9682 do 1,586 Da 0,3847
I - wtinf P21 vs. Il - AtssA inf P21 0,01363 -0,2952 do 0,3225 Ne <0,0001
I - wtinf P21 vs. IV - AtssA 0,2395 -0,06933 do 0,5483 Ne 0,0056
| - wtinf P21 vs. V- Inf P21 -0,6104 -0,9192 do -0,3016 Da 0,0018
myc2 I - wtvs. Il - AtssA inf P21 -1,263 -1,572 do -0,9546 Da <0,0001
I -wtvs. IV - AtssA -1,038 -1,346 do -0,7287 Da 0,0004
Il - wtvs. V- Inf P21 -1,887 -2,196 do -1,579 Da 0,0002
11 - AtssA inf P21 vs. 1V - AtssA 0,2259 -0,08295 do 0,5347 Ne 0,0283
I1 - AtssA inf P21 vs. V- Inf P21 -0,624 -0,9328 do -0,3152 Da 0,0972
IV - AtssA vs. V- Inf P21 -0,8499 -1,159 do -0,5411 Da 0,9251
I -wtinf P21 vs. Il - wt 0,06016 -0,1828 do 0,3031 Ne >0,9999
I - wtinf P21 vs. Il - AtssA inf P21 -0,02235 -0,2653 do 0,2206 Ne 0,0765
I -wtinf P21 vs. IV - AtssA -0,2184 -0,4614 do 0,02456 Ne 0,0103
| - wtinf P21 vs. V- Inf P21 0,02305 -0,2199 do 0,2660 Ne 0,0024
lox I -wtvs. Il - AtssA inf P21 -0,08251 -0,3255 do 0,1605 Ne 0,0761
IT-wtvs. IV - AtssA -0,2786 -0,5215 do -0,03560 Da 0,0102
Il - wtvs. V- Inf P21 -0,03712 -0,2801 do 0,2059 Ne 0,0024
I - AtssA inf P21 vs. IV - AtssA -0,1961 -0,4390 do 0,04691 Ne 0,6949
I - AtssA inf P21 vs. V- Inf P21 0,0454 -0,1976 do 0,2884 Ne 0,2207
IV - AtssA vs. V- Inf P21 0,2415 -0,001514 do 0,4844 Ne 0,8504
I - wtinf P21 vs. Il - wt 0,5676 0,09748 do 1,038 Da <0,0001
I - wtinf P21 vs. 1l - AtssA inf P21 -0,1217 -0,5919 do 0,3484 Ne <0,0001
I -wtinf P21 vs. IV - AtssA 0,1328 -0,3374 do 0,6029 Ne 0,0537
I - wtinf P21 vs. V- Inf P21 -0,2717 -0,7419 do 0,1984 Ne <0,0001
nced I - wtvs. Il - AtssA inf P21 -0,6893 -1,159 do -0,2192 Da <0,0001
Il - wtvs. IV - AtssA -0,4349 -0,9050 do 0,03528 Ne <0,0001
Il - wtvs. V- Inf P21 -0,8394 -1,309 do -0,3692 Da <0,0001
11 - AtssA inf P21 vs. 1V - AtssA 0,2545 -0,2157 do 0,7246 Ne <0,0001
I11 - AtssA inf P21 vs. V- Inf P21 -0,15 -0,6202 do 0,3201 Ne <0,0001
IV - AtssA vs. V- Inf P21 -0,4045 -0,8746 do 0,06564 Ne <0,0001
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHn-a Tamapa PaHkoBuh
Opoj nHgekca 53011/2018
UsjaBrbyjem

0a je QOKTOpCKa aucepTaunja nog HacrnoBoMm

AHanusa reHoma ogabpaHux duTonaToreHux cojesa Pseudomonas syringae pv. aptata 1 ksuxosa
OvoroLuka KoHTpona nocpegosaHa Tun VI cekpeTopHuMm cuctemom Pseudomonas putida

e pe3ynTat COnCTBeHOr UCTpaXnBadKkor pana,

e [anpeanoxeHa aucepTauujay UernvHu HA y AenoBUMa Huje buna npegnoxeHa 3a gobunjare
1o Koje gunnome npema CTyaujCkum nporpammmMa gpyrux BUCOKOLLKOSICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBedEeHUN U
e [a HucaMm KpLuMo/na ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTyarnHy CBOjUHY ApYyrux nuiua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpapy, 10.03.2025. /77

£ /
(AN LA
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Mpwunor 2.

UsjaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaAMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Tamapa PaHkosuh

Bpoj nHpoekca 53011/2018

Crtyaujckm nporpam Buonoruja

Hacnos paga AHanusa reHoma ogabpaHunx dmutTonaroreHmx cojeBa Pseudomonas syringae pv.
aptata n wmxoBa 6uonollka KOHTpona nocpegoBana Tun VI cekpeTopHum cuctemom Pseudomonas
putida

MeHTop _ npod. ap Cnasuwa CtaHkosuh, ap MeBaH Hukonuh

MNoTnucaHw/a Tamapa PaHkoBuh

MsjaBreyjem Oa je wramnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKOj BEP3njn Kojy
cam npefao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBepsuteTa y
Beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM NoAaumM Be3aHu 3a gobuvjarbe akageMCcKor 3Bama JOoKTopa
HayKa, Kao LUITO Cy MMe 1 npe3nmMe, rogmMHa n mecto poherwa n gatym ogbpaHe paga.

OBM nnMYHKM nogaum mory ce o06jaBuTU Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurmtandHe oubnuoTteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpagy, 10.03.2025. )
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnumoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y [urutanHn peno3vtopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy OKTOPCKY AncepTtauujy Nog HacnoBOM:

AHanusa reHoma ogabpaHux domtonaToreHmx cojesa Pseudomonas syringae pv. aptata n kuxosa
ouvoroLuka KoHTpona nocpegosaHa Tun VI cekpeTopHuUM cuctemoM Pseudomonas putida

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[uncepTaumnjy ca cBMM npunosnma npegao/na cam y eneKkTpoHCcKoMm chopmaTty norogHom 3a TpajHo
apxmBupamse.

Mojy ookTopcky amcepTtaunjy noxpaweHy y AurmtanHu penosuntopujym YHusepauteTta y beorpagy
MOry [a KopucTe CBM Koju NowwTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4yuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — AeNUTH Nog UCTUM YCroB/MMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AEnnTK Nog UCTUM YCroBMMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jedHy O LeCT NoHyhHeHnx nuueHumn, Kpatak onvc nuueHumn aar je
Ha nonefuHn nucra).

MoTtnuc pgokTtopaHaa

4

Y Beorpaay, 10.03.2025. 77
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1. AyTopcTBo - [lJo3BosrbaBaTe yMHOXaBah-e, ANCTPUBYLINjY 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, n npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4vH oAdpefneH of CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue, Yak u'y
komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja 04 CBUX NULEHLN.

2. AyTtOopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOyuujy W jaBHO
caonwTaBawe fena, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He Jo3BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcCTBO - HEKOMepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBarwe, QUCTpUOyLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unn ynotpebe gena y cBOM feny, ako ce
HaBe[e nme ayTopa Ha Ha4yuH oapeneH of cTpaHe ayTopa wunun gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa KomepuumjanHy ynotpeby gena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTare nvueHLe, OBOM JIMLEHLIOM ce
orpaHuyaBa Hajsehn obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpUMjanHO — OenuTu nog UCTUM ycnoBuma. [Jo3sorbaBate YMHOXaBaHe,
anctpnbyumnjy n jaBHO caonwitaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH
ogpeheH o cTpaHe ayTopa Unv AaBaola nuueHLEe 1 ako ce npepaga avctpnbynpa nog UCTOM Unu
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTopcTBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOBYLIM)Yy U jaBHO caoniuTaBaHe
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unu ynotpebe aenay cBoM Aerny, ako ce HaBeae MMe ayTopa
Ha HauuMH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unvM gasaoua nuueHue. OBa nuueHUua [03BOrbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby gena.

6. AyTOpCTBO - 4enuTu nog UcTum ycrnosuma. [Jo3BorbaBaTte YMHOXaBawe, AUCTPUbYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, u npepage, ako ce Hasee MMe aytopa Ha HauymH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
UnNu gaeaola n1UeHLEe 1 ako ce npepaga auctpmbymnpa nog UCTOM Unu cnuyHom nuueHuom. Oa
nuuUeHua [[o3BorfbaBa koMepuujanHy ynoTtpeby gena m npepaga. CnnyHa je cOpTBEPCKMM
nvueHuama, O4HOCHO NuueHuama OTBOpPEHOor koaa.
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