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VY pany je mpoydaBaHa ekoyiorHja W cy30Oujambe Oaxtepuje Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc), mpoy3pokoBaya [pHe TPYJIEKHU KyMyCmhada
y Cpb6uju. Toxom 2014-2016. roguHe NMPUKYIUBEHH Cy y30PIH OOOJEITUX
JIMCTOBA ca Kylyca, Kapduomna, Opokonmja, Kejba M yJbaHE pEIUIE ca
pa3IMuUTUX JOKaJIUTeTa Ha TepuTopuju Penyoiuke CpOuje, kao u y30puu
3emspHiiTa. CaKymubambe y30paka CepTU(QHKOBAHOT M HATYypaHOI CeMeHa
BpIICHO je y mepuoay oxa Ttpu roaumue (2015-2017). Pasnumuurum
NOCTYIIMMA H30Jaiuje je nobujero 128 m3onata: 82 mOpexoM U3 JIHCTa,
26 m3 3emspumrTa u 20 ca cemeHa. Ha OoCHOBYy TecToBa MaTOr€HOCTH,
MOP(HOIIOMIKUX OJUITNKA W OMOXEMHUjCKO — (DU3HOJOMIKUX TECTOBA H30JATH
Cy TNpeIMMHMHAPHO HACHTH()UKOBaHM Kao Bpcrta X. C. PV. campestris.
Cepornorka o0yxBaTuia  TPUMEHY  JHUPEKTHE
nmyHOeH3uMcke Merone Ha twioun (DAS-ELISA), koja je moTBpmmia

HUCIIMTHBAKBA cy

AQHTUTCHCKY YHH(OPMHOCT MpOYy4YaBaHMX cojeBa XCC Ha KyIlyCcHadama y
CpOuju. Y monekynapHoj aHamu3u npuMeHoM m-PCR, u3BeaeHor cetom
mpajmepa Zup 2309/Zup 2310, xao m DLH 120/DLH 125, xox cBux
MpOy4YaBaHWX H30JaTa, U KOHTposHOT pedepentHor coja NCPPB 1144,
aMIUTU(HUKOBAaHU Cy (parMeHTH HYKJICHMHCKHX KHcelnHa BennumHe 370 u
619 bp, pecnekTHBHO, KOjU OAroBapajy BpcTH XCC. YMHOXaBameM
cekBeHin 16S rRNK rena, Te mHXOBUM TopeljermeM ca CeKBEHIaMa W3
NCBI 6a3e, yrBphen je Bucok cremeH cimanocta (100%) ca ocrammm
cojeBuMa XCC, JIEMOHOBaHMM Yy OBy ©Oa3zy. VY umipy yrBphuBama
enuaemMuosioruje U Qgiuaykryanuje XCC y 3eMJbUINTY, pal)eHo je y30pKoBame




3eMJBHLITA Ca MCTE Hapliese, jelHOM MECEeYHO y mepuoay on 24 mecera.
Bpemencku, Gakrepuja XCC je IETEKTOBaHA y MEpHOAY OJIl cenreMOpa 10
HOBeMOpa, IIPH OMCETY CPENBIX AHEBHUX TEMIIEPaTypa Ha 5 ¢cm BHUCHHE O
-0,1-12,8 °C, xao u o anpuia 10 jyHa ca ornceroM temmeparypa 1,8—14 °C.
[pucyctBo XCC y 3eMJBHINTY HHjE JOKa3aHO Yy IEpPHOAY OX aenemOpa mo
MapTa IpH TeMIlepaTypHoM HHTepBaiy -5,1-1,5 °C, xao u y jyny meceny y
KoMe cy 3alelexeHe cpedme THEBHE TeMIepaType Ha 5 cm ox 14,6 °C.
HcnntuBameM  OCETJBMBOCTH  INPOYYaBaHMX  coOjeBa, yTBpheHa je
nHXUOUTOpHa KOHIEHTpauuja on 300 ppm 3a cBe HcHUTHBaHE OONMKE
6akpa. Ilpu xonnenrpanuju Oakpa ox 200 ppm, 3abenexeH je pa3Boj 42
n3onara kox Oakap (II) — cyndara, 49 kox Oakap — xuzapokcuaa u 60
n3zonara Koj Oakap — OKcuxjopuaa, oj ykynmHo 114 wu3onarta.
Konmentpammja 100 ppm wncnuTHBaHNX OONHKAa OakapHUX jeAUEHCHA,
omoryhmma je pa3BOj CBHX WCIUTHBAaHMX wW3onara. McrnuTuBameM
cnennuIHOCTH U30JaTa OakTepuodara mpema BpcTé XCC, yTBpheHo je na
Cy HU30JIATH YCKOCIICITU(HYIHH, HCIOJbaBajyhu mpema MOMEHYTOj BPCTH
JIUIMOJMTUYKY AaKTHBHOCT. JICIWTHBameM yTHIaja TeMIeparype Ha
MaTOreHOCT M30J1aTa y in VIitro ycloBUMa, YCTAaHOBJBEHO j€ J1a TeMIlepaType
y omcery 24-32 °C 06e30eljyjy mojaBy jacHO BHUIJBHBHUX CHMITOMA, JIOK j€
Temmeparypa ox 28 °C onTuMaiHa 3a pa3Boj o0osbema. Temneparype ox 16
°C u 36 °C y3poKyjy CHOpHjH pa3BOj CHUMITOMA. YTBphUBamEM
eukacHOCTH OakTepuLuia NPUMEHOM BellTayke MHOKyJaunuje XCC y
TIOJECKUM YCJIIOBMMA, HajMarl MHTCH3UTET 3apase je 3a0eekeH y TpeTMaHy
ca xoMOMHauWjoM npenapara Gakap — xunpokcun 0,5% + docerun — Al
0,2% kao m y TpermaHy ca Oakap — xuapokcuaom 0,5% + maHK03e60M
0,25%. Y ycnoBuMa CHoOHTaHE HHQEKIWje MamW HHTEH3UTET 3apase y
OJHOCY Ha Jpyre HCIUTHBaHE OaKTepUIHAE, 3a0CNeKeH je y HCTUM
TpeTMaHKMMa Ca HaBEICHMM KOMOMHAIMjaMa Ipernapara Kao ¥ y yCIOBHMa
BelITayKe WHOKyjanuje. BehuHa ucnuTHBaHMX TpeTMaHa y OJIHOCY Ha
KOHTPOJIHA TPETMaH j¢ CTATUCTHYKU 3HAYajHA I BHCOKO CTATHCTUYKH
3HaYyajHa. AHAJIM30M yTHI@ja TPeTMaHa Ha MPOCEYHY Macy IJIaBHIIE,
yrBpheHa je HajBeha maca ox 1,94 kg tokom 2014. romuHe y TpeTMaHy
Oakap — xunpokcuaom 0,5% + ¢pocernn — Al 0,2%. Y HapenHe aBe roauHe
UCTINTHBamka y TpeTMaHy ca 6akap — xuzapokcuaom 0,5% + mankoze6 0,25%
3abemexxeHa je Hajeha mpoceuHa mace riasuma 1,60 kg Tokom 2015.
roguae U 1,54 kg y 2016 roguHu.
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the effect of the temperature on the pathogenicity of isolates in vitro, it was
concluded that the temperatures in the range from 24 to 32 °C influenced the
appearance of clearly visible symptoms, while a temperature of 28 °C is
optimal for the development of the disease. Temperatures of 16 and 36 °C
affected the poor development of the disease and the appearance of the
symptoms. By determining the effectiveness of the bactericide using artificial
inoculation Xcc in field conditions, the lowest infection intensity was recorded
in the treatment with the combination of copper hydroxide 0.5% + fosetyl — Al
0.2% as well as in the treatment with copper hydroxide 0.5% + mancozeb
0,25%. In the conditions of spontaneous infection, a lower intensity of
infection compared to the other tested bactericides was recorded in the same
treatments with the mentioned combinations of the product as in the
conditions of artificial inoculation. Most of the investigated treatments
compared to the control treatment are statistically significant or highly
statistically significant. By analyzing the effect of the treatment on the average
weight of the cabbage head, the highest weight of 1.94 kg was determined in
2014 in the treatment with copper hydroxide 0.5% + fosetyl — Al 0.2%. In the
next two years of testing with copper hydroxide 0.5% + mancozeb 0.25%, the
highest average cabbage head weight was achieved: 1.60 kg in 2015 and 1.54
kg in 2016.

Accepted on Scientific

Board on: 21.02.2020.
Defended:
(Filled by the faculty
service)
President:

Thesis Defend Board:
(title, first name, last
name, position,
institution)

Dragana Budakov, Ph.D, Associate professor, University of Novom Sadu,
Faculty of Agriculture

Supervisor:
Mila Grahovac, Ph.D, Associate professor, University of Novom Sadu,
Faculty of Agriculture

Member:
Jelica Gvozdanovi¢ — Varga, Ph.D, Principal Research Fellow, Institute of

Field and Vegetable Crops, National Institute of the Republic of Serbia,
Novi Sad




Member:
Maja Ignjatov, Ph.D, Principal Research Fellow, Institute of Field and
Vegetable Crops, National Institute of the Republic of Serbia, Novi Sad

Note:




ZAHVALNICA

U spomen mentoru prof. dr Stevanu Masirevic¢u, uz kog sam upoznao fitopatologiju,
koji me je vodio kroz ovu disciplinu i pomogao da odaberem temu za disertaciju.
Strpljenjem i podrskom preneo mi je neizmerno znanje, naucio me nauci i zivotu, ucenju i

radu, veri i dostojanstvu.

Velika zahvalnost mentoru prof. dr Mili Grahovac na nesebicnoj i svesrdacnoj pomoci

u toku izrade ove disertacije.
Prof. dr Dragani Budakov se zahvaljujem na konstruktivnim savetima i sugestijama.

Dr Jelici Gvozdanovi¢ Varga velika zahvalnost na nesebicnoj i bezrezernoj pomoci,

prenetom znanju i strpljenju.

Prof. dr Dragutinu Pukicu se zahvaljem, jer je savetima ucinio da disertacija bude

bolja i kvalitetnija.

Prof. dr Gordani Kozoderovi¢ se zahvaljujem na pomoci u savladavanju tehnika

molekularnih metoda identifikacije.

Zahvaljujem se dr Maji Ignjatov, koja je koordinirala aktivnosti vezane za molekularnu

identifikaciju i filogenetsku analizu proucavanih izolata u okviru projekta TR31030.

Zahvaljujem se dr Dragani MiloSevi¢, koja je koordinirala aktivnosti vezane za

primenu seroloske metode u cilju detekcije proucavanih izolata u okviru projekta
TR31030.

Zahvaljujem se dr Gordani Tamindzi¢c na angazmanu prilikom odabira i

laboratorijskog proucavanja odabranih genotipova vrsta iz familije Brasicaceae.

Zahvaljujem se dr Zarku Ivanoviéu na pomodéi u filogenetskoj analizi proucavanih
izolata. Takode se zahvaljujem dr Miroslavu Zoricu na neizmernoj pomoci u statistickoj

obradi podataka.

Zahvaljujem se prof. dr Alex Ignatov sa Peoples' Friendship University of Russia na

sugestijama, literaturi i izvorima koji su koriséeni u disertaciji.

Na kraju, ali ne i manje bitno posebno se zahvaljujem mojoj Ani, porodici, kumovima i

prijateljima na podrsCi i razumevanju.


https://www.researchgate.net/institution/Peoples_Friendship_University_of_Russia

Mojima u spomen, jer su se suprostavili bolesti
koju nisu mogli pobediti, a moj Zivot su ispunili ljubaviju
Vec¢no zahvalan

Slobodan A. Viajié¢



SADRZAJ

LU UVOD ettt bt bbb e bR bR bttt be e b e e nhe e e e b es 1
2. PREGLED LITERATURE ...ttt sttt bbbt be e e 3
2. 1. FamMilija BraSSICACEAE .......ecveiveeiieiiecieeie sttt te sttt te st s te e s te e e st e te et e sbeenaesbesneeneenee e 3
2. 2. Bakterijska oboljenja biljaka familije BrassiCaceae .............ccocvuvvrireriieieisisisesese e 3
2. 3. Istorija pojave i rasSproStranjeNOSt XCC......ueiviiiiieeiieirieiiesieeeeitesteeeeseseesresreeeesreeseesresaeeaeseeans 5
2. 4. EKONOMSKI ZNACAJ +..vvveeveiteeiieiiieieeiesie ettt sne e n s e nn e nne e nnenne s 7
2. 5. Taksonomska pozicija bakterije X. CAmMPESIIisS ........cccveiveiiiiiiieiese e 8
2. 6. SIMPLOMI DOIESTE ... et 10
2. 7. Morfoloske 1 0dgajivacke 0dliKe ........cccooriiiiiiiiiii e 12
T = T T0] (oo Y 1 = Lo [T g - VSRS 12
2. 9. Biohemijsko — fizioloSKe OQIIKE..........couviiiiiiiiiiieee s 15
2. 10. PAtOgENE OUIKE ....vecviiiiciic ettt sbe e te e be s ae et e te e e e sreans 15
BT (o) (01 e Yo | 1 USSR 18
2. 12. MOIEKUIAMNE OUIIKE ..o 19
2. 13, SUZDIJANJE .ttt bbbttt n s 20
3. CILJEVIISTRAZIVANIA .....oooveeeieeereeesssesessesss s ses s ass s sesses s st 24
4. RADNA HIPOTEZA ...ttt bbbttt ettt sb e sbe e saeesnbe e 25
5. EKOLOSKI USLOVT ....ooviiiiiietieeeestieeeses s ses s sesae s sess s sesss s tsssssensassssesssssn s ssssenssssesnanssnsas 26
5. 1. ZeMIJISNT USIOVI...tiiitiiiiiitiiiti ettt sttt et sr e sb e sb e s nn e n e 26
5. 2. KHMALSKI USIOVI ...ttt 27
6. MATERIJAL | METODE RADA ...ttt 30
6. 1. Lokaliteti i NACIN UZOTKOVANA......ccuiiviiiiiiiieieisiesee sttt sb e 30
6. 2. 1Z01ACHJA XCC IZ lISTOVA. ...ecvveiiieicic ettt sttt st te e sreens 35
6. 3. 1Z0IACIja XCC 1Z ZEMIJISTA. ......eivieiieieiieiieii ettt 35
6. 4. 1zolacija XCC iZ SEMENA KUPUSA........ecviiviirieiieitecie ettt ettt ste e be s e eresbeeneesreans 36
6. 5. 120lacija DAKIEITOTAGA ... ..eovivieiieieee s 38
6. 6. Provera patogenosti IZOIALA ..........covieiiiiiee e 39
6. 7. Odgajivacke odlike 1Z0lata ...........coiveeiiiiieiiiee s 40
6. 8. MOrfoloSKe 0dlIKE 1ZOLAtA.........ceeeiiiiiiee ettt et s sre e e tre e sbaeeeane e 42
6. 9. Biohemijsko — fizioloske 0dlike 1ZOlata ..........ccerviiverierieiiiceie e 43



6. 10. SErolOSKE OALIKE 1ZOIALA ...eeeiiiieeeeeeee ettt ettt e e e ettt e e e e e e e ettt e e e s e s s rrereeeees 46

6. 11. Molekularna identifikacija izolata..........ccccceiviieieiicic e e 48
6. 12. Osetljivost izolata Xcc na bakarne preparate in VItro..........ccocoviiieneieiciscce e 52
6. 13. Specifi¢nost bakteriofaga Prema XCC ......ccovviiiiieiieiiiieiesie et 52
6. 14. Uticaj temperature na razvoj DOIEStI iN VITIO ........cooveieiiiiiiiiieeeeee e 53
6. 15. Ispitivanje baktericida u poljskim USIOVIMA...........ccooieiiiiiiiiieee e 55
T REZULT AT ettt b bt b e e b e sbe e sae e s et e b e e nbeenbeenreennne s 59
7. 1. SAKUPIJANJE UZOTAKA ... 59
T 0 F: o | 0 oo A 1151 o 1Y PSS 64
7. 3. 1ZOIACIJA 1Z SEIMENA ...ttt bbbttt 66
7. 4. 1Z0laCija XCC 1Z ZEMIJISTA. ...eveiveriiieieiieieie sttt bbbttt n e 67
7.5. 120lacija DAKIEITOTAGA ... ..eoveieieeieeieee s 69
7. 6. Provera patogenosti IZOIAtA ...........ccecviiiiieiiie et 70
7. 7. Odgajivacke OAIIKE. .......civiiiiieieiiceee et nr s 78
7. 8. MOTIfOLOSKE OAIIKE .....vvviviieiiiieiiie sttt e st e e e et e e s e e e stae e snae e s taeesnreeennaens 81
7. 9. Biohemijsko — fizioloske 0dliKe 1Z01ata ..........cocvveieiieiieiieic e 81
R TS (o) (01 e Yo | 1 USRS 84
7. 11. Molekularna identifiKaCija ..........ccccvveiiiiiiiiiiice et 85
7.12. Analiza 16S rRNK SEKVENCI .....ocveiiiiiiiiiiiisiisie et 86
7. 13. Osetljivost izolata Xcc na bakarne preparate in Vitro........c.cccoeveveiieie e s 89
7. 14. Specificnost bakteriofaga prema XCC ......ccivieiieiirienienieiesiesee sttt 92
7. 15. Uticaj temperature na razvoj bolesti iN VItrO ... 94
7. 16. Rezultati primene baktericida u poljskim USIOVIMA ............cocviiiiiiniiec e 94
8. DISKIUSIIA ..ottt ettt s h e bt s a e et et e e st e sbe e sb b e ebbeenbeebeeneee e 105
9. ZAKLIUCAK ...ooeoaieeieeesees ettt 116
10. LITERATURA . ettt ettt bt bttt sttt b et e e b e e e sae e be e sbeesbeennaeanbeants 118
PRILOZI ...ttt b e bbbt b e b e bt b bt e bt et e e nbeesheesnreenbeanns 148

BIOGRAFIIA et bt bbbt b e bt st e bt st e e sbeebe e b nne s 161



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Uvod

1. UVOD

Kupusnjace predstavljaju znacajnu grupu povrcéa, kako zbog visokih hranljivih
vrednosti i sadrzaja vitamina, minerala, tako i zbog viSe potencijalnih sastojaka koji imaju
antikancerogeno dejstvo (Chun i sar., 2004). Obezbeduju 14% svetskog povréa i €ine treci
najvazniji izvor jestivog ulja posle soje i palme (OECD, 2012). Jedan od poznatijih
predstavnika ove porodice u savremenoj biologiji je Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, koja
predstavlja model organizma sa potpuno sekvenciranim genomom (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Tokom 2020. godine povrsine pod kupusom u svetu iznosile su
2.414.288 ha, a pod karfiolom i brokolijem 1.357.186 ha sa ukupnom proizvodnjom od
96.393.439 t (FAOSTAT, 2020). Isti izvor navodi gajenje kupusa u R. Srbiji na povrsini
od 7.547 ha sa ukupnom proizvodnjom od 179.377 t. Prema podacima Republi¢kog
zavoda za statistiku 2021. godine poznjevena povrsina uljane repice iznosila je 22.705 ha
sa prosecnim prinosom od 3,0 t/ha, dok su povrsine pod kupusom i keljom iznosile 7.513
ha sa prose¢nim prinosom od 24,7 t/ha (webrzs.stat.gov.rs.). Glavicasti kupus u Republici
Srbiji predstavlja zna¢ajnu povrtarsku vrstu (Cervenski i sar., 2018), njegova potroinja

iznosi 20 kg po stanovniku, $to je znatno viSe od svetskog proseka (Vlahovié, 2015).

Povecanje povrSina pod kupusnjacama, gajenje visokoprinosnih ali osetljivih
genotipova 1 pogodni agroekoloSki uslovi, poslednjih godina doveli su do znacajnije
pojave brojnih prouzrokovata oboljenja na kupusnja¢ama. Bolesti kupusnjaca
predstavljaju ogranicavaju¢i faktor uspeSne proizvodnje, a gajenje kupusnjaca u
monokulturi znacajno doprinosi pojavi problema fitopatoloske prirode (Obradovi¢ i sar.,
2000a; Singh 1 sar., 2018). Od setve do berbe i tokom c¢uvanja, na kupusnjacama
parazitiraju razli¢iti prouzrokovaci oboljenja: gljive, bakterije i virusi. O¢uvanje useva
zdravim, preduslov je za visok prinos (Obradovi¢ i sar., 2000b). Fitopatogene bakterije se
izdvajaju kao bitna grupa prouzrokovaca oboljenja imajuci u vidu da prouzrokuju znacajne
gubitke na povrtarskim gajenim biljkama, smanjuju¢i njihov kvalitet 1 prinos (Arsenijevic,
1997; Agrios, 2005). Takode, Stetnim posledicama bakterioza u poljoprivrednoj

proizvodnji, pa i proizvodnji kupusnjaca, znacajno doprinosi njihovo oteZano suzbijanje.

Bakterija Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), prouzrokova¢ crne trulezi
kupusnjaca, predstavlja ekonomski znac¢ajnog patogena pomenutih biljnih vrsta. Prisutna je

na svim podru¢jima gajenja kupusnjaCa: Afrika, Azija, Australija, Okeanija, Evropa,
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Amerika i Karibi, naro¢ito u uslovima umerenog klimata (Williams, 1980; Bradbury,
1986), pri temperaturnim uslovima sredine 20—30 °C (Mariano i sar., 2001), gde
prouzrokuje znacajne gubitke. U porodici kupusnjaca, najvazniji domacini ove bakterije su
varijeteti vrste Brassica oleracea, kod kojih su zabelezeni gubici od 50-60% usled
delovanja ovog patogena (Dhar i Singh, 2014; Saha i sar., 2016). Prema Mguni (1996)
capitata) i karfiol (Brassica oleracea var. botrytis). U R. Srbiji ova bakterija se redovno
javlja svake godine, parazitirajuci najéesée lokalne populacije kupusnjaca koje su cenjene
u preradivackoj industriji. Na lokalitetima tradicionalnog gajenja kupusa, veoma Cesto u
monokulturi ili skratenom vremenu rotacije useva i upotrebom naturalnog semena za
setvu, problemi koje prouzrokuje ova bakterija su brojni, od smanjenja prinosa i trziSne
vrednosti glavica, trulezi na polju i u skladistu, do trulezi tokom procesa prerade. U
ovakvim uslovima, suzbijanje pomenutog patogena je veoma otezano usled gajenja
osetljivih genotipova, nakupljanja inokuluma bakterije i malog broja efikasnih jedinjenja

koja se mogu Koristiti u zastiti.

U okviru ove doktorske disertacije detaljno je izufen prouzrokova¢ crne trulezi
kupusnjaca na teritoriji Srbije, potvrdeno je prisustvo bakterije na/u semenu i zemljistu,
utvrdena osetljivost izolata Xcc prema razli¢itim oblicima bakarnih jedinjenja i definisani

su efikasni baktericidi za kontrolu bakterije u polju na osetljivom domacinu.
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2. PREGLED LITERATURE
2. 1. Familija Brassicaceae

Kako navodi Al Shehbaz (2012) porodicu kupusnjaca (fam. Brassicaceae) ili krstasica
(fam. Cruciferae) ¢ine 321 rod i 3.360 vrsta koje se gaje na razliitim geografskim
Sirinama. Godinu dana ranije Soengas i sar. (2011) navode da je ova porodica grupisana u
350 rodova sa 3.000 vrsta. Predstavnici ovih rodova svrstani su u nekoliko grupa u odnosu
na nacin kori$éenja ili upotrebnu vrednost: biljke za proizvodnju ulja uljarice, biljke za
proizvodnju sto¢ne hrane, zaina i povrée sa upotrebom razlicitih biljnih delova u ishrani

(cvasti, listovi, stabljika, seme).

U svetu i kod nas, najcesée se gaje pripadnici rodova: Brassica L., Raphanus L.;
Armoracia G. Gaertn. et al.; Lepidium Fabr.; Nasturtium W. T. Aiton; Eutrema R. Br. i
Eruca Mill. (Al — Shehbaz i sar., 2006). Rod Brassica ima najveci socio — ekonomski
znacaj za ljudsku ishranu, sto¢nu hranu, proizvodnju ulja i biodizela (Cardone 1 sar., 2002;
Fu i sar., 2010). Vrste ovog roda su bogate antioksidansima, vitaminima, mineralima,
vlaknima i ugljenim hidratima. Glukozinolati prisutni u kupusnjacama odgovorni su za
karakteristiCan ljutkast i opor ukus (Mithen, 2001), ali omogucuju potencijalnu
preventivnu zasStitu od karcinoma i koronarnih oboljenja (Chun i sar., 2004; Smith i sar.,
2005), a imaju i izrazenu antibakterijsku aktivnost prema Helicobacter pylori (Fahey i sar.,
2002).

Vrsta Brassica oleracea ukljucuje sledeCe varijatete: B. oleracea var. capitata
(glavicasti kupus), B. oleracea var. botrytis (karfiol), B. oleracea var. italic (brokoli), B.
oleracea var. gemmifera (kelj pupcar) i B. oleracea var. acephala (rastan) (Golicz i sar.,
2016). Brassica napus (uljana repica) predstavlja najvazniji izvor biljnog jestivog ulja u
Evropi, dok je u svetu druga po znac¢aju (Marjanovi¢ — Jeromela i sar., 2018). Pojedine
vrste se koriste u dekorativne svrhe kao $to su B. oleracea, B. rapa, B. napus i B. juncea
(Cartea i sar., 2011).

2. 2. Bakterijska oboljenja biljaka familije Brassicaceae

Od ekonomski znacajnih bakterija na kupusnjacama navode se: Xanthomonas
campestris pv. campestris — prouzrokova¢ crne trulezi kupusnjaca (Williams, 1980);

Pectobacterium carotovorum subp. carotovorum, Pectobacterium carotovorum subp.
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atrosepticum, Pseudomonas marginalis, P. fluorescens — prouzrokovaéi vlazne trulezi
(Canaday i sar., 1991; Koike i sar., 2007; Gasic¢ i sar., 2014) i Pseudomonas syringae pv.

maculicola — prouzrokovac biberaste pegavosti (Arsenijevi¢, 1997; Balaz, 2001).

Vrste roda Pectobacterium (nekada rod Erwinia) koje predstavljaju najznacajnije
prouzrokovace vlazne truleZi na povrtarskim vrstama (Choi 1 Kim, 2013; Waleron i sar.,
2014). Erwinia carotovora ssp. carotovora (danas P. carotovorum subsp. carotovorum)
navode se kao Cesto prisutan parazit na povrtarskim vrstama u nasim uslovima, koji
prouzrokuje mrkocrnu trulez karfiola (SI. 1) (Arsenijevi¢ i Obradovié¢, 1996; Obradovié,
1998). Pomenuta bakterija se pojavljuje i na ostalim vrstama iz porodice kupusnjaca kao
Sto su glavicasti kupus i brokoli (S1. 2) (Gasic¢ i sar., 2014; Vlaji¢ i sar., 2017a). Canady i
sar. (1991) navode bakteriju P. marginalis pv. marginalis. kao jo§ jednog od

prouzrokovaca vlazne trulezi cvasti brokolija.

S1. 1: Mrkocrna trulez cvasti karfiola Sl. 2: Simptomi trulezi na koc¢anki kupusa
(Foto: Vlajic) (Foto: Vlajic)

Prouzrokovac bakteriozne biberaste pegavosti listova na kupusnjacama je bakterija P.
s. pv. maculicola, opisana u Kanadi (Henry, 1974). Najcesc¢e je prisutna na karfilolu, mada
moze parazitirati i ostale kupusnjace (Zhao 1 sar., 2000; Balaz, 2001).

Na listovima simptomi se manifestuju u vidu pega veli¢ine 1-3 mm, okruglog oblika,
tamno zelene boje sa ili bez hloroti¢nog oreola. Uo¢ljive su sa nali¢ja listova, oko stominih
otvora. Spajanjem brojnih sitnih pega, nastaje veca nekroti¢na povrSina, dok se jace
zarazeni listovi suse i opadaju (Balaz, 2001).

Fluorescentni pseudomonasi (P. fluorescens i P. viridiflava) pojavljuju se na
temperaturama ispod 4 °C i dovode do maceracije tkiva (Aremu i Babalola, 2015).

Pseudomonas viridiflava je zabelezen kao prouzrokova¢ bakterijske trulezi na Kineskom
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kupusu u Japanu (Sayama i sar., 2001), a Wilkie i sar. (1973) pomenutu bakteriju opisuju
kao patogena karfiola i ve¢eg broja drugih biljaka. Na zarazenim biljkama primecuje se
hloroza lista, rubovi liske su krhi a peteljka truli. Bakterija se Cesto pojavljuje nakon
ozleda od mraza i stresnih uslova za biljku (Gandhi, 2005). Arsenijevi¢ (1997) je navodi

kao uslovnog potencijalnog patogena, s obzirom da epifitski naseljava mnoge biljne vrste.

Bora 1 sar. (2002) su proucavali mogucnost veStacke zaraze uljane repice bakterijom
Ralstonia solanacearum, inokulacijim zemljista u periodu oktobar — novembar. Prvi
simptomi zaraze se manifestuju u vidu zucenja donjih listova pocevsi od vrha, a zatim
pojavom crnila nerava. Na korenovom vratu uocavaju se simptomi truljenja tkiva, i
uvenuce biljaka nastaje za 35 do 45 dana, dok se na vaskularnom tkivu belezi promena

boje.

Po Stetnosti 1 Sirokoj rasprostranjenosti u svetu, medu prouzrokovac¢ima oboljenja
bakteriozne prirode na kupusnjatama, izdvaja se bakterija X. c. pv. campestris (Xcc)
prouzrokova¢ crne trulezi ili sudovne bakterioze kupusa i drugih kupusnjaca ukljucujuci
gajene i divlje forme (Williams, 1980; Arsenijevi¢, 1997, Alvarez, 2000; Singh i Dhar,
2011).

2. 3. Istorija pojave i rasprostranjenost Xcc

Sudovna bakterioza kupusnjaca odnosno crna trulez je prvi put zabelezena u Kentakiju,
SAD od strane Garmana (1890; cit. po. PeriSi¢ i Pani¢, 1964). Izolacijom je dobijeno dva
tipa kolonija iz obolelih biljaka, medutim etiologija oboljenja nije odredena do kraja
(Naher Tonu, 2013). Detaljniji opis belezi Louis Pammel 1893. godine u drzavi Njujork,
na broskvi (Brassica napus var. napobrassicae) (Pammel, 1895). Russell (1898) i Smith
(1897) dalje opisuju pojavu bolesti na kupusu i utvrduju da je prouzrokova¢ patoloskih
promena bakterija koja na hranljivoj podlozi obrazuje kolonije zute boje. Ubrzo potom
prisustvo bolesti je utvrdeno i u Rusiji (Ignatov, 2006). Na karfiolu je prvi put opisana u
Norveskoj (Jorstad, 1922), od kada se bolest beleZi na karfiolu 1 ostalim kupusnjac¢ama u

celom svetu (Tab. 1).

Prvi zabeleZeni trag o pojavi crne trulezi na nasim prostorima bio je u Crnoj Gori na
lokalitetu Titograd (Podgorica) gde je bakterija, tada nazivana Bacillus campestre, na
jednoj parceli kupusa izazvala truljenje glavica na 50% biljaka (Mijuskovi¢, 1950).
Cuturilo (1952) navodi pojavu istog patogena 1951. godine u pojedinim selima niskog

Sreza.
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Tab. 1: Geografska rasprostranjenost Xcc

Drzave Izvor
Severna Australija Samuel, 1925
SAD Rusel, 1898; Baker i Snider, 1950
Mauricijus Shepherd, 1930
Bugarska Kovacevski, 1934
Rodezija Hopkins, 1940
Kvinslend Blackford, 1944
Mozambik De Carvalho, 1949
Grcka Sarejanni i Demetriades, 1951
Izrael Chorin i sar., 1954
Portugalija Pinto — Ganhé&o, 1962
Japan Ohata i sar., 1982
Tajland Schaad i Thaveechai, 1983
Isto¢na Indija Kishun, 1984
Koreja Kim, 1986
Nepal Shakyimalla, 1988 loc. cit po Ignatov, 2006
Kina pokrajina Zhejiang Shen i Chen, 1990
Italija Scortichini i sar., 1994
Ujedinjeno kraljevstvo Redstone i sar., 1997 cit po Ignatov, 2006
Centralna, Isto¢na Evropa, Rusija, Kina, Ignatov i sar., 1999a
Japan
Kuba Corzoi sar., 2019

Detaljniji opis u nasoj zemlji prvi put daju Peri$i¢ i Pani¢ (1964), kada na sto¢nom
kelju, poreklom sa semena iz Poljske, beleze pojavu X. campestris na 80% biljaka tokom
maja. U izveStaju o stanju bolesti i $tetocina na teritoriji SFRJ u 1979. godini navedena je
pojava prouzrokovada crne truleZi krstagica (X. campestris) u okolini Zep&a, Orahovica na
kupusu na kome je registrovan slab do srednji intenzitet pojave bolesti (Krnjaji¢ i Grujic,
1980). Isti autori registruju pojavu bakterije na kupusu (30%) i karfiolu (10%) na 30 ha
povrsine podru¢ja Beograda i Zemuna (Krnjaji¢ i Gruji¢, 1983). Na lokalitetu Rimski
Sancevi (Vojvodina) belezi se jaca pojava bakterije na karfiolu tokom vegetacije 1987.
godine (Balaz, 1988). Isti autor navodi pojavu bakterije na ostalim kupusnjacama (kupus,
brokoli, kelj, kelj pup€ar) u Vojvodini (Balaz, 1989). Jovanovi¢ i sar. (1997) na osnovu
rezultata dobijenih proucavanjem cetiri izolata poreklom sa obolelog kupusa i
podudarnosti njihovih odlika sa postojec¢im opisima u literaturnim izvorima postavljaju
hipotezu da je X. c. pv. campestris prouzrokovaé patoloskih promena na kupusu. U daljim

navodima Obradovi¢ i Arsenijevi¢ (1999), bakterija je opisana kao znacajan patogen
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kupusa, karfiola i sto¢nog kelja, uz navode da moze prouzrokovati znacajne gubitke kako u
komercijalnoj proizvodnji glavica tako i kod semenskih useva. Dalja proucavanja i
utvrdivanje pojave Xcc kod nas sprovodi nekoliko domacih autora (Obradovic¢ i
Arsenijevié, 1999; Obradovi¢ i sar., 2000a; Radunovi¢ i Balaz, 2012; Popovi¢ i sar.,
2013a; Vlaji¢ i sar., 2017b; Popovic i sar., 2019; Popovic i sar., 2020; Jelusi¢, 2022; Vlaji¢
i sar., 2022).

2. 4. Ekonomski znacaj

Bakterija Xcc prouzrokuje znacajne gubitke u razliitim delovima sveta: Brazil,
Etiopija, Juzna Afrika, Belgija, Nemacka, Svedska, Madarska, Francuska, Holandjija,
Velika Britanija, Italija, Nepal, Kina, Tajvan, SAD, Kanada zajedno sa Australijom i
Indijom (Saharan 1993; Mulema i sar., 2012; Singh i sar., 2016; Akhtar i sar., 2017).
Massomo i sar. (2004) navode da je ovaj patogen limitirajuci faktor gajenja kupusnjaca u

Keniji, Malaviju, Mozambiku, Juznoj Africi, Ugandi, Zambiji i Zimbabveu.

Procenjeni gubitak prinosa na kupusnjatama 1976. godine u SAD iznosio je 1 milion
dolara (Kennedy i Alcorn, 1980). U Kanadi tokom zime 1979—1980. godine 60% useva
broskve (Brassica napus var. napobrassicae) je propalo uticajem vaskularne bakterioze
(McKeen, 1981), dok je u Zimbabveu zabelezeno smanjenje prinosa do 80% (Page i sar.,
1985). Stete u zapadnom Sibiru kretale su se od 23,5 do 100% (Sukhorukova, 1987), dok
su u drugim regionima Rusije gubici iznosili od 23 do 57% kod osetljivih genotipova
kupusa (Dzalilov i sar., 1989; Ignatov, 2006). U severoisto¢noj Aziji Xcc je bio prisutan na
84% pregledanih povrsina (Schaad i Taveechi, 1983). U Africi, u zavisnosti od godine,
gubici pod uticajem ove bakterije kretali su se u opsegu 10—-80% (Mguni, 1996).
Epifitocija Xcc u Italiji, najznacajnijem regionu proizvodnje semena kupusa u Evropi,
prouzrokovala je Sirenje patogena u celom svetu (Caponero i lacobellis, 1994; Scortichini i
sar., 1994; Catara i sar., 1999). U naSim uslovima prinos moze biti smanjen 40—50%, a
desava se da sve biljke na parceli budu zarazene (Josifovi¢, 1956). Zarazene glavice
kupusa gube trziSnu vrednost, a ¢esta je pojava trulezi na polju i1 u skladiStu nakon sece
(Massomo 1 sar., 2003). U slucaju zaraze neposredno po rasadivanju u polju, gubici

prinosa mogu biti i do 90% (Dey i sar., 2015).
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2. 5. Taksonomska pozicija bakterije X. campestris

Prvo zabeleZzeno opazanje fitopatogene bakterije, koja se danas odnosi na rod
Xanthomonas, bilo je 1881. god. od strane Wakkera (1883), koji u kratkom izveStaju
opisuje zutu bolest zumbula. U izvestaju navodi zutu boju i Stapicast oblik bakterijske
kolonije, te obilnu proizvodnju sluzi. Do objavljivanja prve edicije Manual of Bacterial
Plant Pathogens (Elliott's, 1930), vec¢ina brojnih novootkrivenih bakterija svrstana je u rod
Phytomonas. Burkholder (1930, 1939) je skrenuo paznju na mogucu heterogenost roda

Phytomonas, a zatim je izdvojio pojedine vrste u nove grupe.

Dowson je prvi uveo poseban rod Xanthomonas za fitopatogene bakterije sa zutim
kolonijama (Tesi¢, 1962). Isti autor je (1939, 1942, 1943) na osnovu Burkholderovih grupa
formirao generi¢ke oznake. Predlozen je novi rod Xanthomonas sa slede¢im opisom:
neprozirne bakterije u obliku Stapica, gram negativne, pokretne pomocu jedne polarne
flagele (rede dve) ili nepokretne, na hranjivom agaru kolonije Zute boje, vrSe hidrolizu

skroba i stvaraju kiselinu iz laktoze (Elliott, 1951).

Fitopatogene bakterije, 23 roda, svrstane su u 7 grupa, a rod Xanthomonas je svrstan u
grupu 4 (podgrupa 4a): gram negativni, aerobni/mikroaerofilni S$tapi¢i i koke. Od
postoje¢ih sistema klasifikacije, najéeSée se koristi sistematika prihvacena od strane
Americkog drustva mikrobiologa opisana u “Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology” (Boone i sar., 2005) (Tab. 2). Rod Xanthomonas predstavlja vaznu grupu
biljnih patogena, parazitiraju¢i preko 400 domacina, ukljucujuéi ekonomski znacajne
gajene vrste bilja (Buttner i Bonas, 2010; Ryan i sar., 2011). lzvorno svaka vrsta u okviru
roda Xanthomonas koja prouzrokuje razli¢ite simptome bolesti ili ima razli¢ite domacine,
klasifikovana je kao posebna vrsta. Koncept ,,novi domacin — nova vrsta” dovela je do
slozenog roda koji ukljucuje preko 100 vrsta (Starr, 1981). Fenotipska homogenost roda i
tadasnja nedovoljna saznanja o patogenu koja su bila dostupna za specijalizaciju taksona,
navela su Dye i Lelliotta (1974) na grupisanje veéine vrsta roda u jedinstvenu vrstu
Xanthomonas campestris. Young i sar. (1978) predlazu reklasifikaciju ranijih naziva i
uvodenje patovara. Na osnovu iznetog predloga, u rodu Xanthomonas definisano je vise od

140 patovara (Bradbury, 1986; Hayward, 1993).
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Tab. 2: Taksonomska pozicija Xanthomonas campestris

Kraljevstvo: Bacteria
Razdeo: Proteobacteria
Klasa: Gammaproteobacteria
Red: Xanthomonadales
Familija: Xanthomonadaceae
Rod: Xanthomonas

Bacillus campestris Pammel (1895)
Pseudomonas campestris (Pammel) Smith (1897)
Bacterium campestre (Pammel) Smith (1897)
Bacterium campestris (Pammel) Chester (1897)
Phytomonas campestris (Pammel) Bergey (1923)

Binominalni naziv: Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson (1939)*

*Manual of Bacterial Plant Pathogens (1951)

Cinjenica da je patovar definisan jednom karakteristikom — patogenos$éu, u modernoj
taksonomiji nije znacajna (Vauterin i sar.,, 1996), dok svrstavanje nepatogenih
predstavnika roda Xanthomonas ostaje nereSeno. Na osnhovu elektroforeze proteina i
kvantitativnog poredenja sadrzaja masnih kiselina utvrdeno je da patovari u okviru vrste X.
campestris fenotipski predstavljaju mnogo heterogeniju grupu nego §to se ranije smatralo
(Vauterin i sar., 2000). Analizom sekvence 16s ribozomalne RNK vrsta u okviru roda,
utvrdeno je da rod Xanthomonas ima tri filogenetske loze: prva X. arboricola, X.
axonopodis, X. bromi, X. campestris, X. cassavae, X. cucurbitae, X. codiaei, X. fragariae,
X. hortorum, X. melonis, X. oryzae, X. pisi, X. populi, X. vasicola, X. vesicatoria; druga X.
albilineans, X. hyacinthi, X. theicola, X. translucens; tre¢a samo vrstu X. sacchari (Hauben
i sar., 1997). Reklasifikacija roda zasnova na hibridizaciji DNK — DNK ukazuje da bi vrsta
X. campestris trebalo da bude ograni¢ena na X. c. pv. campestris i pet patovara koji
prouzrokuju bolest kupusnja¢a: X. c. pv. aberrans (Kngsel) Dye, pv. armoraciae
(McCulloch) Dye, pv. barbareae (Burkholder) Dye, pv. incanae (Kendrick & Baker) Dye,
i pv. raphani (White) Dye (Vauterin i sar., 1995). Prema Fargier i Manceau (2007) iz roda
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Xanthomonas kao patogeni kupusnjaca pojavljuju se dva varijateta kod vrste campestris, i
to pv. campestris koji prouzrokuju simptome crne trulezi i pv. raphani koji je patogen
lista. Uz ove navode, sve je vise dokaza da mnogi nepatogeni predstavnici roda
Xanthomonas, mogu postojati na biljnoj povrsini ili semenu i ne izazivati simptome bolesti

kod domacina sa koga su izolovani (Vauterin i sar. 1996)

2. 6. Simptomi bolesti

Zaraza biljaka sa Xcc moguca je tokom ¢itavog perioda vegetacije, od faze klijanja do
potpunog zrenja (Arsenijevi¢, 1997). Simptomi koje ova bakterija prouzrokuje zavise od
biljne vrste, genotipa, faze razvoja i uticaja spoljasnje sredine (Williams i sar., 1972,
Schaad i Alvarez, 1993; Franken, 1992b). Kod mladih biljaka u rasadu, crnilo se javlja duz
ivice kotiledonih listova, koji kasnije venu i propadaju. Na zarazenim klijancima,
poreklom iz zarazenog semena pocetni simptom je hloroza, koja kasnije prelazi u nekrozu
kotiledonih listova (Matsumoto, 1975). Pri povoljnim uslovima za razvoj, bolest se Siri
zahvatajucéi stabljiku, koja dobija staklast izgled, razmeksava i trune (Balaz, 2001). Na
odraslim biljkama u polju, po ivicama lista zapaza se hloroza tkiva, koja se Siri klinasto
duz sekundarnih nerava formirajuéi karakteristi¢an simptom u obliku latini¢nog slova ,,V”,
Sto ujedno predstavlja tipi¢an simptom prouzrokovaca crne trulezi (Sl. 3) (Cook i sar.,
1952).

U okviru zona hloroze sekundarni nervi, a kasnije i glavni, postaju crni. Crnilo nerava
nastaje usled akumulacije melanina izmedu celija ksilema (Sutton i Williams, 1970).
Susenje 1 crnilo sprovodnih sudova ne mora biti pra¢eno hlorozom listova (Ignatov, 2006).
Spajanjem pega formira se veca hlorotina a potom i nekroti€na povrSina, usled cega
dolazi do nepravilnog porasta lista, a kasnije do suSenja i propadanja (Obradovi¢ 1 sar.,
2000a). Ova promena boje sudovnih elemenata zahvata celokupnu lisku, pri ¢emu nastaju
simptomi suve trulezi (S1. 4). Sa obolelog lista, bakterija se sudovnim elementima

prosiruje do stabla i korena.
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Sl. 3: Simptom na listu glavic¢astog kupusa Sl. 4: Simptom bakterioze u polju
(Foto: Vlaji¢) (Foto: Vlaji¢)

U sudovnim elementima bakterija se intenzivno razmnozava i obilno proizvodi
polisaharid ,,xanthan” (Jeanes, 1973), ¢ime se onemogucava normalan protok vode i
asimilanata, a kao posledica nastaje zakrzljavanje biljaka (Arsenijevi¢, 1997). Usled toga
izostaje formiranje glavice, te nastaju znacajni gubici u proizvodnji. Sirenje truleZi unutar
tkiva, glavice ili cvasti, nastavlja se tokom perioda skladistenja i ¢uvanja, a pod uticajem
sekundarnih parazita (Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas spp.) i drugih

saprofitnih mikroorganizama (Dzalilov i sar., 1989; Agrios, 2005) (SI. 5).

S1. 5: MeSana zaraza Xcc i sekundarnih parazita (Foto: Vlaji¢)
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2. 7. MorfoloSke i odgajivacke odlike

Xanthomonas campestris pv. campestris je gram negativna, aerobna Stapicasta
bakterija, veli¢ine 0,4-0,6 x 0,8-2,0 um sa jednom polarnom flagelom (Saddler i
Bradburry, 2005), koja ne formira endospore (Arsenijevi¢, 1997). Na podlogama sa
glukozom, kvascevim ekstraktom i kalcijum karbonatom (glucose — yeast — carbonate agar
GYCY; yeast — dextrose — carbonate agar YDC) kolonije su okruglaste, sjajne i ispupcene,
zute boje. Posle tri do pet dana razvoja na temperaturama od 25-28 °C kolonije postaju
sluzaste (Vicente i Holub, 2013). Prema Bhide (1948) nakon sedam dana porasta na
hranljivim podlogama kolonije dostizu precnik od 10—12 mm. Moffett i Croft (1983)
naglasavaju da je to bakterija koja u pojedinim uslovima sporo raste i kojoj je potrebno ¢ak
7—-14 dana da razvije kolonije. Proizvodi karakteristiCan zuti pigment ksantomonadin, na
osnovu kog je ¢itav rod dobio ime, a §to u doslovnom prevodu sa grékog znaéi ,,zuta
jedinica” (xanthos = zut; monas = jedinica). Ovi pigmenti su karakteristika Citavog roda
Xanthomonas. Imaju ulogu u odrZavanju bakterije, Stite¢i ¢elije od fotooksidativnog stresa.
Biosinteza xanthomonadin — a je kodirana genomskom regijom 18.6 kbp — pig genom
(Poplawsky i sar., 1993). Mutacijom pig gena smanjuje se epifitno prezivljavanje bakterije
kao i infekcija preko hidatoda (Poplawsky i Chun, 1998). Vecina predstavnika ovog roda
proizvodi ekstracelularni kiseli heteropolisaharid xantan koji ga §titi od negativnih uticaja
spoljaSnje sredine, sprec¢avajuci dehidrataciju i povecavajuc¢i adheziju bakterijske celije za
list. Zbog visoke viskoznosti xantana, u sprovodnim sudovima biljaka dolazi do pojave
agregacija bakterijskih celija Sto prouzrokuje zacepljenje sudova, a kao posledica toga

dolazi do simptoma uvenuca (Rudolph i sar., 1987).

2. 8. Biologija patogena

Poznato je da se bakterije na povrtarskim vrstama odrZavaju na viSe nacina, a
najznacajniji izvori infekcije su zarazeno seme i sadni material (Balaz, 2005). Bakterija
Xcc je patogen koje se prenosi semenom (Cook i sar., 1952; Vicente i sar., 2001; Taylor i
sar., 2002), a odrzava u zemljistu nezavisno od domacina (Schaad i White, 1974b), u
biljnim ostacima i korovskim vrstama iz porodice kupusnjaca (Walker, 1953; Schaad and

Alvarez, 1993).
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Pocetni inokulum sa semena je kriticni faktor koji odreduje intenzitet zaraze (Roberts 1
sar., 1999). Jedno zarazeno seme na 10.000 semena predstavlja potencijalnu opasnost za
nastanak i Sirenje infekcije u povoljnim uslovima spoljasnje sredine. Zbog toga je potrebna
nulta tolerancija u kontroli semena na prisustvo patogena. Procenat zarazenog semena je
relativno mali (< 0,1%) i retko prelazi 1%, dok do intenzivnije pojave simptoma u polju
dolazi usled zaraze semena u opsegu od 0,01% do 0,03% (Schaad i sar., 1980). Patogen se
odrzava na povrSini semena (semeni omota¢) i u unutrasnosti (endosperm). Infekcija
cvetova na maticnim biljakama moze dovesti do nastanka velike koliine zarazenog
semena (van der Wolf i sar., 2013). Ako je zarazena ljuska (siliqua), bakterija Cesto
penetrira kroz zid ljuske do semena ili se kre¢e vaskularnim sistemom biljke i vrsi zarazu
semena (Walker, 1952; Cook i sar., 1952). Sistemi¢no zarazene biljke propadaju pre
sazrevanja semena (Ignatov, 2006). Zarazeno seme ne ispoljava vizuelne simptome, ali se
ponekad moze javiti diskretna promena boje i smanjena klijavost (Shekhawat i sar., 1982;

Shiomi, 1991). Prema Clayton (1925), Xcc na semenu moze da prezivi do tri godine.

U istrazivanjima Schaad i White (1974) i Dane i Shaw (1996) utvrdeno je odrzavanje
Xcc u zemljistu, 1 to bez prisustva domacina, 40 dana tokom zimskog i 20 dana tokom
letnjeg perioda. OdrZavanje u zaraZenim biljnim ostacima je moguce do njihovog
potpunog raspada, od nekoliko meseci u tropskom klimatu pa do dve godine u suvim i
hladnim regionima (Strandberg, 1973; Schultz i Gabrielson, 1986). Iz zemljista, bakterija
moze izvrsiti infekciju zdravih biljaka kroz povrede korena (Cook i sar., 1952). Korovske
biljke iz familije kupusnja¢a mogu biti prirodno zarazene bez pojave simptoma oboljenja
(Schaad i Dianese, 1981). Prema Dane i Shaw (1996) gajene kupusnjace predstavljaju
izvor inokuluma za korove iz iste familije, dok Schaad i Thaveechia (1983) smatraju da
korov nema znacajnu ulogu u Sirenju bakterije. Raphanus raphanistrum je jedina korovska
vrsta kod koje Xcc prezivljava u filosferi 70 dana, dok kod vrste Lepidium virginicum
prezivljava 56 dana (Silva i sar., 2017). Na osnovu istraZivanja isti autori navode da korovi
u podru¢jima na kojima se crna trulez pojavljuje u znacajnijem intenzitetu, predstavljaju

vazan izvor inokuluma Xcc za gajene kupusnjace.

Bakterija se prirodnim putem $iri do 12 m od izvora infekcije (Schaad i Dianase, 1981).
Na kraca rastojanja se moZe prenositi vetrom, insektima, vodom za navodnjavanje,
aerosolima, kiSom, poljoprivrednim masinama i putem radne snage (Vicente i Holub,
2013). Uloga insekata u prenosenju Xcc gotovo da nije poznata ali se navodi da insekti

mogu imati znacajnu ulogu u Sirenju bakterije na kraca i dalja rastojanja. Shelton i Hunter
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(1985 loc. cit. po van der Wolf'i sar., 2006) su istrazivali ulogu Phylotreta cruciferae (fam.
Chrysomelidae) u prenosenju bakterije, i ukazali da ona moze u velikoj meri preneti
bakteriju sa bolesnih na zdrave biljke. Bakterije moze da prezivi do 5 dana na insektima.
Tokom ovog perioda se moze prenositi na razdaljinu i veéu od 20 km, inficirajuci biljke
kupusa na udaljenim podrucjima (van der Wolf i sar., 2006). Upotreba insekata u svrhu
oprasivanja, u slucaju infestiranih insekata, rezultuje unutrasnjom zarazom semena.
Pretpostavka je da bakterija pomocu stileta insekata dospeva unutar semena, nakon ¢ega se
u semenu $iri. Ne moze se u potpunosti tvrditi da je unutrasnja infekcija semena rezultat
kretanja i transporta putem vaskularnog sistema, nakon infekcje lista. Strogo se
preporucuje da se semenska proizvodnja kupusnjaca udalji najmanje 20 km od drugih

useva pod kupusnjacama (van der Wolf'i sar., 2006).

Klijanjem zarazenog Semena patogen zahvata vaskularno tkivo hipokotila i inficira
listove, nakon Cega se oslobodi u vidu kapljica, na rubovima listova (Alvarez, 2000). Na
ovaj nacin se zarazavaju i zdrave biljke u fazi rasada, koje se kasnije iznose na obradive
povrSine. Na polju se pojavljuju tipi¢ni simptomi rubnog Zzutila listova, medutim kod
manje zarazenih biljaka simptomi nisu uocljivi. Oni se pojavljuju kada je koncentracija
bakterija u meducelijskom prostoru oko 2.500-25.000 éelija/em? (Schultz i Gabrielson,
1986). Biranjem zaraZzenih glavica za proizvodnju izvodnica kod kupusa (cvetonosnog

stabla u drugoj godini), patogen inficira seme i time se bioloski ciklus zatvara.

Kod osetljive biljke domacina Xcc prouzrokuje sistemi¢nu zarazu, prodiru¢i kroz
prirodne otvore (najceS¢e hidatode) ili rane u vaskularni sistem biljke (Ignatov 1 sar.,
1999b). Ovo je utvrdeno pomocu tehnike imunofluorescentne i bioluminiscentne
mikroskopije, uz koriS¢enje zelenog fluorescentnog proteina, pomocu koga su posmatrane
epifitne faze Xcc na povrsini biljnih delova i naéin ostvarenja infekcije kroz prirodne
otvore lista kupusa (So i sar., 2002). Schultz i Gabrielson (1986) su utvrdili da odrzavanje
Xcc na listovima u epifitnoj fazi traje 73 dana. KiSe i no¢ne temperature ispod 6 °C

smanjuju epifitnu populaciju patogena.
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2. 9. Biohemijsko — fizioloske odlike

Bakterija Xcc ima sledee biohemijsko — fizioloSke karakteristike: aerobna je,
proizvodi katalazu i sumporvodonik, hidrolizuje skrob, eskulin i ester oleinske kiseline
(Tween 80), ne redukuje nitrate u nitrite, ne stvara oksidazu i amonijak (Arsenijevi¢, 1997,
Deivamani i Muthamilan, 2016). Vrsi digestiju proteina i produkuje indol (Lelliott i Stead,
1987; Schaad i sar., 2001).

Kiselinu proizvodi iz glukoze, galaktoze, manoze, celobioze, arabinoze (Dye and
Lelliott, 1974; Deivamani i Muthamilan, 2016). Soli raznih organskih kiselina moze

koristiti kao izvor ugljenika, 0,1% a najcesce 0,02% (Bradbury, 1986; Arsenijevi¢, 1992).

Rast bakterije je zabelezen u intervalu pH 5,0-8,0 i temperaturi 10—37 °C (Deivamani i
Muthamilan, 2016). Ispitivanjem deset izolata Xcc pri vrednostima pH 4,0; 4,5; 8,5; 1 9,0
isti autori nisu zabelezili razvoj kolonija. Optimalan pH za razvoj je 6,8 (Bandyopadhyay i
Chattopadhyay, 1986), medutim postoje vrste u okviru roda Xanthomonas tolerantne na
kisele i alkalne vrednosti pH (Singh i Verma, 1980).

2. 10. Patogene odlike

Istrazivanjem patogenih svojstava bakterija ustanovljeno je da su ona u direktnoj vezi
sa postojanjem hrp gena (hypersensitive response and pathogenicity) koji je utvrden kod
bakterija roda Xanthomons (Biittner i He, 2009; Boch i Bonas, 2010). Poredenjem na
nivou genoma otkriveno je da mogu posedovati tri tipa sekrecije: tip 1l (T2SS), tip Il
(T3SS) 11V (T4SS) od ukupno Sest poznatih.

Za transport proteina u ekstracelularni prostor odgovoran je T2SS. Ovaj sistem moze
da izluCuje enzime za razgradnju Celijskog zida biljaka, ukljucujuéi celulozu,
poligalakturonazu, ksilanazu i proteazu. Poznate su dve grupe T2SS tipa koje su
identifikovane kod Xanthomonas-a: xps i xcs. Xps grupa je prisutna kod svih Xanthomonas
genoma koji su do sada sekvencirani, ali su prisutni i u drugim rodovima. Geni xps su
povezani sa patogenoSc¢u, dok geni Xcs mogu imati i druge uloge koje nisu neophodne za
patogenost (Vicente i Holub, 2013).

TASS tip odgovoran je za sekreciju makromolekula. Gram negativne bakterije koriste
ovaj sistem za transport proteinske i DNK strukture kroz omotac u ciljanu ¢eliju (Souza i
sar., 2011). Medutim, ta¢na uloga T4SS u patogenosti Xcc ostaje nejasna (Vicente i Holub,
2013).
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Tip III sekrecije T3SS je najvazniji mehanizam patogenosti kod Xcc. Odgovoran je za
nastanak bolesti kod osetljivih biljaka, 1 moze biti uklju¢en u proces izumiranja ¢elija i
drugih odbrambenih odgovora kod rezistentnih biljaka (Vicente i Holub, 2013). Ovaj
sistem uvodi efektorske proteine u biljnu ¢eliju. Pretpostavlja se da ovi efektori imaju Citav
niz uloga unutar biljnih ¢elija, izazivaju¢i bakterijsku virulenciju i proliferaciju (Boch i
Bonas, 2010). Moguce je da efektori izlaze iz fitopatogenih bakterija preko hrp puteva
(Lindgren, 1997).

Kao i kod svih ostalih fitopatogenih bakterija i Xcc je podeljen u razlicite fizioloske
rase, u zavisnosti od reakcije diferencijalnih linija. Do sada je utvrdeno da Xcc sadrzi 11
fizioloskih rasa (Kamoun i sar., 1992; Vicente i sar., 2001; Fargier i Manceau 2007; Cruz i
sar., 2017). Prva istrazivanja o rasnom Sastavu Xcc, bazirana na interakciji izmedu Xcc i
Cetiri diferencijalna genotipa predlozena su od strane Kamoun i sar. (1992). Izolati Xcc su
inicijalno podeljeni u 5 rasa (numerisani od 0—4) u zavisnosti od reakcije razli¢itih
genotipova B. rapa i B. juncea (Ignatov i sar.,, 1998b). U daljim istrazivanjima
sprovedenim od strane Vicente i sar. (1998) dokazano je da se rasa 1 moze podeliti u 3
rase (uslovno odredeni kao la, 1b i 1lc), u zavisnosti od procenjene reakcije B. oleracea i
jednog B. carinata. U istrazivanjima Ignatov i sar. (1998) razdvajaju grupu izolata, ranije
uvrS¢enih u rasu 1 na dve rase (rasa 1 i 5) u zavisnosti od reakcije dva genotipa B.
oleracea. Na osnovu ispitivanja mnogo veée kolekcije izolata poreklom iz Evrope, Afrike i
Amerike, od strane Vicente i sar. (2001), dalja klasifikacija je revidirana u 6 rasa (1 - 6).
Rase 1, 2 i 4 su zadrzane iz klasifikacije od strane Kamoun i sar. (1992). Medutim nije
pronaden nijedan ispitivani izolat koji je odgovarao rasi 3, te je ova rasa zanemarena i nije

svrstavana u dalju klasifikaciju.

Uspostavljen je set od Sest referentnih sojeva u cilju determinacije rasa. Xcc je grupisan
u 6 rasa na osnovu postuliranog modela gen za gen (Vincente i sar., 2001; Kamoun, 1992).
Model gen za gen se koristio kako bi objasnio interakciju izmedu izolata bakterija 1
diferencijalnih genotipova. Geni koji daju otpornost na najzastupljenije rase (1 i 4)

oznadeni su kao R1 i R4.

Model dozvoljava uklju¢ivanje dodatnih parova gena ukoliko se identifikuju nove rase
1 diferencijalne linije. Model je konstruisan na nacin da odrazava poreklo alotetraploidnih
vrsta kupusnjaca (Nagaharu, 1935): R1 poreklom iz B genoma, R3 poreklom iz C i R4
poreklom iz A genoma. PredloZeni model trebalo bi da bude podrZzan genetickim 1

molekularnim podacima kako od biljke domacina tako i od patogena, kako bi bio u
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potpunosti tacan. U slu¢aju domacina, rezultat ukrStanja za nasledivanje otpornosti
pojedinih rasa ukazuje da su R1, R3 i R4 jedinstveni dominantni geni (Vicente i sar.,
2002).

Slican model gen za gen predlozen od strane He i sar. (2007), zasnovan je na interakciji
izmedu izolata Xcc i linija kupusnjaca (B. juncea, B. oleracea, B. rapa), rotkvice

(Raphanus sativus) i paprike (Capsicum annum).

Rase 1 i 4 su dominantne u svetu, ali je njihova ucestalost u usevima B.oleracea
varirala u zavisnosti od geografskog podrucja. Kako navodi Vincente (2004) rasa 1 je
ucestalija u Ujedinjenom Kraljevstvu nego rasa 4, dok je rasa 4 dominantna u Portugaliji,
severozapadnoj Spaniji (Lema i sar., 2012) kao i u nekim istoénoafrickim drzavama, kao
Sto su Tanzanija i Uganda (Mulema i sar., 2012). Rase 2 i 6 nisu bile prisutne u kolekciji
izolata iz Japana i Rusije (Ignatov i sar., 1998a). Nepal i severozapadna Spanija imaju
razli¢it diverzitet populacije XcC, koji obuhvata 5 razli¢itih diferencijalnih rasa
identifikovanih u usevima B. oleracea (Jensen i sar., 2010; Lema i sar., 2012). Mala
zastupljenost rase 3 u svetu moze biti rezultat Siroke upotrebe linija koje su rezistentne

prema ovoj rasi.

U daljim radovima Vincente 1 sar. (2006) opisuje 3 soja, kasnije potvrdenih kao rase u
okviru X. c¢. pv raphani, zasnovanoj na virulentnosti Sirokog spektra diferencijalnih
genotipova kupusnjaca (rotkvica i Seboja). Ispostavilo se da su rase 1 i 3 najceS¢e u
usevima B. oleracea, dok je rasa 2 najceSc¢a kod B. rapa. Na osnovu uvida u geneticki
diverzitet izolata koji prouzrokuju pegavost i poredenja sa reprezentativnim izolatima Xcc i

srodnih patovara, rezultati ukazuju da je X. c. pv raphani geneticki razli¢ita od Xcc.

Fargier i Manceau (2007) reklasifikovali su postojecu klasifikaciju, i vrstu X. ¢ pv.
aberrans preimenovali u rasu 7 vrste Xcc. Isti autori su uveli nove rase 8—9 u klasifikaciju
koju predlaze Vicente. Od trenutno definisanih rasa Xcc, dokazano je da su rasa 1 i 4
najvirulentnije i najrasprostranjenije u svetu (Ignatov i sar., 1998b; Vicente i sar., 2001,
Griesbach 1 sar., 2003; Vicente 2004; Griffiths i Roe 2005; Jensen 1 sar., 2010), ¢ak 1 medu
korovskim vrstama (Ignatov i sar., 2007). Rase 2, 3 i 5 su nedefinisane, a rasa 6 je
potvrdena samo na Brassica rapa (Vincente, 2004 loc.cit Lema i sar., 2012). Na osnovu
ispitivanja patogenosti kolekcije od 33 izolata od strane Cruz et al (2017) identifikovane su
rase 10 i 11 u Portugaliji. Rasni sastav u Srbiji je nepoznat, jer prema dostupnoj literaturi

istrazivanja u cilju identifikacije rasa, do sada nisu sprovedena.
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Postojanje patogenih rasa umnogome otezava oplemenjivanje biljaka. Identifikacija
rasnog sastava Xcc patogena kupusnjata na odredenoj teritoriji neophodna je, radi
uspostavljanja adekvatnih mera kontrole kod strategija oplemenjivanja na otpornost (Lema
I sar., 2012).

2. 11. Seroloske odlike

Identifikacija Xcc izolata iz blisko povezanih vrsta, nije mogu¢a samo na osnovu
morfoloskih i biohemijskih karakteristika, kao ni na osnovu patogenih testova (Franken,
1992a). Zbog ove cinjenice, u cilju preciznije identifikacije koriste se seroloske i
molekularne odlike. Primena seroloskih tehnika u determinaciji fitopatogenih bakterija
postala je aktuelna pocetkom XX veka, kada su i zapoceta proucavanja seroloskih odlika

vrsta roda Xanthomonas (Schaad, 1979).

Seroloske metode se zasnivaju na reakcijama izmedu antitela i antigena (Lelliot i
Stead, 1987). Ove metode su nasle Siru primenu u fitopatologiji, S obzirom na potrebe za
pouzdanom i brzom detekcijom patogena. Najzastupljenije seroloske metode su: metoda
aglutinacije (Agglutination test), enzimsko — imunoadsorpcioni (Enzyme Linkend
Immunosorbent Assay, ELISA) test i metoda imunofluorescencije (Immunofluorescence
test, IF) (Hampton i sar., 1993).

Upotrebu monoklonalnih i poliklonalnih antitela u rutinskoj identifikaciji Xcc izolata
navodi viSe autora (Franken, 1992b; Berg i sar., 2005; Chidamba i Benzuidehnout, 2012).
Prema Alvarez i sar. (1994) na osnovu ELISA testa postoji mogucnost detekcije zarazenih
kupusnjaca u polju, kao i infekcije semena bakterijom Xcc. Upotrebom monoklonalnih
antitela (PTA) — ELISA formalno su otkrivene serogrupe Xcc (Rabenstein i sar., 1999).
Pored prednosti, seroloSke metode ponekad imaju nedostatke. U istrazivanju Bila i sar.
(2013) od 45 izolata Xcc, dva izolata nisu reagovala sa specifiénim antitelima, koja su
kasnije identifikovana kao Xcc rasa 1. Postoji indicija da ova dva izolata Xcc mogu biti
razli¢ita $to antitela ne prepoznaju, i pri tom mogu prouzrokovati laznu negativnu reakciju.
Pored toga, opisane su unakrsne reakcije Xcc antitela sa drugim X. campestris patogenim
varijatetima (Franken, 1992b; Berg i sar., 2005). Franken (1992a) je zakljucio da se
konacna identifikacija ne moze vrSiti samo na ELISA testovima, ve¢ bi je trebalo dopuniti

i ostalim testovima.
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2. 12. Molekularne odlike

Izucavanje molekulanih odlika primenom metode lancane reakcije polimeraze (PCR)
se smatra rutinskom tehnikom i preporucuje se u vecini protokola za detekciju i
identifikaciju razvijenih od strane Evropske unije i Evropske i mediteranske organizacije
za zastitu bilja (EPPO) (Palacio-Bielsa i sar., 2009). Molekularne metode, zasnovane na
hibridizaciji ili amplifikaciji DNK, omogucile su bolju specifi¢nost i osetljivost dijagnoze
bolesti prouzrokovane Xanthomonas vrstama (Proki¢, 2014). Prisustvo hrp gena je
presudno za interakciju izmedu bakterije 1 biljke domacina, Sto prouzrokuje pojavu
oboljenja kod osetljivin genotipova ili hipersenzitivnu reakciju kod otpornih (Walton,
1997).

Ova grupa gena je uglavnom prisutna u fitopatogenim bakterijama, jer kodiraju sisteme
za sekreciju tipa Il (Hueck, 1998). Prema navodima Bonas i sar. (1991) hrp geni su
visoko konzervativni unutar roda. Unutar pomenute grupe gena, hrpF je jedan od manje
konzervativnih. Gen hrpF je potvrden kod X. axonopodis pv. vesicatoria, a njegova uloga
je vezana za efektorne proteine koji ucestvuju u interakciji bakterije 1 biljke domacina
(Rossier i sar., 2000; Bdttner i sar., 2002). Kod Xcc hrp Kklaster se sastoji od 26 gena koji
su izmedu hpa2 i hrpF (da Silva i sar.,, 2002). HrpF protein moze igrati ulogu u
odredivanju specifi¢nosti domacina patogenih Xanthomonas vrsta, a ukupna duzina hrpF

gena kod Xcc iznosi 276 kb (Berg i sar., 2005).

Pojedini autori izdvajaju Zur gen koji reguliSe unos cinka, kao gen od suStinskog
znacaja za virulenciju Xcc i zbog toga ga smatraju specifiénim za detekciju bakterije (Tang
1 sar., 2005; Eichmeier i sar., 2015). Postoji veca verovatnoca osetljivosti detekcije Zur
sekvenci kada se porede sa predhodnim metodama zasnovanim na detekciji gena Kkoji
pripadaju hrp grupi (Huang i sar., 2009). Eichmeier i sar. (2019) navode da sistem koji je
dizajnirao Berg i sar. (2006) ne radi sa visokom osetljivos¢u za detekciju Xcc, jer otkriva i
niz drugih organizama koji se mogu pojaviti u uzorcima. Zbog toga je multipleks PCR

zasnovan na detekciji hrpF i Zur gena pouzdaniji u odnosu na otkrivanje jednog gena.

U proucavanje bakterijske filogenije i taksonomije koristi se 16S rRNA sekvenca gena,
koja predstavlja najcesce koriS¢eni deo genoma iz viSe razloga. Pre svega, prisutna je u
gotovo svim poznatim bakterijama (Roohie i Umesha. 2012), funkcionisanje gena 16S
rRNA tokom vremena se nije promenilo i gen od 1500bp je dovoljno velik da bude

informativan za pomenutu svrhu (Patel, 2001). Pored visoko ocuvanih delova, 16S rRNA
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sekvence gena sadrze hiper promenljive regione koji mogu da daju tipi¢ne sekvencije
specificne za vrstu, @ mogu se Koristiti za identifikaciju bakterije. Kao rezultat toga,
sekvenciranje gena 16S rRNA postalo je preovladujué¢e u medicinskoj mikrobiologiji, kao
brza i tacna alternativa fenotipskim metodama identifikacije bakterija. Iako se prvobitno
koristila za identifikaciju bakterija, otkriveno je da na osnovu sekvence 16S moguce
uraditi reklasifikaciju bakterija u potpuno nove vrste, ili ¢ak rodove. Takode, ona sadrzi
promenljive regione koje se mogu koristiti za razlikovanje bakterija razli¢itih rodova i

vrsta (Roohie i Umesha. 2012).

2. 13. Suzbijanje

Kontrola bakterijskih oboljenja, predstavlja ozbiljan izazov usled nedostatka efikasnih
baktericida, visoke varijabilnosti patogena, naglog povecanja populacije bakterija u
povoljnim uslovima sredine, visoke stope mutacija §to dovodi do brzog razvoja
rezistentnosti, i visoke stope mutacija koje bakterijama omogucavaju prevazilazenje
genetske otpornosti biljaka (Civerolo, 1982; Balogh i sar., 2010). Jedan od razloga
ograni¢ene proizvodnje povrca su znacajni ekonomski gubici prouzrokovani fitopatogenim
bakterijama (Khaliluev i Shpakovski, 2013). Zbog svega navedenog, kontrola Xcc se
zasniva prevashodno na preventivnim merama. Suzbijanje prouzrokovaca crne trulezi
ukljucuje upotrebu otpornih genotipova, seme bez prisustva patogena, plodored sa biljnim
vrstama koje ne pripadaju istoj familiji, uklanjanje Zetvenih ostataka kupusnjaca sa parcela
I mere hemijske kontrole (Trench i sar., 1992; Mishra i Arora, 2012; Vicente i Holub,
2013).

Gajenje genotipova otpornih na prouzrokovaca crne trulezi je dugo bila vazna mere
kontrole oboljenja, ali je sa prakticnog aspekta imala ogranic¢en uspeh (Taylor i sar., 2002),
usled postojanja veceg broja rasa, Cija je geografska distribucija raznolika. Neki izvori
ukazuju da je za otpornost odgovoran jedan dominantni gen (Bain, 1955; Bubeck i sar.,
1993; Tsuji i sar., 1991), dok su drugi autori prikazali model u kome je otpornost odredena
sa vise gena (Sharma i sar., 1972; Williams i sar., 1972). Temperature imaju uticaj na
brzinu indukcije otpornosti; temperature od 20 do 24 °C su povoljne za rast i razvoj
kupusnjaca, a nepovoljne za razvoj bakterija i one promovisu brzu indukciju otpora (Staub
i Williams, 1972). Sa druge strane temperature, izmedu 30 i 32 °C, koje su optimalne za
rast bakterija, daleko su iznad temperatura povoljnih za rast kupusnjaca i usporice

stvaranje otpornosti.
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S obzirom da se patogen prenosi semenom i odrzava na njemu (Lazarev, 2017),
dezinfekcija je neophodna mera. Za unutra$nje (endogene) infekcije preporucuje se
tretman toplom vodom 122 °F (50 °C) 25 min (Preporuka IPM Univerziteta u Konektikatu,
Boucher i Nixon, 2004-2005 loc. cit. Balaz, 2005; Mandiriza i sar., 2018) i
natrijumhipohloritom (NaOCI) u kombinaciji sa streptomicinom (Wukasch, 1997). Za
tretman semena se jos koristi: vodonik peroksid, zakiseljeni bakar acetat ili cinkov sulfat i
pojedini antibiotici (Miller i sar., 1996; Vicente i Holub, 2013;). Trenutno, nijedan
baktericid nije registrovan za upotrebu kod tretmana semena za kontrolu bakterijskih
patogena kao Sto je Xcc (Mandiriza i sar., 2018). Fungicidi na bazi bakra se u nekim
slu¢ajevima koriste za kontrolu takvih patogena (Pacific Northvest Ektension, 2015), ali su
relativno neefikasni (Lenka i Ram, 1997; Mikicinski i sar., 2012). U nekim zemljama se
koriste oksitetraciklin i gentamicin za suzbijanje Xanthomonas spp. na povrtarskim
vrstama, ali u nasoj zemlji primena antibiotika nije dozvoljena (Obradovi¢ i Ivanovic,
2007), odnosno zakonom je zabranjena. Kako nijedna od pomenutih mera nije ispoljila
zadovoljavajuci efekat, ili je zabranjena, razvila su se istrazivanja o antibakterijskom
uticaju raznih biljnih ekstrakata na patovare roda Xanthomonas (Satish i sar., 1999;
Popovi¢ i sar., 2018). Kako je predhodno navedeno, da je Xcc patogen semena, biljni
ekstrakti bi mogli imati ulogu u upotrebi kao sredstvo za tretman semena, medutim

zastupljenost u proizvodnji je veoma mala.

Vazan segment u merama suzbijanja je agrotehnika. Zbog cCinjenice da se patogen
moze odrzavati u zemljistu, preporuka je rotacija useva u vremenu od Cetiri godine, sve
dok se ostaci kupusnjaca ne razloze u zemljiStu (Smart i Lange, 2010). Ako je moguce
ostatke kupusnjaca treba ukoniti, ili duboko zaorati (McGrath, 1994). Sistemi za
navodnjavanje koji kvase listove i glavice biljaka, omogucéavaju razvoj bakterije, pa stoga
promena nacina navodnjavanja na sisteme koji vodu dovode blizu zone korena moZe
ograniCiti Sirenje oboljenja (Roberts i sar., 2007). Treba izbegavati rad u polju kada su
biljke vlazne, i obavezno je ¢iséenje, pranje alata i mehanizacije prilkom prelaska na nova
polja (McGrath, 1994).

Bakteriofagi, kao bioloski na¢in suzbijanja, prvi put se dovode u vezu sa fitopatogenim
bakterijama 1924 god., kada su Mallman i Hemstreet (1924) utvrdili da filtrat raspadnutog
tkiva kupusa, inhibira rast ,,organizma sa kupusa” — bakteriju Xcc u in vitro ogledima. Dve
godine kasnije Moore (1926) predlaze upotrebu bakteriofaga kao sredstva za kontrolu

bolesti.
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Bakteriofagi su uspesno koris¢eni za prevenciju trulezi krtola krompira prouzrokovane
bakterijom Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Kotila i Coons, 1925) i za tretman
semena za prevenciju Stjuartovog uvenuca kukuruza koje prouzrokuje Pantoea stewartii
(Thomas, 1935). Intenzivnija primena bakteriofaga pocinje od 1990. godine, i Koristi se
kao efikasna mera u kontroli brojnih fitopatogenih bakterija iz slede¢ih rodova
Xanthomonas (Balogh i sar., 2010); Pseudomonas (Munsch i Olivier, 1995), Erwinia
(Schnabel i sar., 1999; Ravensdale i sar., 2007), Ralstonia (bakterijska uvelost duvana) i
Streptomyces (McKenna i sar., 2001). U istrazivanju De Silva i sar. (2019) izolovali su nov
virus iz porodice Pbunavirus i nazvali ga ,,Xanthomonas virus XC 2”. Izolovani virus
inficira samo Xcc izolate, $to ukazuje na visoku specifi¢nost i omogucuje upotrebu u

bioloskoj kontroli.

Broj efikasnih hemijskih supstanci u suzbijanju bakterijskih oboljenja je veoma
ograni¢en. Najefikasniji baktericidi su jedinjenja bakra, ali i biopesticidi koji poslednjih
godina imaju sve vefu primenu u kontroli fitopatogenih bakterija (Agrios, 2005;
Alabouvette i sar., 2006). Assis i sar. (1996) su istrazivali antagonizam 32 epifitna izolata
Bacillus spp. sa kupusa, kelja i rotkvice, od kojih je 13 smanjilo 100% ucestalost crne
trulezi na kelju u uslovima staklene baste. U poljskim eksperimentima ucestalost crne
trulezi na kupusu je smanjena za 48—78% primenom istih 13 izolata Bacillus spp. (Assis i
sar., 1997). Predstavnici roda Bacillus spp. su ukljuceni u kontrolu biljnih bolesti preko
razli¢itih mehanizama delovanja kakvi su kompeticija za hranu i prostor, indukcija
sistemi¢ne otpornosti, proizvodnja antibiotika (Monteiro i sar., 2005). Medu poznatim
predstavnicima pomenutog roda, izdvaja se B. subtilis, koji produkuje brojne antibiotike
(bacilisin i fengimicin, dificidin i oxidificidin, bacitracin, bacilin i balilomicin b i iturin)
koji deluju na mnoge vrste aerobnih i anaerobnih bakterija (Grahovac i sar., 2009).
Produkti metabolizma, lipopeptidi, deluju na razlic¢ite komponente Ccelijskog zida,
spreCavajuéi prijanjanje patogena na biljne organe, dok enzim subtilin ometa razvoj
patogena (Kloko¢ar — Smit i sar., 2003). Medutim, proizvodnja toksina koja usporava rast
patogena — mehanizam antibioze, je jedan od najvaznijih mehanizama (Thomashow i
Weller, 1996).

Studije u Keniji i Tanzaniji pokazale su da jedinjenja bakra mogu da smanje intenzitet
crne trulezi ako se tretman vrsi U intervalima od jedne do dve nedelje (Onsando, 1988;
Massomo, 2002). Balaz (1991) izdvaja bakar — hidroksid kao najefikasnije jedinjenje medu

bakarnim preparatima kod suzbijanja bakterioza.

22



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Pregled literature

U istrazivanju Vlaji¢ i sar. (2016) najbolja efikasnost u kontroli Xcc je zabeleZena kod
kombinacije bakar — hidroksida i etilenbis — ditiokarbamata. Na efikasnost ove
kombinacije ukazuju i drugi autori, koji navode da se dodavanjem mankozeba u bakarne
preparate poboljSava efikasnost (Marco i Stall, 1983), dok istrazivanja Todorovi¢ i sar.
(2006) ukazuju da kombinovanje bakarnih jedinjenja sa ditiokarbamatima ne povecava
znaCajno efikasnost. Isti autori navode da je kombinacija opravdana u cilju smanjenja
rezistentnosti bakterija na bakarne preparate. Zbog razvoja rezistentnih sojeva, primena
bakarnih jedinjena ima ogranicenu efikasnost (Adaskaveg i Hine, 1985). Istrazivanje u
Trinidadu je pokazalo da usled viSe ponavljanja tretmana bakrom, Xcc postaje sve manje

osetljiv na ovo jedinjenje i na kraju razvija otpornost (Lugo i sar., 2013).

23



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Ciljevi istraZivanja

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja disertacije, uzimajuci u obzir dosadasnja saznanja, bili su:

Y

Detekcija i identifikacija prouzrokovaca crne trulezi na kupusnjac¢ama u R. Srbiji

Y

Utvrdivanje vremena pojave simptoma crne trulezi kupusnjaca i optimalnih uslova
za razvoj infekcije.

Utvrdivanje moguc¢nosti odrzavanja XcC u/na semenu kupusnjaca.

Ispitivanje prisustva i fluktuacije Xcc u zemljistu.

Definisanje metoda klasi¢ne, seroloSke i molekularne identifikacije izolata Xcc.

Izolacija bakteriofaga i definisanje osetljivost izolata Xcc na iste.

vV V V V V

Utvrdivanje osetljivosti izolata Xcc na razli¢ite oblike bakarnih jedinjenja (sulfatni,

oksihloridni, hidroksilni).

» Definisanje baktericida efikasnih u suzbijanju Xcc u poljskim uslovima na

osetljivom domacdinu.

24



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Radna hipoteza

4. RADNA HIPOTEZA

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da bakterija XcC na kupusnjac¢ama prouzrokuje znacajno
smanjenje prinosa, kvaliteta i trziSne vrednosti. Uzimajuéi navedeno u obzir, postavljene

su radne hipoteze:

» Pretpostavlja se da je prouzrokovac crne trulezi kupusnjaca u naSim uslovima

bakterija Xanthomonas campestris pv. campestris.
» Pretpostavlja se da bakterija zarazava seme na/u kome se moze odrzavati.
» Zemljiste je znacajno u odrzavanju bakterije XcC u nasim agroekoloskim uslovima.

» Konvencionalne, seroloske 1 molekularne metode identifikacije imaju
zadovoljavajucu specificnost u identifikaciji izolata do nivoa vrste i patogenog

varijeteta, Xcc.

» Pretpostavlja se da ¢e izolovani bakteriofagi iz zemljista blizu domacina bakterije;

biti specifi¢ni za Xcc

» Ocekuje se razlicita osetljivost izolata na ispitivane oblike bakra u in vitro

uslovima.

» Ispitivanjem baktericida u polju, ocekuje se najveca efikasnost bakar — hidroksida u

kombinaciji sa etilen — bis — ditiokarbamatima (mankozeb) i fosetil — Al.
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5. EKOLOSKI USLOVI

Ekoloski uslovi predstavljaju veoma bitne Cinioce uspesne biljne proizvodnje, ali i
znacCajne faktore koji omogucavaju infekciju biljaka i razvoj oboljenja. S obzirom da je
deo ogleda u ovom istrazivanju izveden u poljskim uslovima i da je meren prinos kupusa,
u ovom poglavlju dat je pregled zemljisnih i klimatskih uslova sa komentarima u odnosu
na bioloske zahteve gajene biljke i patogena. Padavine nisu predstavljale ograni¢avajuci

faktor, imajuéi u vidu da je ogled bio u sistemu navodnjavanja vestackom kiSom.

5. 1. Zemljisni uslovi

Kupus se gaji na zemljistima dobre plodnosti, sa povoljnim osobinama vodno —
vazdu$nog rezima. Za uspe$nu proizvodnju, pogoduju mu zemljista neutralne do slabo
kisele reakcije (pH 5,5-6,5/6,5-7,5) (Cervenski i Takac, 2012). Ogled sa vestackom
inokulacijom kupusa sa Xcc postavljen je (2014, 2015 i 2016. godine) u Institutu za
ratarstvo 1 povrtarstvo Novi Sad, ogledno polje Rimski Sancevi, na zemljiStu tipa
karbonatni ¢ernozem. Prema hemijskim osobinama, navedeno zemljiste je slabo alkalno,
slabo karbonatno (1,68% CaCO3) sa nizim sadrzajem humusa (2,87%), i sa niskim
sadrzajem ukupnog azota (0,123%). Obezbedenost zemljista fosforom je optimalna (18,9
mg/100 g zemljiSta), dok je obezbedenost kalijumom visoka (26,4 mg/100 g zemljista)
(Tab. 3). S obzirom da prinos nije belezen na lokalitetu Futog gde je postavljen ogled,

hemijska svojstva zemljiSta za ovaj lokalitet nisu prikazana.

Tab. 3: Hemijska svojstva zemljista (R. Sancevi parcela T 29/3, 2014. godine)

Dubi pH CaCO3; Humus Ukupan mg/100g zemljista
ubina

u H,O u KCI % % N % A|-P205 Al-KzO
0-30cm 8,23 7,43 1,68 2,87 0,123 18,9 26,4
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5. 2. Klimatski uslovi

Kupus je povrtarska vrsta kojoj pogoduju hladnija i vlaznija podru¢ja gajenja.
Optimalne temperature za rast i razvoj su izmedu 15 1 18 °C, a pri temperaturi preko 25 °C
se usporava rast i obrazovanje glavice (Cervenski i Takag, 2012). Pripada biljnim vrstama
koje imaju visoke zahteve za vodom. Najveca potreba za vodom je u fazi rasadivanja,

intenzivnog rasta listova rozete i obrazovanja glavice (Karagi¢, 1998).

U nas$im klimatskim uslovima navodnjavanje predstavlja jednu od neophodnih
agrotehnickih mera u gajenju kupusa. Broj navodnjavanja kupusa zavisi od viSe ekoloskih
faktora, pre svega od rasporeda i koli¢ine padavina. Usled nedostatka vode, u fazi
intenzivnog razvoja, ubrzava se razgradnja skroba do prostih Secera i belancevina do
aminokiselina, §to utie na smanjenje prinosa a samim tim i pogorSanje kvaliteta

(Cervenski i Medi¢ — Pap, 2018).

Bakteriji Xcc odgovara toplo i vlazno vreme. Prema istrazivanjima Carrijo i Régo
(2000) temperaturni opseg u kojem se patogen pojavljuje varira od 5-36 °C. Infekcija u
polju se ostvaruje pri temperaturama 20—24 °C, a do pojave prvih simptoma dolazi pri
viSim temperaturama, 24-27 °C (Machaba, 1998). Prema navodima Ignatov (2006)
optimalna temperatura za razvoj patogena je 24—30 °C. Pri takvim uslovima, simptomi se
pojavljuju 7-14 dana nakon infekcije, u zavisnosti od osetljivosti biljke i agresivnosti

patogenog soja.

Podaci o srednjim dnevnim temperaturama (dekadno predstavljeni) i dekadnim
padavinama za period avgust — novembar, u intervalu 2014—2016. god., prikazani su
pomoc¢u Walter dijagrama (Graf. 1, 2, 3). Preuzeti su sa meteroloske stanice Rimski

Sancevi (http://www.hidmet.gov.rs).

Prose¢na vrednost za temperaturu vazduha i sumu padavina u toku vegetacione sezone
tokom 2014. godine iznosila je 15,07 °C i 232,3 mm. NajviSa prose¢na temperatura od
22,1 °C zabelezena je tokom prve dekade avgusta meseca, dok je najniza 3,5 °C zabeleZena
tokom trec¢e dekade novembra. Najve¢a suma padavina je zebeleZena tokom septembra —

84,3 mm, dok je najmanja zabelezena iznosila 5,2 mm, tokom novembra (Graf. 1).
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Graf. 1: Walter—ov klima dijagram agro — ekoloskih uslova za vegetacioni period avgust —

novembar 2014. god. na lokalitetu Rimski $ancevi

Tokom vegetacione sezone 2015. godine, prose¢na vrednost za temperaturu vazduha i

sumu padavina iznosila je 15,6 °C 1 283 mm. NajviSa prosecna temperatura od 26,3 °C

zabelezena je tokom prve dekade avgusta meseca, dok je najniza 4,1 °C zabeleZena tokom

treCe dekade novembra. Najveca suma padavina je zebeleZena tokom avgusta meseca —

99,7 mm, dok je najmanja zabelezena iznosila 52,6 mm, tokom septembra (Graf. 2).
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Graf. 2: Walter—ov klima dijagram agro — ekoloskih uslova za vegetacioni period avgust —

novembar 2015. god. na lokalitetu Rimski Sancevi
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Vegetacionu sezonu 2016. godine karakterisale su prosecne vrednosti za temperaturu
vazduha od 14 °C dok je suma padavina iznosila 231,4 mm. NajviSa prosecna temperatura
vazduha od 21,9 °C zabeleZena je tokom prve dekade avgusta meseca, dok je najniza — 5,4
°C zabelezena tokom tre¢e dekade novembra. Najveca suma padavina je zebelezena tokom

oktobra 84,8 mm dok je najmanja zabeleZena iznosila 33,7 mm tokom septembra (Graf. 3).
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Graf. 3: Walter—ov klima dijagram agro — ekoloskih uslova za vegetacioni period avgust —

novembar 2016. god. na lokalitetu Rimski Sancevi
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6. MATERIJAL | METODE RADA

Eksperimenti predvideni prijavom teme za izradu ove disertacije izvedeni su u
laboratorijskim uslovima (Laboratorija za fitopatologiju, Univerzitet u Novom Sadu,
Poljoprivredni fakultet) i poljskim uslovima (Rimski Sancevi — Ogledno polje Odeljenja za
povrtarstvo, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad i Futog — poljoprivredni
proizvodaci) tokom 2014, 2015, 2016. i 2017. godine.

6. 1. Lokaliteti i na¢in uzorkovanja

Sakupljanje obolelih listova kupusnjaca sa simptomima bakterioza, uzoraka semena i
zemljista je vrSeno u periodu 2014-2017. godine. Listovi sa karakteristi¢cnim simptomima
rubne hloroze, crnila sprovodnih sudova, su prikupljeni u papirne kese i u ruénom frizideru
transportovani u laboratoriju u kojoj je vrSena izolacija u roku od 48 sati. Uzorci su
prikupljeni sa 23 lokaliteta na teritoriji R. Srbije (Kovilj, Rumenka, Rimski $ancevi, Futog,
Jasenovo, Despotovo, Golubinci, Kuzmin, Indija, Voganj, Veternik, Zmajevo, Zvecka,
Muzlja, Tabanovi¢i, Aleksinac, Sokobanja, Sajka§, Pirot, Nis, Leskovac, Mrcajevci,
Begec) jednog lokaliteta sa teritorije Federacije Bosne i Hercegovine (VrSani) i sa jednog
lokaliteta sa teritorije R. Hrvatske (Erdut). Uzorak je ¢inio jedan list (kupus, karfiol,
brokoli, kelj, uljana repica) po biljci, sa tipiénim simptomima bakterioze i glavica (kupus)
sa simptomima crne trulezi. Tokom 2014. godine uzorci listova i glavica su prikupljeni sa
Cetiri lokaliteta, po pet uzoraka kupusa (sorte Futoski) i dva uzorka karfiola (sorte Snezna

grudva i lokalna populacija) (Tab. 4).

Tab. 4: Podaci o biljnim vrstama, sorti/hibridu, vremenu uzorkovanja u 2014. godini

Sifra Biljna Povrsina  Datum

R. br. uzorka vrsta Sorta/Hibrid  Lokalitet (ha) izolacije
1. KS-1 Kupus Futoski Rumenka 0,75 16.07.
2. KS-2 Kupus Futoski R. Sancevi 0,5 18.07.
3. KS-3 Kupus Futoski Futog 1,0 19.08.
4. KS-4 Kupus Futoski Kovilj 0,4 27.08.
5. KS-5 Kupus Futoski Kovilj 0,4 11.00.
6. KL-1 Karfiol ~ SneZna grudva Kovilj 0,1 11.09.
7. KL-2 Karfiol Genotip* Despotovo 0,75 23.09.

*Pod genotipom se podrazumeva nepoznati taksonomski rang izmedu podvrste i forme
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U 2015. godini sakupljeni su uzorci listova i glavica sa devet lokaliteta. Od biljnih vrsta
najzastupljeniji je bio kupus sa 24 uzorka (sorte Futoski, Orion i lokalne populacije),

karfiol 6 uzoraka (lokalne populacije), brokoli 1 uzorak (lokalna populacija) (Tab. 5).

Tab. 5: Podaci o biljnim vrstama, sorti/hibridu, vremenu uzorkovanja u 2015. godini

R.br, Sifra  Bilina o, o ibrid  Lokalitet YoYrSina - Datum
uzorka vrsta (ha) izolacije

1. KS-6 Kupus Futoski R. Sancevi 0,75 29.08.
2. KS-7 Kupus Futoski R. Sancevi 0,75 29.08.
3. KS-8 Kupus Futoski R. Sancevi 0,75 29.08.
4, KS-9 Kupus Futoski R. Sancevi 0,75 29.08.
5. KS-10  Kupus Genotip* Jasenovo 0,5 06.09.
6. KS-11  Kupus Genotip* Jasenovo 0,5 06.09.
7. KL-3  Karfiol Genotip* Jasenovo 0,3 06.00.
8. BL-1  Brokoli Genotip* Jasenovo 0,3 06.09.
9. KS-12  Kupus Genotip Jasenovo 0,5 06.09.
10. KS-13  Kupus Futoski Rumenka 1,0 08.10.
11. KS-14  Kupus Futoski Rumenka 1,0 08.10.
12. KS-15  Kupus Orion R. Sancevi Rasad 12.10.
13. KS-16  Kupus Orion R. Sancevi Rasad 12.10.
14. KS-17  Kupus Futoski Futog 0,2 26.10.
15. KS-18  Kupus Futoski Futog 0,2 26.10.
16. KS-19  Kupus Futoski Futog 0,2 26.10.
17. KL-4  Karfiol Genotip* Futog 0,1 29.10.
18. KL-5 Karfiol Genotip* Futog 0,1 29.10.
19. KS-20 Kupus Futoski Mrcajevei 0,2 29.10.
20. KS-21  Kupus Futoski Mrcajevcei 0,5 29.10.
21. KS-22  Kupus Futoski Despotovo 0,5 29.10.
22. KL-6  Karfiol Genotip* Despotovo 0,5 29.10.
23. KL-7  Karfiol Genotip* Despotovo 0,5 29.10.
24, KL-8  Karfiol Genotip* Despotovo 0,5 29.10.
25. KS-23  Kupus Orion Despotovo 0,4 29.10.
26. KS-24  Kupus Futoski Golubinci 1,5 06.11.
27. KS-25  Kupus Futoski Kuzmin 0,75 12.11.
28. KS-26  Kupus Futoski Kuzmin 0,75 12.11.
29. KS-27  Kupus Futoski Indija 0,75 12.11.
30. KS-28  Kupus Futoski Indija 0,75 12.11.
31. KS-29  Kupus Futoski \/oganj 0,75 12.11.

*Pod genotipom se podrazumeva nepoznati taksonomski rang izmedu podvrste i forme

Sakupljanje uzoraka tokom 2016. god. vrSeno je na 16 lokaliteta sa 5 biljnih vrsta, od
kojih je najzastupljeniji kupus sa 28 uzoraka (sorte Futoski, hibridi Bravo F1 1 Fuego FI,
lokalne populacije), karfiol 3 uzorka (hibridi Ferrare F1, Barcelona F1, lokalna
populacija), uljana repica 3 uzorka (sorte Slavica) i po jedna uzorak brokolija (hibrid
Naxos F1) i kelja (hibrid Jade F1) (Tab. 6).
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Tab. 6: Podaci o biljnim vrstama, sorti/hibridu, vremenu uzorkovanja u 2016. godini

Sifra Biljna Sorta/ . PovrSina Datum
R.br. uzorka  vrsta Hibrid Lokalitet (ha) izolacije
1. UR-1  U.repica Slavica R. sancevi 0,25 19.04.
2. UR-2  U. repica Slavica R. Sancevi 0,25 19.04.
3. UR-3  U.repica Slavica R. Sancevi 0,25 20.05.
4. KS-30 Kupus Futoski Veternik 1,0 22.07.
5. KS-31 Kupus Futoski Futog Rasad 22.07.
6. KS-32 Kupus Futoski Futog 0,5 22.07.
7. KS-33 Kupus Futoski Futog 1,0 22.07.
8. KS-34 Kupus Futoski Zmajevo 0,3 23.08.
9. KS-35 Kupus Futoski Zmajevo 0,5 23.08.
10. KS-36 Kupus Futoski Zmajevo 0,2 23.08.
11. BL-2 Brokoli Naxos F1 Zvecka 0,3 25.08.
12. KL-9 Karfiol Ferrare F1 Muzja 0,5 25.08.
13.  KS-37 Kupus Bravo F1 Muzja 1,0 25.08.
14, KL-9 Karfiol  Barcelona F1 Zvecka 0,5 25.08.
15. KS-38 Kupus Fuego F1 Tabanovi¢ 0,5 25.08.
16. KLJ-1 Kelj Jade F1 Tabanovié 0,75 25.08.
17. KS-39 Kupus Genotip* Aleksinac 0,1 10.09.
18. KS-40 Kupus Genotip* Aleksinac 0,4 10.09.
19. KS-41 Kupus Genotip* Sokobanja 0,2 10.09.
20. KS-42 Kupus Genotip* Sokobanja 0,1 10.09.
21. KS-43 Kupus Genotip* Vrsani 0,1 21.10.
22. KS-44 Kupus Genotip* Vrsani 0,1 21.10.
23. KS-45 Kupus Futoski Futog 0,75 24.10.
24. KL-10 Karfiol Genotip* Futog 0,2 24.10.
25. KS-46 Kupus Genotip* Futog 0,4 24.10.
26. KS-47 Kupus Futoski Kovilj 1,0 02.11.
27. KS-48  Kupus Futoski Sajkas 0,7 02.11.
28. KS-49 Kupus Genotip* Kovilj 0,3 04.11.
29. KS-50 Kupus Genotip* Kovilj 0,3 04.11.
30. KS-51 Kupus Genotip* Pirot 0,2 04.11.
31. KS-52 Kupus Genotip* Pirot 0,1 04.11.
32. KS-53 Kupus Genotip* Nis 0,75 07.11.
33. KS-54 Kupus Genotip* Nis 0,1 07.11.
34. KS-55 Kupus Genotip* Leskovac 0,75 07.11.
35.  KS-56 Kupus Genotip* Leskovac 0,75 07.11.
36. KS-57 Kupus Futoski Bege¢ 0,75 14.11.
37. KS-58 Kupus Futoski Bege¢ 1,2 14.11.

*Pod genotipom se podrazumeva nepoznati taksonomski rang izmedu podvrste 1 forme
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Tokom 2017. godine uzorci su prikupljeni sa 4 lokaliteta, 4 uzorka kupusa (sorte

Futoski i Varazdinski) 1 3 uzorka karfiola (lokalne populacije) (Tab. 7).

Tab. 7: Podaci o biljnim vrstama, sorti/hibridu, vremenu uzorkovanja u 2017. godini

R.pr. Oifra  Bilina o o iibrid  Lokalitet FTOYfSima  Datum
uzorka vrsta (ha) izolacije
1. KS-59  Kupus Futoski Futog 1,0 14.09.
2. KL-12 Karfiol Genotip* Kovilj 0,75 16.10.
3. KL-13 Karfiol Genotip* Despotovo 0,5 19.10.
4. KL-14 Karfiol Genotip* Despotovo 0,75 19.10.
5. KS-60  Kupus Futoski Kovilj 15 01.11.
6. KS-61 Kupus  Varazdinski Erdut 0,1 27.10.
7. KS-62 Kupus Varazdinski Erdut 0,1 27.10.

*Pod genotipom se podrazumeva nepoznati taksonomski rang izmedu podvrste i forme

Sakupljanje uzoraka sertifikovanog i naturalnog semena je vrSeno u periodu od tri
godine (2015-2017). Uzorci naturalnog semena su poreklom sa dva lokaliteta (Futog i
Despotovo), dok su deklarisani uzorci sakupljeni po poljoprivrednim apotekama. Tokom
2015. godine, sakupljeno je osam uzoraka semena; Sest uzoraka naturalnog i dva uzorka

sertifikovanog semena (Tab. 8).

Tab. 8: Uzorci sertifikovanog i naturalnog semena sakupljeni u 2015. godini

Red. Sifra  Datum Biljna Naéin Mesto
. " . . Poreklo .
br. uzorka izolacije vrsta proizvodnje* uzorkovanja
1. S-1 08.06. Kupus N Domacinstvo Futog
2. S-2 08.06. Kupus N Domacinstvo Futog
3. S-3 08.06. Kupus N Domacinstvo Futog
4. S-4 08.06. Kupus N Domacinstvo Futog
5. S-5 08.06. Kupus N Domacinstvo Futog
6. S-6 24.06. Kupus N Domacdinstvo ~ Despotovo
7. ST 29.06. Kupus S Poljoprivredna i sag
apoteka
8. S8 14.07. Kupus S Poljoprivredna i sag
apoteka

*S - sertifikovano seme: seme proizvedeno od semena poznatog geneti¢kog porekla i geneticke Cistoée Cija
je proizvodnja kontrolisana; N - naturalno seme: nedoradeno i nedeklarisano seme (kategorizovano na
osnovu Zakona o semenu ,,Sl. glasnik RS* br. 45/2005)

U 2016. godini sakupljeno je sedam uzoraka semena i to Cetiri uzorka sertifikovanog 1

tri uzorka naturalnog semena (Tab. 9).
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Tab. 9: Uzorci sertifikovanog i naturalnog semena sakupljeni u 2016. godini

Red.  Sifra Datum Biljna Naéin Mesto
. - . . Poreklo .
br. uzorka izolacije vrsta proizvodnje* uzorkovanja
1. S99 0504  Kupus S Poljoprivredna 04 5
apoteka
2. S10 0504  Karfiol s Poljoprivredna  \5.i sad
apoteka
3. S-11 12.06. Kupus N Domacinstvo Futog
4, S-12 12.06. Kupus N Domacinstvo Futog
5. S-13 12.06. Kupus N Domacinstvo Futog
6. S14 0208  U.repica S Poljoprivredna Novi Sad
apoteka
7. s15 0208  U.repica S Poljoprivredna Novi Sad
apoteka

*S - sertifikovano seme: seme proizvedeno od semena poznatog genetickog porekla i geneticke Cistoce Cija

je proizvodnja kontrolisana; N

osnovu Zakona o semenu ,,Sl. glasnik RS* br. 45/2005)

- naturalno seme: neobradeno i nedeklarisano seme (kategorizovano na

Pet uzoraka semena sakupljeno je 2017. godine, jedan uzorak sertifikovanog i Cetiri

uzorka naturalnog semena (Tab. 10).

Tab. 10: Uzorci sertifikovanog i naturalnog semena sakupljeni u 2017. godini

Red.  Sifra Datum . Naéin Mesto
: " Biljna vrsta . . Poreklo .
br. uzorka izolacije proizvodnje uzorkovanja
1. S-16 11.05. Kupus N Domacinstvo Despotovo
2. S-17 11.05. Kupus N Domacinstvo Futog
3. S-18 20.06. Kupus N Domacinstvo Futog
4. S-19 16.06. Kupus N Domacinstvo Futog
5. S-20 17.08. U. repica S Poljoprivredna Novi Sad
apoteka

*S - sertifikovano seme: seme proizvedeno od semena poznatog geneti¢kog porekla i genetiCke Cistoée Cija

je proizvodnja kontrolisana; N

osnovu Zakona o semenu ,,S1. glasnik RS* br. 45/2005)

- naturalno seme: nedoradeno i nedeklarisano seme (kategorizovano na

Za potrebe ispitivanja bioloSkih karakteristika Xcc, uzorci zemljista sakupljeni su sa pet

lokaliteta (Kovilj, Rimski Sancevi, Futog, Despotovo, Gospodinci) (Tab. 11). prema

metodi slucajnog uzorka. Sakupljen je veci broj poduzoraka sa dubine do 10 cm na vise

mesta po parceli, od kojih je sacinjen reprezentativni uzorak tezine 0,5 kg (Jarak i Puri¢,

2006). Uzorci su transportovani do laboratorije u PVC kesama i ¢uvani u frizideru na 4°C

najduze 48 h od uzorkovanja. Cilj ispitivanja je bio utvrdivanje moguénosti odrzavanja

patogena u zemljistu.
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Tab. 11: Uzorci zemljista

Red. Sifra Datum Plodosmena  Usev u periodu L .
i . okalitet
br. uzorka uzorkovanja useva* uzorkovanja
1. Z-1 02.09.2015. 2 Kupus Kovilj
2. Z-2 17.09.2015. 2 Kupus Kovilj
3. Z-3 17.09.2015. 2 Kupus R. Sancevi
4, Z-4 17.09.2015. 1 Kupus Futog
5. Z-5 05.10.2015. 3 Kupus Futog
6. Z-6 12.04.2016. 1 Psenica Futog
7. Z-7 12.04.2016. 2 Kupus Kovilj
8. Z-8 05.09.2016. 2 Kupus Despotovo
9. Z-9 05.09.2016. 2 Karfiol Despotovo
10. Z-10 05.09.2016. 3 Kupus Despotovo
11. Z-11 29.09.2016. 2 Kupus R. Sancevi
12. Z-12 20.09.2017. 3 Kupus Futog
13. Z-13 02.10.2017. 2 Kupus Gospodinci

*1 — monokultura; 2 — dvogodisnja smena useva; 3 — druga godina postrni usev

6. 2. Izolacija Xcc iz listova

Po dopremanju u laboratoriju, uzorci listova kupusnjaca sa simptomima bakterioza
oprani su pod mlazom tekuce vode. Po suSenju listova, asepti¢no su uzimani fragmenti
tkiva lista na prelazu izmedu zdravog i1 obolelog dela koji su koriS¢eni za pripremu
macerata. BakterioloSkom petljom, primenom metode iscrpljivanja, macerat je zasejan na
podlogu od kvascevog ckstrakta, dekstroze i CaCO3 (Yeast Extract Dextrose Calcium
Carbonate Agar — YDC, Schaad, 1988; Prilog 1) i podlogu mesopeptonski agar (MPA
podloga; Prilog 1) u Petri kutije pre¢nika 90 mm (Arsenijevié¢, 1997). Zasejane podloge su
inkubirane u termostatu pri 27 °C u trajanju dva do tri dana.

Nakon inkubacije i razvoja kolonija, za dalja prouc¢avanja odabrane su pojedinacne Zute

kolonije, za subkultivaciju, a nakon toga pojedinac¢ne kolonije su presejane na zakoSenu

YDC podlogu i tako ¢uvane na 4 °C do pocetka rada.

6. 3. I1zolacija Xcc iz zemljista

Postupak izolacije bakterije iz zemljista raden je prema metodi koju je opisao Schaad 1
White (1974). Uzorci zemljista su sadrzali biljne ostatke u razli¢itom stepenu razloZenosti.
Od prosecnog uzorka (0,5 kg) odmeravano je po 1 g zemljista, u tri ponavljanja, koji je

suspendovan u 9 ml sterilne vode.
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Potom je vrSeno potresanje pomocu vorteksa pri 1000 r.p.m., 5 sek i nakon toga
zasejavanje na SX agar (Schaad i White, 1974) — po 100 pl pripremljene suspenzije u Petri
kutije preénika 90 mm. Nakon razvoja kolonija vrSena je subkultivacija i formiranje

kolekcije izolata poreklom iz zemljista.

Za potrebe pozitivne kontrole i potvrdu efikasnosti metode koris¢eno je vestacki
inokulisano sterilno zemljiste. U 10 g zemljista dodato je 1 ml bakterijske suspenzije 3x108
(utvdene pomo¢u McFarland skale). Nakon inkubacije od 5 dana na 27 °C, vrSena je

izolacija postupkom koji je predhodno naveden.

6. 3. 1. Periodi¢na izolacija Xcc iz zemljiSta

U cilju utvrdivanja fluktuacije Xcc u zemljiStu, radeno je 55 uzorkovanja zemljista sa
iste parcele, jednom mese¢no tokom 24 meseca. Na osnovu uspesnosti izolacija odnosno
prisustva bakterije ili odsustva bakterije u uzorcima zemljista, utvrdena je fluktuacija Xcc
za svaki mesec tokom kalendarske godine. Za ispitivanje je izabrana parcela u KO Futog
povrsine 0,57 ha, na kojoj se kupus gaji u monokulturi. Uzorci zemljiSta uzimani su
sondom do dubine 15 cm. Uzorkovanje je vrSeno dijagonalno na 12 mesta po parceli, a
prose¢ni uzorak je ¢inio 0,5 kg. Od prose¢nog uzorka zemljiSta izdvojeno je 5 g i
rastvoreno u 50 ml sterilnog fizioloSkog rastvora, nakon cega je pripremljena serija

razredenja 1:10, 1:100 1 1:1000.

Iz svakog razredenja zasejano je po 100 pl na povrSinu podloge (Puki¢ i sar., 2010). Za
potrebe izolacije korisé¢ena je SX podloga. Inkubacija pri 27 °C trajala je 3—4 dana, u
zavisnosti od vremena uzorkovanja zemljiSta. Nakon razvoja kolonija vrSena je

subkultivacija, nakon ¢ega je formirana kolekcija izolata.

6. 4. 1zolacija Xcc iz semena kupusa

Ispitivanjima su obuhvacena sertifikovana i naturalna semena. Za pozitivohu kontrolu
upotrebljena su semena koja su hemijski dezinfikovana (4% rastvor NaClO), a potom
potopljena 2 sata u suspenziju bakterije Xcc NCPPB 1144 koncentracije 3x10° ¢el/ml
(podesena pomoc¢u McFarland skale), nakog ¢ega su suSena 24 h na sterilnoj filter hartiji.
Ispitivanja su sprovedena prema metodi koju opisuje International Seed Testing
Association (ISTA) (Annexe to Chapter 7-019a: Seed Health Testing Methods) i Chitarra i
sar. (2002).
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6. 4. 1. Ekstrakcija Xcc iz semena kupusa

Uzorak semena je ¢inio tri puta po 1000 semena (apsolutna masa 3—4 g). Maceracija
1000 semena pomoc¢u avana i tu¢ka je vrSena u 10 ml sterilnog fizioloskog rastvora, kome
je dodat Tween 20 (20 pl u 100 ml fizioloskog rastvora nakon sterilizacije). Nakon toga,
macerat je prebacen u kolbe koje su postavljene na obrtni Sejker 2 h pri 100-125 r.p.m. pri
sobnoj temperaturi (23-25 °C). Po isteku predvidenog vremena macerat je preliven u

sterline epruvete i centrifugiran 3 min pri 11000 obrtaja.

Iz supernatanta mikropipetom je preneto 500 pl suspenzije u 4,5 ml sterilnog
fizioloskog rastvora, a nakon kratkog vorteksovanja je izvrSeno jo$ jedno razredenje po

istom principu, kako bi se dobila razredenja 107 i 107,
6. 4. 2. Izolacija na podlogu

Za izolaciju je upotrebljena YDC podloga u koju je dodat cikloheksamid (250 mg/I
podloge) (Prilog 1), na koju je naneSeno po 100 ul nerazblaZzenog i razblazenog ekstrakta a
potom razvuceno L — petljom. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Inkubacija je vrSena 4
dana pri temperaturi 27 °C. Nakon porasta kolonija vrSena je subkultivacija i formirana

kolekcija izolata.

U daljim ispitivanjima kori$¢eni su izolati bakterija gajeni na YDC podlozi, starosti 48
h, gajeni pri temperaturi od 27 °C. Za uporedna ispitivanja koris¢eni su kontrolni sojevi

prikazani u Tab. 12,
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Tab. 12: Kontrolni sojevi bakterija

Sifra soja Bakterija Kolekcija Kuratori
Kolekcija
Xanthomonas fltopato_genlh bakterija Prof. dr Aleksa
KFB 29 . - Univerzitet u .,
vesicatoria Obradovi¢
Beogradu,
Poljoprivredni fakultet
Xanthomonas National Collection of
NCPPB 1144 campestris pv. Plant Pathogenic
campestris Bacteria
Pseudomonas Kolekcija Prof. dr Jelica
KBNS 201 fluorescens fitopatogenih bakterija Balaz
Xanthomonas Univerzitet u Novom
KBNS 204 campestris pv. Sadu, Poljoprivredni
phaseoli fakultet
Kolekcija
Pseudomonas fitopatogenih bakterija
KBNS 94 syringae pv. Univerzitet u Novom Dr Renata Ili¢i¢
syringae Sadu, Poljoprivredni
fakultet
ATCC 25922 Escherichia coli Kolekcija humanih i
animalnih patogenih
Staphylococcus bakterija Ur?ivergitet u Prof. dr Vgsna
MRSA 82 LaloSevi¢

aureus

Novom Sadu,
Poljoprivredni fakultet

6. 5. Izolacija bakteriofaga

Izolacija bakteriofaga iz zemljiSta tokom jeseni 2016. 1 2017. godine, poreklom sa tri

lokaliteta (Rimski Sancevi, Futog, Kovilj), je radena prema metodi obogac¢ivanja supstrata.
Ova metoda omogucava selektivno umnoZavanje bakteriofaga, specificnih prema
domacinu koji se dodaje u podlogu (Crosse 1 Garrett, 1963). Zemljiste je uzeto neposredno
pored biljke domacina bakterije. U postupku obogaéivanja upotrebljen je izolat Xcc (KS-
17), izolovan i identifikovan na osnovu biohemijsko — fizioloskih karakteristika, seroloskih

i molekularnih metoda identifikacije, deponovan u GenBank Acc. No. MN56565.

Za izolaciju je uzeto 10 g zemljista, 50 ml Nitrogen Yeast Glycerol Broth (NYGB)
podloge i dodato 5 ml suspenzije izolata KS-17 koncentracije 10° CFU/mI. Pripremljena

suspenzija je postavljena na rotacionu mesalicu u termostat pri 26 °C, u trajanju 24 h.

38



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Materijal i metode

Ekstrakcija faga je izvrSena centrifugiranjem 1 ml obogacene suspenzije tokom 5 min
na 16000g (Hermile Z 300 K). Supernatant je zatim prenet u tube i tretiran hloroformom
(10:1 v/v) u trajanju 20 min, uz povremeno mesanje. Nakon talozenja hloroforma gornja
faza suspenzije je dekantirana i preneta u nove tube obavijene Al — folijom, koje su ¢uvane

u frizideru pri 4 °C, do upotrebe.

6. 6. Provera patogenosti izolata
6. 6. 1. Provera patogenosti infiltracijom bakterijske suspenzije u centralni nerv

Provera patogenosti izolata izvSena je veStackom inokulacijom lista biljke domacina
(Obradovié i Arsenijevi¢, 1999; Radunovi¢ i Balaz, 2012). Bakterijska suspenzija 10°~10’
CFU/ml, pripremljena od kulture bakterija starosti 48h, gajene na YDC podlozi, pomocu
medicinskog Sprica 1 igle, ubrizgana je u centralni nerv lista kupusa sorte FutoSki.
Pozitivnu kontrolu ¢inili su listovi kupusa inokulisani na isti nacin referentnim sojem Xcc
NCPPB 1144, a negativnu kontrolu listovi kupusa u koje je infiltrirana sterilna destilovana
voda. Inokulisani listovi postavljen su u PVC kutije sa navlaZzenim filter papirom. Kutije su
odlozene u fitotrotonsku komoru gde su odrzavani konstantni uslovi temperature 25 °C.
Rezultati su ocitavani tre¢i, peti 1 sedmi dan. Po zavrSetku ogleda, radena je reizolacija

bakterija, a potom reinokulacija opisanom metodom infiltracijom reizolata bakterije.

6. 6. 2. Provera patogenosti metodom prskanja

U test je uklju€eno pet biljnih vrsta familije kupusnjaca: kupus sorte Futoski, karfiol
sorte Snezna grudva, kelj sorte Gvozdena glava, brokoli hibrid Naxos F1 1 uljana repica
sorte Slavica. Za potrebe ispitivanja, biljke su gajene u kontejnerima tako §to je seme
biljaka dezinfikovano u mesavini preparata Funomil 0,07 % (tiofanat — metil 700 g/kg) i
antibiotika streptomicin sulfata 0,02 % u trajanju od 5 min, a potom ispirano u destilovanoj

vodi 1 suSeno na filter hartiji.

Nakon susenja seme je posejano u setvene kontejnere napunjene mesavinom sterilnog
supstrata i peska u odnosu 3:1. Biljke su gajene pet nedelja u uslovima temperature 25 °C
sa rezimom svetla dan no¢ 16/8. Inokulacija je vrSena u fenofazi Cetiri prava lista (BBCH
14), koju Fargier i Manceau (2007) navode kao najpogodniju za inokulaciju. Prskanje je
izvedeno pomoéu ruéne prskalice, suspenzijom bakterije (<10’ CFU/mI) pripremljene iz

kulture bakterija starosti 48 h, gajene na YDC podlozi.
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Pozitivnhu kontrolu c¢inile su biljke inokulisane referentnim sojem NCPPB 1144, a

negativnu kontrolu biljke koje su na isti nacin inokulisane sterilnom destilovanom vodom.

Nakon inokulacije biljke su drzane u fitotronskoj komori, pri istim uslovima
temperature i svetlosti uz povecanje relativne vlaznosti vazduha. Promene na biljkama su
pracene svakodnevno, a rezultati su oCitavani petog, sedmog i dvanaestog dana nakon

inokulacije.

6. 6. 3. Reizolacija bakterije na hranjive podloge

Reizolacija bakterije je vrSena nakon pojave simptoma na inokulisanim delovima
biljaka, prema metodi opisanoj u poglavlju 6. 2. Treéeg dana, nakon porasta kolonija,

izvrSeno je presejavanje na kosu YDC i formiranje kolekcije reizolata.

6. 6. 4. Hipersenzitivna reakcija na duvanu i muskatli

Sposobnost izolata da prouzrokuju hipersenzitivnhu reakciju na duvanu (Nicotiana
tobaccum L.) proverena je na sorti Virginia varijatetu PVH 2310. Biljke duvana su Cetiri
dana pre inokulacije odrzavane pri temperaturi 16 °C, a dva dana nakon inokulacije pri
temperaturi 33 °C (Jovanovi¢ i sar., 1997). Listovi duvana su inokulisani suspenzijom
bakterije koncentracije 10® CFU/ml, pomoéu medicinskog $prica sa nali¢ja listova. Kao
pozitivna kontrola upotrebljeni su listovi inokulisani referentnim sojem NCPPB 1144, a

kao negativna listovi inokulisani sterilnom destilovanom vodom.

Isti postupak je primenjen kod proucavanja hipersenzitivne reakcije na muskatli
(Pelargonium hortorum) sorte Sophia. Biljke su odrzavane pri temperaturi od 30 °C, a
rezultati su belezeni nakom 24-48 h (Hildebrand i Riddle, 1971). Pojava nekroze na mestu

inokulacije smatrana je pozitivnom reakcijom (Arsenijevi¢, 1997).

6. 7. Odgajivacke odlike izolata

U cilju proucavanja odgajivackih odlika izolata posmatran je izgled kolonija na
standardnim hranjivim podlogama i stvaranje sluzi na hranjivom agaru (NA — Nutrient
agar) sa 5% saharoze. Pracen je razvoj bakterija pri 37 °C, kao i uticaj razliCitih

koncentracija NaCl i trifenil — tetrazolium hlorida (TTC) na porast bakterija.
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6. 7. 1. l1zgled kolonija na standardnim hranjivim podlogama

Zasejavanjem ispitivanih izolata na hranjive podloge MPA 1 YDC (Prilog 1), pracen je
razvoj kolonija bakterija tokom 3-5 dana pri temperaturi od 27 °C. Posmatran je izgled,
boja i veli¢ina pojedina¢nih kolonija.

6. 7. 2. Stvaranje sluzi na hranjivom agaru sa 5% saharoze

Ispitivani izolati su zasejavani na hranjivi agar (NA) sa dodatkom 5% saharoze (Prilog
1), tokom inkubacije tri do pet dana pri temperaturi 27 °C, pracen je razvoj kolonija i

posmatrano stvaranje sluzi.
6. 7. 3. Razvoj pri 35 °C

Razvoj bakterija na 35 °C praten je u tecnoj podlozi od kvasCevog eckstrakta i
neorganskih soli (YS) (Fahy i Persely, 1983; Prilog 1). Podloga je razlivena u epruvete u
koli¢ini od 10 ml i potom sterilisana. Nakon hladenja do 35 °C, podloga je zasejana
bakterioloskom petljom, punim zahvatom ciste kulture ispitivanih izolata u dva

ponavljanja.

Zasejane podloge postavljene su u vodeno kupatilo na 35 °C. Uticaj temperature na
porast je pracen tokom 7 dana nakon Cega je ocenjeno prisustvo ili odsustvo bakterija. Za
pozitivnhu kontrolu upotrebljen je soj NCPPB 1144, dok je negativhu Kkontrolu cinila
nezasejana podloga. Zamucenje podloge usled razvoja bakterija smatrala se pozitivnom

reakcijom, a bistra podloga bez zamucenja, negativnom.

6. 7. 4. Tolerantnost prema NaCl

Ispitivanje tolerantnosti prema NaCl izvrSena je u te¢noj podlozi od kvaScevog
ekstrakta i neorganskih soli (YS) (Prilog 2) pri koncentracijama NaCl 2, 5i 7% (Fahy i
Persley, 1983). Podloge su zasejavane punim zahvatom ciste kulture i potom inkubirane 7
dana na 27 °C. Za pozitivnu kontrolu upotrebljen je soj NCPPB 1144, dok je negativnu
kontrolu ¢inila nezasejana podloga. Zamucenje podloge ukazuje na pozitivan rezultat, a

bistra podloga bez zamucenja, negativan.
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6. 7. 5. Tolerantnost prema trifenil — tetrazolium hloridu — TTC

U destilovanoj vodi je pripremljen 5% rastvor TTC-a i sterilisan filtracijom koji je unet
u odgovarajucoj koli¢ini u hranljivu podlogu (NA) rashladenu do 50 °C kako bi se postigle
koncentracije 0,02 i 0,1%. Podloge su razlivene u Petri kutije i nakon susenja na podlogu
je naneto po 3 ul bakterijske suspenzije (priblizno 10° CFU/ml) pojedinatno za sve
proucavane izolate, u vidu kapi, u tri ponavljanja. Porast kolonija pri temperaturi 26 °C

pracen je svakodnevno tokom cetiri dana (Tominaga i sar., 1978 loc. cit. po Arsenijevic,

1997).
6. 8. Morfoloske odlike izolata
6. 8. 1. Reakcija po Gramu

Reakcija po Gramu je izvedena pomo¢u KOH testa. Pun zahvat bakterijske kolonije
starosti 48 sati, nanosen je na mikroskopske plo€ice i homogenizovan u 3% rastvoru KOH.
Podizanjem bakterioloske petlje na kojoj se nalazi bakterijska kolonija uoc¢ava se pojava
konci¢a koji nastaje razgradnjom bakterijskih ¢elija pod dejstvom KOH, §to ukazuje da
izolat pripada gramnegativnim bakterijama ¢iji ¢elijski zid je osetljiv na delovanje baza.
Kod Gram pozitivnih bakterija izostaje obrazovanje konci¢a (Suslow i sar., 1982;
Arsenijevi¢ 1 Jovanovié, 1995). Kao kontrola koris¢en je Gram pozitivan Soj

Staphylococcus aureus (MRSA 82) i Gram negativni soj Xcc (NCPPB 1144).
6. 8. 2. Pokretljivost

Pokretljivost bakterija pracena je u dubokoj podlozi od triptona, natrijum hlorida i
agara (Schaad 1 sar., 2001; Prilog 2). U sredinu epruvete pomocu bakterioloSke eze,
ubodom u podlogu su zasejani izolati starosti 48 sati. Procena pokretljivosti izvrSena je na
osnovu bakterijskog rasta, odnosno pokretni izolati prorastaju kroz podlogu difuzno od
linije uboda eze, dok nepokretni sojevi rastu duz linije uboda. Pozitivni kontrolu ¢inio je

soj Xcc NCPPB 1144, a negativnu nezasejana podloga.
6. 8. 3. Oblik bakterija

Za pripremu preparata na mikroskopskoj ploci, upotrebljene su kolonije starosti 48 sati,
fizi¢ki fiksirane plamenom i prelivene karbol — fuksinom, nakon ¢ega je vrSeno zagrevanje
na plamenu do pojave pare. Potom je preparat ispran vodom i obezbojen upotrebom

kiselog alkohola koncentracije 3%. Nakon ponovnog ispiranja vodom i susenja,
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posmatranje c¢elija je vrSeno mikroskopskim pregledom pomocu uljne imerzije,

koris¢enjem uvecanja 10 x 100 (Karakasevi¢ i sar., 1967; Jarak i Puri¢, 2006).
6. 9. Biohemijsko — fizioloske odlike izolata
6. 9. 1. Oksidativno — fermentativni (O/F) metabolizam glukoze

Za ovaj test koris¢ena je Hugh — Leifson-ova podloga (1953) (Prilog 3) u koju je nakon
hladenja do 50 °C, filtracijom dodat rastvor glukoze do koncentracije 1%. Svaki izolat je
zasejan u dve epruvete, od kojih je jedna za svaki izolat zalivena sterilnim parafinskim
uljem radi stvaranja anaerobnih uslova. Druga epruveta za svaki izolat nije zalivena i u
njoj je pracen aerobni proces metabolizma glukoze. Za pozitivnu kontrolu upotrebljen je

soj NCPPB 1144.

Nakon inkubacije od 7 dana pri temperaturi na 27 °C ocitavani su rezultati.
Razlaganjem glukoze nastaje kiselina usled ¢ega se menja pH vrednost podloge, Sto se
manifestuje promenom boje bromtimol plavo indikatora koji se nalazi u podlozi. Promena
boje podloge u Zutu, u epruveti sa parafinskim uljem (anaerobni uslovi), oznacava da
bakterija razlaze glukozu fermentativnim putem (anaerobni metabolizam). Promena boje u
Zutu u epruveti bez ulja, oznaCava oksidativni put razlaganja glukoze (aerobni

metabolizam) (Arsenijevié, 1997).
6. 9. 2. Stvaranje H,S iz peptona

Stvaranje H,S iz peptona je praceno u te¢noj podlozi sa kvasCevim ekstraktom i
mineralnim solima (Yeast Salts Broth — Y'S) u koju je dodat pepton (Prilog 2) (Jerotijevic,
1973).

Osusene trake filter papira, prethodno navlazene u 10% rastvoru olovo — acetata,
pri¢vri¢ene su vatenim zatvaraCem za rub vrha epruvete. Trake su postavljene tako da se
donji kraj papira nalazi 0,5 cm iznad povrSine te€ne podloge. Kulture su inkubirane u
trajanju od dve nedelje pri temperaturi 27 °C. Rezultati su o¢itavani nakon 3, 6 i 14 dana.
Kao kontrola koris¢ena su dva soja, za pozitivnu NCPPB 1144 i negativnu KBNS 94.
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6. 9. 3. Stvaranje indola

Reakcija stvaranja indola je pra¢ena u te¢noj podlozi sa triptonom (Prilog 3) (Sands,
1990). Bakterijske kulture starosti 48 h zasejane su u peptonsku vodu i inkubirane 10 dana
pri temperaturi 27 °C. Nakon inkubacije, u svaku epruvetu je dodat Kovacs — indol

reagens. Za kontrolu koris¢en je soj NCPPB 1144 i nezasejana podloga.
6. 9. 4. Aktivnost oksidaze

Test aktivnosti oksidaze ispitivanih izolata, raden je prema Kovacsev metodi (Kovacs,
1956 loc. cit po Arsenijevi¢ 1997). Na filter papiru navlazenom sa nekoliko kapi 1% (w/v)
tetrametilparafenilendiamindihlorhidrata nanet je pun zahvat kolonije stare 24 h
platinskom petljom. Pozitivnom reakcijom smatra se pojava tamnoljubicaste boje za 5—10
sekundi. Slabo pozitivna reakcija javlja se u vremenu od 30—40 sekundi. Kao pozitivna

kontrola upotrebljen je soj KBNS 201 (Ps. fluorescens).
6. 9. 5. Aktivnost katalaze

Za dokazivanje sposobnosti stvaranja enzima katalaze koriS¢en je vodonikperoksid
(H202). U kapi 20% H,0, na mikroskopskoj plo¢ici homogenizovan je pun zahvat
bakterioloske petlje Ciste kulture izolata. Pojava mehuri¢a gasa nastala kao rezultat
izdvajanja slobodnog kiseonika oznacava pozitivnu reakciju, odnosno prisustvo katalaze u

ispitivanom uzorku (Dye, 1962).
6. 9. 6. Razlaganje Zelatina

Pracenje sposobnosti razlaganja zelatina vrseno je prema metodi koju opisuju Lelliott i
Stead (1987). Na podlogu sa Zzelatinom (Prilog 3) bakterioloSkom petljom razmazana je
kolonija bakterije starosti 48 h. Nakon inkubacije pri 27 °C, sedmog dana su ocitani
rezultati uz dodavanje Frejzerovog reagensa (Prilog 3). Kao pozitivna kontrola koris¢en je

referentni soj NCPPB 1144, a kao negativna nezasejana podloga.
6. 9. 7. Hidroliza skroba

Ispitivanje aktivnosti fermenata amilaze odnosno sposobnosti hidrolize skroba vrseno
je na podlozi koja sadrzi 1% rastvorljivog skroba (Lelliott i Stead, 1987). Podloge su

zasejane kulturama bakterija starim 48 h i inkubirane sedam dana.

Nakon isteka perioda inkubacije dodato je nekoliko kapi Lugolovog rastvora (Prilog 3).

Po dodavanju reagensa, pojava Zute boje oko bakterijske kolonije oznaava pozitivnu
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reakciju, dok pojava plave boje oznacava da skrob nije hidrolizovan. Kao pozitivha

kontrola upotrebljen je referentni soj NCPPB 1144, a kao negativna — nezasejana podloga.
6. 9. 8. Hidroliza eskulina

U tecnu podlogu sa eskulinom (Prilog 3), nakon sterilizacije, zasejani su ispitivani
izolati bakterija (Jones, 1971). Rezultati su ocitavani nakon 7 i 14 dana, a pozitivnom
reakcijom je smatrana promena boje u tamnomrku do crne. Kao pozitivna kontrola

upotrebljen je referentni soj NCPPB 1144, a kao negativna — nezasejana podloga.
6. 9. 9. Redukcija nitrata

Moguénost izolata da vrSe redukciju nitrata (NOg) u nitrite (NOy), ispitivana je
zasejavanjem izolata u epruvete sa hranjivim bujonom i KNOj3 (Kiraly et al., 1970; Prilog
3). Kao pozitivna kontrola koris¢en je izolat bakterije Echerichia coli (ATCC 25922), a

kao negativna — nezasejana podloga.

Pet dana nakon zasejavanja rezultati su ocitani dodavanjem reagensa (Prilog 3).
Trenutna pojava ¢ilibarne boje u podlozi oznacava pozitivnu reakciju, odnosno prisustvo

nitrata (Arsenijevié, 1997).
6. 9. 10. Razlaganje citrata

Za ovo ispitivanje kori$éen je Simonsov citratni agar (Prilog 3). Promena boje iz zelene
u plavu znacila je da ispitivani izolat moze da koristi citrate kao izvor energije (Knezevi¢ —
Vukéevié, 1999). Inkubacija je vrSena 48 casova, pri 27 °C. Kao pozitivna kontrola
upotrebljen je izolat bakterije E. coli (ATCC 25922), a kao negativna kontrola koris¢ena je

nezasejana podloga.
6. 9. 11. Proteoliza mleka

U ovom testu upotrebljena je mesopeptonska podloga (NA) i mesopeptonska podloga
sa dodatkom kvascevog ekstrakta (YNA, Prilog 3). U Petri kutiju 90 mm, razliveno je 15
ml NA podloge. Nakon hladenja preko nje je dodat tanji sloj podloge YNA, kojoj je

asepti¢no dodato 15% (w/v) sterilnog obranog mleka.

Nakon susenja, podloga je zasejavana razmazom. Posmatranje je vrSeno tokom sedam
dana. Pojava prosvetljene zone oko razvijenih kolonija znak je pozitivne reakcije
(Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna kontrola upotrebljen je referentni soj NCPPB 1144, a

kao negativna — nezasejana podloga.
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6. 9. 12. Hidroliza estra oleinske kiseline (Aktivnost lipaze)

Nakon sterilizacije, mesopeptonskoj podlozi je dodat Tween 80 do krajnje
koncentracije 1%. Nakon toga podloga je razlivena u Petri kutije (90 mm) i zasejana
kulturom bakterije starom 48 h. Rezultati su oc¢itavani nakon sedam dana razvoja, pri 27
°C. Pojava beli¢astog oreola oko kolonija bakterije, koji ukazuje na stvaranje kristala
kalcijum-oleata, oznacava pozitivnu reakciju (Arsenijevié, 1997). Kao pozitivna kontrola

upotrebljen je referentni soj NCPPB 1144,
6. 9. 13. Stvaranje kiseline iz ugljenih hidrata

Za ispitivanje fermentacije ugljenikovih jedinjenja je koris¢ena Dye-ova podloga C
(Dye, 1968). Nakon sterilizacije podloge dodavana su, filtracijom sterilisana, razli¢ita
ugljenikova jedinjenja do koncentracije 0,5% (Arsenijevi¢, 1997). Kao izvori ugljenika,
koriS¢ena su slede¢a jedinjenja: arabinoza, celobioza, trehaloza, glukoza, galaktoza,
laktoza, manoza, saharoza i dekstrin. Kao negativna kontrola, kori§¢ena je nezasejana
podloga. Aktivnost izolata je pra¢ena 7, 14 1 21 dan. Promena boje podloge u zutu ukazuje

na pozitivnu reakciju, odnosno na stvaranje kiseline iz odredenog jedinjenja ugljenika.
6. 10. Seroloske odlike izolata

Sakupljeni izolati testirani su primenom direktne imunoenzimske metode na ploci
(DAS — ELISA). U testu su koris¢ene ¢iste kulture bakterije, starosti 48h, gajene na
podlozi od hranjivog agara pri 27°C. Metoda je izvedena prema uputstvu proizvodaca

(Loewe Biochemica GmbH, Nemacka).

Izolati bakterija suspenzovani su i razredeni u puferu, u odnosu 1:20 do priblizne
koncentracije 10 CFU/ml. Pored negativne kontrole koja je dobijena u sklopu kita (Loewe
Biochemica GmbH, Nemacka), koris¢en je soj KFB 29 bakterije X. vesicatoria i KBNS 94
soj Pseudomonas syringae pv. syringae . Kao pozitivna kontrola kori§¢en je referentni soj
NCPPB 1144, kao i pozitivna kontrola dostupna u Kkitu. U testu su upotrebljena
komercijalno dostupna poliklonalna antitela (IgG) specifi¢na za detekciju Xcc i sekundarna
antitela konjugovana enzimom (IgG-AP-Conjugate) u razredenju 1:200 u odgovaraju¢em
puferu. Svaki uzorak kao i pozitivna i negativna kontrola su testirani u dva ponavljanja.
Promena boje je pracena vizuelno, a zatim 1 merenjem ekstinkcije na talasnoj duZini 405

nm na spektrofotometru (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems, Helsinki, Finland).
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Test je izveden na polistirenskim mikrotitarskim plo¢ama. U prvom koraku bunarc¢ici
su oblozeni nanoSenjem po 200 ul specifi¢nih antitela, nakon ¢ega su ploce postavljene u
termostat na 37 °C u trajanju od 4 sata. Nakon perioda inkubacije, ploCe su isprane Cetiri
puta puferom za ispiranje. Na kraju svakog ciklusa ispiranja, sadrzaj ploce je ispraznjen
snaznim istresanjem po upijajucoj hartiji na ¢vrstoj podlozi. Zatim je u bunarc¢i¢e dodato
po 200 ul suspenzije bakterija u dva ponavljanja, kao i pozitivna i negativna kontrola. U
testu su upotrebljene polistirenske mikrotitarske ploce Nunc sa 96 (8 x 12) bunarcic¢a. Da
bi se predupredila pojava vecih vrednosti ekstinkcija prilikom ocitavanja, u bunarcice prve
i poslednje kolone kao i prvog i drugog reda, na plocu nisu nanoSeni ispitivani izolati.
Inkubacija je vrSena preko noc¢i na 4 °C. Nakon odstranjivanja sadrzaja iz bunarcica,
predhodno opisanim postupkom, u bunar¢ice je uneto po 200 ul antitela konjugovanih sa
alkalnom fosfatazom. Ploce su inkubirane 4 sata na 37 °C. Posle inkubacije, mikrotitarske
ploce su isprane kako je predhodno navedeno, a zatim je u svaki bunarc¢i¢ uneto po 200 pl

pripremljenog supstrata (p — nitrofenilfosfat) u supstratnom puferu (20 ul/20 ml).

Ploce su inkubirane pri sobnoj temperaturi na tamnom mestu (1—-2 sata), do pojave
bojene reakcije. Intenzitet bojene reakcije je ocitavan spektrofotometrijski na automstskom
¢itacu (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems, Helsinki, Finland), merenjem ekstinkcije

na talasnoj duzini 405 nm.

Rezultati za svaki uzorak su izracunati kao prosecna vrednost dva ponavljanja,
ukljucujuéi kontrole. Pozitivnim su smatrani svi uzorci Cija je vrednost apsorpcije bila dva
ili viSe puta veca od negativne kontrole. Pozitivnim reakcijama smatraju se vrednosti ¢ija
je ekstinkcija najmanje dva puta visa od srednje vrednosti negativne kontrole tzv. ,,cut —

off” vrednosti (Krsti¢ 1 ToSi¢, 1994).
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6. 11. Molekularna identifikacija izolata
6. 11. 1. Ekstrakcija DNK za m-PCR

Postupak izolacije DNK je vrSen prema protokolu ISTA (Annexe to Chapter 7 — 019a:
Seed Health Testing Methods). Pojedina¢ne kolonije bakterija starosti 48 h su prenete i
homogenizovane u mikrotube zapremine 1,5 ml u kojima se nalazio 1 ml sterilnog
fizioloskog rastvora. Nakon toga je vrSeno centrifugiranje 5 min 8000 r.p.m. na 25 °C, a
potom odlivanje supernatanta i dodavanje 500 ul 0,5 N NaOH. Posle inkubacije pri 65 °C
10 min i vorteksovanja na 1000 r.p.m., u nove mikrotube sa 495 pl DNA free vode preneto

je 5 pl suspenzije. 1zolovana DNK je ¢uvana u zamrzivacu na —20°C.

6.11. 2. m-PCR

Pri identifikaciji izolata koris¢en je multiplex-PCR (m-PCR) koji obuhvata
istovremenu primenu 2 ili viSe setova prajmera za odredene gene. Specificni prajmeri

koris¢eni u identifikaciji Xcc dati su u tabeli 14.

Za pozitivnu kontrolu upotrebljen je referentni soj Xcc NCPPB 1144, dok su za
negativnu upotrebljeni sojevi KBNS 94 P. s pv. syringae, KFB 29 X. vesicatoria, E. coli
soj ATCC 25922. Slepa proba bez DNK korisc¢ena je pri svakoj PCR amplifikaciji.

Tab. 14: Prajmeri kori$¢eni u identifikaciji Xcc

Naziv Duzina

- Sekvenca lzvor
prajmera (bp)
DLH 120 5 CCg.TAg.CAC.TTA.gTg.CAA.Tg 3’ 610 Berg i sar.,
DLH 125 5’ gCA.TTT.CCA.TCg.gTC.ACg.ATT.g3’ (2005)
Zup 2309 5 AAA.TCA.ggg.ggA. TgC.ggT.gg 3’ 370 Rijlaarsdam i
Zup 2310 5’ TCC.ggC.CAg.ggT.CgA.TAC.AgT.g 3’ sar., (2004)

Konac¢na zapremina PCR smese je iznosila 20 pl po uzorku, od date zapremine Master
Mix je ¢inio 10 pl, svaki od upotrebljenih prajmera po 0,25 ul, CL 2 pl, DNK 3 pli voda 4
pl.
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Umnozavanje DNK fragmenata u PCR aparatu je vrSeno prema slede¢em programu:

» Inicijalna denaturacija (95 °C 3 min, 1 ciklus)

» Denaturacija DNK (95 °C 40 sek, 6 ciklusa)

» Vezivanje prajmera (63 °C sa povecanjem od 1 °C po ciklusu 40 sek; 72 °C 40 sek;
95 °C 40 sek, 29 ciklusa)

» Ekstenzija (58 °C 40 sek; 72 °C 40 sek)

» Dodatna ekstenzija (72 °C 5 min)

Proizvodi PCR reakcije (7 ul) su razdvojeni elektroforezom (BlueMarine™ 200) na
2% agaroznom gelu u TBE puferu (Prilog 4). Elektroforeza je tekla 90 min pri naponu
struje 90 V. Nakon toga gel je bojen u rastvoru destilovane vode i etidijum — bromida
(EtBr) (0,5u1/10 ml vode) u trajanju 30 min a potom obezbojen u destilovanoj vodi u
trajanju od 20 min. Po zavrSenom obezbojenju, gel je posmatran pod UV svetlom i

fotografisan.

Na osnovu upotrebljenog markera (SERVA FastLoad 100bp DNA Ladder,
ServaElectrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) odredena je priblizna molekulska
masa PCR proizvoda, a pozitivnim se smatrao svaki uzorak u kome su amplifikovani

fragmenti veli¢ine 370 1 619 bp.

6. 11. 3 Analiza 16S rRNK
6. 11. 3. 1. Ekstrakcija DNK

U postupku ekstrakcije DNK kori$é¢ene su Ciste kulture bakterija starosti 48 h, gajenih
na YDC podlozi pri temperaturi 27°C. Ekstrakcija genomske DNK radena je prema
modifikovanoj proceduri koju opisuju Aljanabi 1 Martinez (1997). Zahvatom plasti¢ne
petlje, bakterije su suspendovane u 500 ul TE pufera (10 ml 0,1M Tris-Cl (pH 8.0); 0,2 ml
EDTA (pH 6.0); 88,8 ml destilovane sterilne vode, a potom centrifugirane u trajanju 5 min
pri 5000-8000 rpm. Odbacivanjem supernatanta, talog je suspendovan u 400 pl
ekstrakcionog pufera (0,8 ml 5M NaCl; 1 ml 0,1M Tris-HCI (pH 8.0); 40 ul 0,5 EDTA
(pH 8.0); 8,16 ml sterilne destilovane vode), a potom izmeSan na vorteks mesalici. Posle
toga, dodato je 8 pl rastvora proteinaze K (20 mg/ml) i promeSano laganim pokretima
ruke. Mikroepruvete su inkubirane u trajanju od 30 min, pri temperaturi 37 °C. Potom,
dodato je 40 pl 20% natrijm dodecil sulfata (eng. sodium dodecyl sulphate, SDS) i

intenzivno mesSano na vorteks mesalici. Usledila je inkubacija u termobloku pri 5565 °C,
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u trajanju od 1,5 h. Zatim su uzorci postavljeni na led, u trajanju od 5 min. U svaku
mikroepruvetu dodato je 360 ul SM NaCl. Nakon meSanja na vorteks mesalici, uzorci su
centrifugirani pri 13 200 rpm, u trajanju od 30 min. Dobijeni supernatant prebacen je u
nove mikroepruvete zapremine 2 ml, u koje je potom dodat 1 pul RNA-ze (10 mg/ml).
Potom je vrSeno inkubiranje u trajanju lh, pri temperaturi 37°C. Uzorci Su ostavljeni da
prenote u zamrzivacu, pri temperaturi oko —20 °C. Nakon odmrzavanja, sadrZaj
mikroepruveta je centrifugiran pri maksimalnom broju obrtaja u trajanju 15 min,
supernatant je odstranjen, a dobijeni talog je ispran sa 250 pul 70% etanola. Uzorci su
centrifugirani na maksimalnom broju obrtaja, u trajanju 5 min, a potom je pipetom pazljivo
odstranjen supernatant. Mikroepruvete su ostavljene da se osuSe. Rastvaranje dobijene
precis¢ene DNK izvrSeno je pipetiranjem 100 pl TE pufera u mikroepruvete. Koris¢enjem
50 pl pufera za rastvaranje postize se veéa koncentracija DNK u rastvoru. Cuvana je pri

temperaturi — 20 °C.

6. 11. 3. 2. Sekvenciona analiza 16S rRNK

Koris¢enjem univerzalnih prajmera fD1/rP2 (Tab. 15) (Weisburg i sar., 1991),

umnoZzena je sekvenca ribozomalnog gena duzine oko 1450 bp za 12 izolata: KS-1, KS-6,
BL-1, KS-16, KS-17, KL-6, KS-24, UR-1, BL-2, KS-38, KLJ-1, KS-42, odabranih sa

razli¢itih domacina i lokaliteta.

Tab. 15: Prajmeri kori§¢eni za umnozavanje sekvenci 16S rRNK

Velidina _
Naziv i sekvenca prajmera (5’-3°) Literatura
Fragmenta
fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1450 b Weisburg i sar.,
rP2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT P 1991

Smesa za reakciju konac¢ne zapremine 50 pl sadrzala je: 38,7 ul ,,nuclease free vode, 5
pl 10x DreamTaq pufera sa 20 mM MgCl, (Thermo Scientific, Vilnius Lithuania), 1 pl
dNTPs (10mM), 1 uM prajmera, 0,3 pul DreamTaq DNK polimeraze (Thermo Scientific,
Vilnius Lithuania) i 3 pl uzorka DNK.
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Odvijanje reakcije je bilo prema slede¢em programu:

» Pocetna denaturacija 95 °C u trajanju 5 min,

» Denaturacija 35 ciklusa pri 94 °C u trajanju 1 min,
» Vezivanja prajmera 55 °C tokom 1 min

» Ekstenzija 72 °C u trajanju 1,5 min.

Poslednji ciklus ekstenzije trajao je 5 min, pri 72°C. Umnozeni DNK fragmenti
odabranih sojeva sekvencirani su u oba smera (Macrogen Europe, Amsterdam, The

Netherlands), koriS¢enjem istih prajmera koji su kori$¢eni za umnozavanje.

U cilju dalje karakterizacije izolata, odabrani izolati su poslati na usluzno precis¢avanje
i sekvenciranje (Macrogen Europe, Holandija). Nakon obrade sekvenci u programu
FinchTV Version 1.4.0., sekvence (,,forward” i ,reverse”) su medusobno poredene u
CLUSTAL W programu, integrisanom unutar programa MEGA verzija 5.0 (Tamura i sar.,
2011) i analizirane pomo¢u BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) poredenjem sa
sekvencama dostupnim u bazi banke gena (GenBank). Za filogenetske analize korséen je
softverski paket MEGA verzija 5.0. Sve dobijene sekvence su deponovane u GenBank
bazu podataka, gde im je dodeljen pristupni broj od MN56561 do MN56572 (GenBank

Accession number).

Filogenetska analiza za izolate KS-1, KS-6, BL-1, KS-16, KS-17, KL-6, KS-24, UR-1,
BL-2, KS-38, KLJ-1, KS-42 izvedena je primenom ,neighbor-joining“ (NJ) metode
(Saitou i Nei, 1987), sa genetiCkom udaljeno$¢u izmedu sekvenci izra¢unatom prema
Kimura-2 modelu (Kimura, 1980). Stabilnost grananja dendograma testirana je ,,bootstrap”
analizom sa 1000 ponavljanja. Filogenetsko stablo ukorenjeno je koriS¢enjem sekvence
16S rRNK gena sojeva Xanthomonas euvesicatoria KX512832, Acidovorax citruli
NR041758, Agrobacterium tumefaciens AJ389906, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum HM581688, Pseudomonas syringae LC164016 i Pseudomonas syringae pv.
maculicola AB001444.
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6. 12. Osetljivost izolata Xcc na bakarne preparate in vitro

Osetljivost proucavanih izolata na: bakar — hidroksid, bakar — oksihlorid, bakar (II)
sulfat i antibiotik streptomicin — sulfat je ispitana prema metodi koju navode Ritchie i
Dittapongpitch (1991). Za ispitivanje je koriS¢ena podloga sa saharozom i peptonom
(SPA; Lelliot i Stead, 1987; Prilog 5). U sterilisanu i prohladenu podlogu (50 °C), dodati
su filterom sterilisani rastvori bakra do kona¢ne koncentracije od 100, 200 i 300 ppm i
streptomicin — sulfat do koncentracije od 5, 10, 25, 50 ppm. Nakon homogenizacije na

magnetnoj mesalici, podloga je razlivena u Petri kutije precnika 90 mm.

Bakterijske kulture starosti 48 sati, gajene na YDC podlozi, suspendovane su u sterilnoj
destilovanoj vodi do koncentracije priblizno 10° CFU/mI. Zasejavanje suspenzije na
podlogu, vrSeno je pipetiranjem po 3 ul bakterijske suspenzije u vidu kapljica. Kao
negativna kontrola zasejana je podloga bez inkorporacije baktericida. Zasejane podloge
inkubirane su pri temperaturi 27 °C. Nakon 48 h, belezeno je prisustvo ili odsustvo
kolonija. Ogled je postavljen u tri ponavljanja; jedna Petri kutija predstavljala je jedno

ponavljanje.

6. 13. Specificnost bakteriofaga prema Xcc
6. 13. 1. PreciS¢avanje i odredivanje titra bakteriofaga

PreciS¢avanje bakteriofaga je uradeno prema metodi koju opisuju Gasi¢ i sar. (2012),
na osnovu izgleda plakova u podlozi. Suspenzija faga je razredena u sterilnoj vodi u
odnosu 1:10. U dno Petri kutije dodato je 100 pl suspenzije bakterije Xcc 1 100 pl
suspenzije faga odredenog razredenja. Potom je dodata NYA podloga, u koli¢ini dok dno
nije prekriveno. Kruznim pokretima Petri kutije obezbedena je ravnomerna distribucija
faga i bakterije u podlozi. Petri kutije su postavljene u termostat pri 27 °C. Nakon 24 h
inkubacije posmatrana je pojava i izgled pojedina¢nih plakova. Blagim ubodom sterilnim
Stapi¢em u centar plaka, odvojen je deo plaka sa podlogom i resuspendovan u 100 pl
sterilne destilovane vode u mikroepruveti. Posle me$anja napravljena su jo§ dva razredenja
u odnosu 1:10 u sterilnoj vodi. Nakon toga, uzeto je po 100 ul suspenzije faga svakog
razredenja i 100 pl suspenzije kompatibilnog soja bakterije u 0,01 M magnezijum-
sulfatnom rastvoru, zasejano je u NYA podlozi kao sto je prethodno opisano. Nakon 24 h
inkubacije, formirani su plakovi. Opisani postupak je ponovljen jos dva puta. Nakon
pojave ujednacene forme plakova, podloga iz Petri kutije je preneta u sterilnu kolbu i

usitnjena. Dodato je 10 ml sterilne vode i zatim centrifugirano 20 min na 8 000 g, kako bi
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se uklonili ostaci podloge. Nakon toga supernatant je odliven u sterilnu staklenu posudu i
tretiran hloroformom (10:1 v/v). Po talozenju, nakon 1 h, pipetom je izdvojena gornja faza

u kojoj se nalaze fagi. Fagi su ¢uvani u tamnoj posudi na 4 °C.

Odredivanje titra bakteriofaga je radeno prema modifikovanoj metodi koju opisuju
Klement 1 sar. (1990). Serija deset razredenja suspenzije faga u sterilnoj vodi je
napravljena u odnosu 1:10 (10" 10% 1073 10% 10°; 10° 107; 10% 10° 10%9). U
epruvetu sa NYA podlogom, ohladenu na 45 °C dodato je 100 pl izolata KS-17 i 100 pl
suspenzije faga odredenog razredenja. Nakon meSanja blagim pokretima, sadrzaj epruvete
je preliven u Petri kutije koje su postavljene u termostat, pri temperaturi od 27 °C. Nakon
inkubacije od 24 h, posmatrani su i prebrojani plakovi u podlozi. Na osnovu broja
formiranih plakova u odredenim razredenjima, vrSeno je izracunavanje titra faga izrazenog
u broju formiranih plakova po ml suspenzije (plaque forming units/ml, PFU/ml) prema

formuli:
titar bakteriofaga (PFU/ml) = broj formiranih plakova x1/razredenje x10

6. 13. 2. Odredivanje specifi¢nosti bakteriofaga prema Xcc

Za ovaj test, odabrano je nasumi¢no 20 bakterijskih izolata. Ispitivanje specifi¢nosti
bakteriofaga je radena prema metodi Adams (1959) — Spot test (dvoslojni agar). Prvo je
razliven ravan agar u svaku Petri kutiju sa po 30 ml podloge. Nakon suSenja, ravan agar je
preliven sa 10 ml vr$nog sloja agara (Top Layer Agar) u koji je nakon hladenja do 45°C
dodato po 0,1 ml bakterijske suspenzije koja je gajena u LTP podlozi (Prilog 5). U sterilnoj
Gesmenskoj vodi pripremljena je suspenzija bakteriofaga, koncentracije priblizno 10%°
PFU/ml. Po susenju gornje podloge, mikropipetom dodato je 4 pl suspenzije izolovanih
bakteriofaga. Pojava plaka je posmatrana nakon inkubacije na 27 °C u trajanju od 24 h.

6. 14. Uticaj temperature na razvoj bolesti in vitro

Za ovo ispitivanje odabrane su biljke kupusa sorte Futoski starosti 6 nedelja. Pre setve
seme je dezinfikovano u rastvoru streptomicin-sulfata 0,02% i tiofanat — metila 0,01% u
trajanju od pet minuta, a potom isprano pod mlazom Cesmenske vode i posejano u
mesavinu supstrata (Klasmann 2) i sterilnog peska u odnosu 3:1. Biljke su gajene u
fitotronu pri fotoperiodu u trajanju od 16 casova dana (Svetla) i 8 casova mraka. Vestacka
inokulacija je radena u fenofazi 4 prava lista (BBCH 14), metodom prskanja suspenzijom
bakterije (KS-17) u sterilnom fizioloskom rastvoru koncentracije 10® CFU/mlI starosti 48h.
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Kontrolnu varijantu ¢inila je sterilna, destilovana voda primenjena na isti nacin kao 1
bakterijska suspenzija. Nakon inokulacije biljke su postavljenje u fitotronske komore na
razliCite temperature 16, 20, 24, 28, 32 i 36°C pri 100% RVV. Ogled je postavljen u tri

ponavljanja, od po pet biljaka po ponavljanju.

Pracenje pojave simptoma na listovima je belezeno svakih pet dana (Machaba, 1998),
odredivanjem povrsine nekroze pomocu skale koju navodi Horsfall 1 Barratt (1945) (Tab.

17).

Tab. 17 : Horsfall-Barratt (1945) skala

Ocena Nekroza lisne povrsine (%)
1 0
0-3
3 3-6
4 6-12
5 12-25
6 25-50
7 50-75
8 75-87
9 87-94
10 94-97
11 97-100
12 100

IzraCunavanje progresivne krive bolesti vrSeno je pomoc¢u AUDPC (Area Under
Disease Progress Curve) (Anonimys). VVrednosti podrucja ispod krive napredovanja bolesti
(AUDPC) su izra¢unate pomocu formule X[([xi + Xi_1]/2)(ti — ti1)], gde je X; ocena u

svakom trenutku ocene i (tj - tj_1) je vreme izmedu ocena (Shaner and Finney, 1977).
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6. 15. Ispitivanje baktericida u poljskim uslovima
6. 15. 1. Lokaliteti i veli¢ine osnovnih parcela

Poljski ogledi, u cilju ispitivanja efikasnosti odabranih baktericida u suzbijanju
prouzrokovaca crne trulezi kupusnjaca, izvedeni su na dva lokaliteta: Futog (uslovi
spontane infekcije — poljoprivredni proizvoda¢) i Rimski Sancevi — Odeljenje za
povrtarstvo, Instituta za ratarstvo i1 povrtarstvo u Novom Sadu (uslovi vestacke

inokulacije).

Ogledi su postavljeni u periodu od 2014 do 2016. godine na glavi¢astom kupusu sorte
Futoski. Veli¢ina osnovne parcele je iznosila 7 m?, meduredno rastojanje 70 cm i
rastojanje u redu 10 cm. Ogled je postavljen po slucajnom blok sistemu, u tri ponavljanja
sa 30 biljaka. U tehnologiji gajenja primenjene su specificne agrotehnicke mere za
proizvodnju kasnog kupusa. Kontrola gljiviénih oboljenja je vrSena upotrebom fungicida
na bazi sledecih aktivnih supstanci: propamokarb — hidrohlorid + fosetil — aluminijum,
mankozeb i hlorotalonil. U cilju kontrole §teto¢ina kupusa primenjeni su insekticidi na bazi
slede¢ih aktivnih supstanci: bifentrin, lambda — cihalotrin, hlorantraniliprol, hlorpirifos +

cipermetrin, cipermetrin, acetamiprid, deltametrin, pimetrozin i spirotetramat.

6. 15. 2. Ispitivani baktericidi

Baktericidi koris¢eni u ogledima pripadaju razli¢itim grupama. Iz grupe bakarnih
preparata, odabrane su sledece aktivne supstance: bakar — sulfat, bakar — oksihlorid i bakar
— hidroksid. 1z grupe fungicida ditiokarbamata upotrebljen je preparat sa aktivhom
supstancom mankozeb, a iz grupe fosfonata fosetil — aluminijum. Od antibiotika, odabrani
su: streptomicin — sulfat (formulisan kao oralni prasak za primenu u veterini) i
kasugamicin koji je formulisan kao preparat za primenu u zastiti bilja (u Srbiji nema

registraciju). Od bioloskih preparata koris¢en je Bacillus subtilis D26 (Tab. 18).
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Tab. 18: Primenjeni preparati 1 koli¢ine/koncentracije primene

Tretmani A s> Preparat Proizvodad Ko/K*
1 Bakar-sulf?(th:O g/kg Cu BlueBordo Cerex Agri 0,5%
2 Bakar-sulfat 200 g/kg Cu- ) oBordo Cerex Agri  0,25%

jona
Bakar-oksihlorid . . i
0,
3 350 glkg Cuprozin 35 WP Spiess Urania 0,5%
Bakar-oksihlorid . i .
0,
4 350 g/kg Cuprozin 35 WP  Spiess Urania 0,3%
Bakar-hidroksid i i
- 0,
5 500 g/kg Funguran-OH Spiess Urania 0,5%
Bakar-hidroksid . )
- 0,
6 500 glkg Funguran-OH Spiess Urania 0,3%
Bakar-hidroksid Funguran OH Spiess Urania 0,5%
7 500 g/kg + Mankozeb 800 + Galenika- +
g/kg Mankogal 80 Fitofarmacija 0,25%
Bakar-hidroksid 500 g/kg Funguran OH Spiess Urania 0,5%
8 + Fosetil-aluminijum 800 + Arysta +
g/kg Fostonic 80 WP LifeScience 0,2%
9 Bacillus subtilis D26 / Zorka-Klotild- 2| ha'l
10° ¢el/ml Agrotehnohem
- Streptomicin- Veterinarski 0
10 Streptomicin-sulfat sulfat Javod Subotica 0,02%
- . Arysta 1
11 Kasugamicin Kasumin LifeScience 21 ha
Kontrola Voda / / /

*A. s. — Aktivna supstanca; Ko/K — Koli¢ina/Koncentracija primenjenog preparata
6. 15. 3. Ispitivanje efikasnosti baktericida u uslovima spontane infekcije (lok. Futog)

Za potrebe ispitivanja efikasnosti baktericida, odabrana je parcela na kojoj se kupus
gaji uzastopno dve godine u plodoredu sa pSenicom (GPS: N 50°12°86"" E 39°80°51"").
Rasadivanje kupusa je vrSeno u prvoj polovini avgusta (05.08.2014; 03.08.2015;
13.08.2016), u fazi razvoja tri do Cetiri prava lista (BBCH 13-14). Pocetak primene
preparata je usledio dve nedelje po rasadivanju (20.08.2014; 18.08.2015; 29.08.2016).
Kontrolnu varijantu je ¢inio tretman vodom. Nakon prvog tretmana uradeno je jos§ dva, u
skladu sa vremenskim uslovima (29.08. i 08.09.2014; 28.08. i 09.09.2015; 08.09. i
19.09.2016).
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Tretmani su radeni upotrebom rucne prskalice ,,Solo ™ 426 uz utrosak vode od 300 1 ha™.
U radnu te¢nost, prilikom svakog tretmana, dodat je okvasSiva¢ Dash® (BASF) u koli¢ini
od 0,75 I ha™.

6. 15. 4. Ispitivanje efikasnosti baktericida u uslovima vestacke inokulacije (lok. Rimski

Sancevi)

Za proizvodnju rasada kupusa upotrebljeno je dezinfikovanio seme sa 2% NaOCI i
0,02 % streptomicin — sulfata. Rasadivanje je vrSeno u fazi tri do Cetiri lista u prvoj
polovini avgusta, dok je vesStacka inokulacija biljaka prskanjem radena u fazi 5 listova
(BBCH 15). Za inokulum je upotrebljen izolat KS-1, koncentracije 10° CFU/mI u
sterilnom 0,9 % m/V rastvoru NaCl, starosti 48 h, gajen na YDC podlozi. Inokulacija je
uradena jednom, U vecernjim Casovima (posle 19 h). Obracunata koli¢ina tecnosti za
inokulaciju iznosila je proporcionalno koli¢ini te¢nosti 300 1 ha™ uz dodatak okvasivada
Dash® (BASF) u koli¢ini 0,75 1 ha™. Dva sata pre vestadke inokulacije preparati su
primenjeni jednom 15.08.2014; 03.08.2015 i 09.08.2016. godine, a nakon toga na svakih
10 dana dva puta, koris¢enjem ru¢ne prskalice ,,Solo* uz utroSak vode od 300 1 hat i

dodatak okvagivaca Dash® (BASF) u koli¢ini 0,75 1 ha™.

Nakon tehnoloske zrelosti kupusa vrSeno je merenje mase pojedinacnih glavica za

svaki tretman posebno.

6. 15. 5. Ocena efikasnosti primenjenih baktericida

Stepen razvoja bolesti na listovima ocenjen je vizuelnom metodom, primenom Horsfall
— Barratt skale (Horsfall i Barratt, 1945) (Tab. 6 ). Ocenjivanje je vrSeno tri puta:
neposredno pre drugog i tre¢eg tretmana i 14 dana nakon treCeg tretmana. Intenzitet zaraze

je izracunat primenom Townsend — Heuberger’s formule (Townsend i Heuberger, 1943):

1Z (%) =

21(\7;,7 ) x 100
gde je:

IZ — intenzitet zaraze

n — broj listova u svakoj kategoriji infestacije

v — numericke vrednosti za kategorije infenstacije

N — najvisi stepen zaraze

V — ukupan broj ocenjenih listova
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6. 15. 6. Statisticka analiza efikasnosti baktericida

Ostvareni rezultati u ogledima ispitivanja efikasnosti baktericida za suzbijanje sudovne
bakterioze kupusnjaca, koji se odnose na ocene nekroze povrSine lista na osnovu
ordinalnih kategorijalnih skala, imaju ureden raspored vrednosti (ocena 1 < ocena 2 <
ocena 3 < ocena ). Ako se pretpostavi da promenjiva Y ima logic¢ku raspodelu i da ocene
oSte¢enja imaju ekvidistantna rastojanja na kontinuiranoj skali, u tom slucaju ocena

oStecenosti 1 predstavljace biljke sa Y < 01, gde 0; predstavlja prvu ocenu logitfunkcije za
prvu uredenu kategoriju (ocena 1). Verovatnoca (7;) postizanja skora biljaka sa ocenom 1
je P(Y < 01). Ocena ostecenosti 2 predstavlja biljke izmedu 0; i 6, i verovatno¢om (7,) za

skor biljaka sa ocenom definisanom kao P(0:<Y < 05).

Regresijom za ordinarne kategorijalne podatke ocenjuju se logiti za ordinalne ocene
ostecenja i pripadajuce verovatnoce. Za skalu od dvanaest ordinalnih ocena (1-12) kakva
je koris¢ena u ovim istrazivanjima, potrebno je oceniti jedanaest logit vrednosti (81,..., 012)

| jedanaest verovatnoca (T, ..., T12).
Takode ocenjene verovatnoce je moguce izraziti u formi kumulativnih verovatnoca (y1,
e 'le) gde je Y1= P(Y<91) =T, ’YZ: P(Y<62) =T+ T, ..., 712: P(Y<912) = T+ T+ T3+

4. ... 7T T2, dokje T =P (Y > 611) =1- 1131 i

Modeliranje kumulativnih verovatnoca zasniva se na sledecem ordinalnom logistickom
L 1 . . . . . . . .
modelu: y; = oo pixT gde i predstavlja logit vrednosti a X; je nezavisna promenljiva tj.

u ovom slucaju baktericidni tretman. Na logit skali model se moZe prikazati kao

Zi Vi
| L =0 -8X...1 A
og[l_yj =B, og[l_y

Jz@i—ﬁlxlintenzitete ostecenja i = 1, 2, 3, 4,

cel2.

Efikasnost baktericidnih tretmana je u ovom istraZivanju izrazena pomocu

kumulativnih verovatno¢a. Svaki model je referenciran u odnosu na kontrolni tretman.
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7. REZULTATI
7. 1. Sakupljanje uzoraka

U periodu 2014-2017. godine, na teritoriji Srbije izvrSen je obilazak terena sa ciljem
utvrdivanja pojave oboljenja bakteriozne prirode na gajenim kupusnjacama. Uzorci su
sakupljeni sa 23 lokaliteta na teritoriji R. Srbije, jednog lokalita sa teritorije Federacije
Bosne 1 Hercegovine (VrSani) i jednog lokaliteta sa teritorije R. Hrvatske (Erdut). Uzorke
su Cinili listovi koji su sakupljeni nasumi¢no po parceli. Tokom pomenutog perioda
uzorkovanja, sakupljeno je 82 uzoraka listova. Za potrebe izolacije bakterije iz semena,
sakupljeno je 20 uzoraka sertifikovanog i naturalnog semena, dok je za potrebe izolacije iz
zemljiSta sakupljeno 13 uzoraka zemljista sa pet lokaliteta (Kovilj, Rimski Sancevi, Futog,
Despotovo, Gospodinci).

U odnosu na lokalitet uzorkovanja, zabelezen je razlicit intenzitet zaraze (Tab 19). Na
mestima tradicionalnog gajenja kupusnjaca (Futog, Veternik, Begec¢, Despotovo, Leskovac
i Mrc¢ajevei) na pojedinim proizvodnim parcelama je zabelezeno preko 75% zarazenih
biljaka (SI. 5). Nasumic¢nim pregledom biljaka po ¢itavoj parceli, zabeleZzen je visok
procenat prekrivenosti lista hloroti¢nim ili nekroti¢nim promenama. Biljke koje su bile sa
veéim procentom zaraze, imale su slabiji razvoj i sitnije glavice, koje su Cesto bile
parazitirane sekundarnim patogenima. Proizvodnju na pomenutim lokalitetima karakterise

upotreba lokalnih populacija kupusnjaca, ¢ije seme proizvodaci sami odrzavaju.

Tab. 19: Intenzitet zaraze listova kupusnjaca na lokalitetima na kojima su sakupljanjeni

uzoraci

Intenzitet zaraze Lokalitet

Nizak do 25% zarazenih biljaka na parceli Aleksinac, Sokobanja

Srednji 25,1-50% zarazenih biljaka na Jasenovo, Kuzmin, Indija, Voganj, MuZlja,
parceli Sajkas, Pirot, Ni§, Vrani (BiH), Erdut (RH)

_ o Kovilj, Rumenka, Gospodinci, Rimski
Visok 50,1-75% zaraZenih biljaka na ‘ . o
Sancevi, Zmajevo, Golubinci, Zvecka,

parceli .
Tabanovic¢i
Izuzetno visok preko 75,1% zarazenih Futog, Veternik, Bege¢, Despotovo,
biljaka na parceli Leskovac, Mrc¢ajevci
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Sl. 5: Parcela pod kupusom na lokalitetu Despotovo, 2015 god., sorta Futoski

proizvodnja iz naturalnog semena (foto: Vlaji¢)

7. 1. 1. Simptomi bolesti

Prilikom obilaska na proizvodnim parcelama i okuénicama utvrdena je pojava Zutila
listova, ¢iji simptomi podsecaju na bakterioznu prirodu oboljenja. Simptomi bakterioze na
kupusnja¢ama belezeni su tokom ¢itavog perioda vegetacije na otvorenom polju. Najéesci
simptom koji je uocen tokom obilaska terena je bila rubna hloroza listova (SI. 6a), koja se
postepeno suzava prema centralnom nervu lista, obrazujuéi karakteristiCan simptom u

obliku latini¢nog slova ,,V* (Sl. 6b).
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S1. 6: a) Rubna hloroza lista kupusa, tipi¢an pocetni simptom zaraze kupusa bakterijom
X. campestris; b) Hloroza i nekroza u obliku latini¢nog slova ,,V*, tipi¢an simptom zaraze

kupusa bakterijom X. campestris (foto: Vlajic)

U delovima lista zahva¢enim hlorozom, uocava se pojava crnila nerva, $to ukazuje na
razvoj patogena u sprovodnim elementima (SI. 7). Spajanjem pega formira se veca

hloroti¢na povrsina, koja prelazi u nekrozu.

Sl. 7: Patoloska promena sprovodnog tkiva — crnilo nerava na listu kupusa (uvecanje
4x10; foto: Vlaji¢)

Na mladim biljkama u rasadu, simptomi hloroze se pojavljuju na kotiledonim
listovima, dok je unutrasnjost stabla na popre¢nom preseku crne boje. Na rasadu sa
formirana dva prava lista, primarni simptomi su u vidu rubnog Zutila liske koja se klinasto
spusta do centralnog nerva (SI. 8). Cest simptom kod rasada je pojava uvelosti, naro¢ito

kod proizvodnje u lejama.
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S1. 8: Rubno zutilo liske na rasadu kupusa (foto: Vlaji¢)

Nakon rasadivanja na proizvodne parcele, zaraZeni listovi se obi¢no suSe usled ¢ega
biljka retrovegetira, a kao posledica toga zaostaje u porastu. Sprovodnim elementima
bakterija se Siri do stabla spreCavajuéi transport vode, usled ¢ega dolazi do citavog
propadanja biljaka ili biljke ne formiraju glavicu. Kod formiranih glavica, usled jaceg
napada razvija se simptom crne trulezi, ¢esto 1 kao rezultat zdruZene infekcije sa drugim
patogenima ili saprofitima.

Na cvetonosnom stablu izvodnica kupusa, simptomi su u vidu rubne hloroze listova
koja vremenom prelazi u nekrozu (SI. 9). Razvojem bolesti, ¢itava liska nekrotira i list

gubi fizioloSku funkciju, Sto se odraZava na kvalitet semena.

S1. 9: Hloroza i nekroza oboda liske na cvetonosnom stablu kupusa (foto: Vlaji¢)
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Simptomi na listovima karfiola, brokolija, kelja 1 uljane repice slicni su simptomima
koji se pojavljuju na listovima kupusa, u vidu hroloti¢ne i nekroti¢ne promene po ivicama
listova sa formiranjem nekroza u obliku slova ,,V* (S1. 10). Simptomi na listovima uljane
repice se pojavljuju tokom oktobra meseca, Cesto veoma slabo izraZeni po rubovima
listova, dok se intenzivniji i uoéljiviji simptomi pojavljuju u periodu mart — april, u
zavisnosti od agroekoloskih uslova. Intenzivnija pojava simptoma na karfiolu, brokoliju i
kelju belezi se od maja meseca do kasne jeseni, a intenzitet zaraze zavisi od osetljivosti
gajene biljke. Razvoj patogena na kupusu belezi se tokom ¢itave vegetacije, a intenzitet

zavisi od lokaliteta i gajenog sortimenta.

precw RS o N\ Vel

Sl. 10: Simptomi bolesti na A) karfiolu; B) brokoliju; C) kelju, D) uljanoj repici

(foto: Vlaji¢)
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Veoma cCesto, simptomi Xcc se nalaze na samonikloj uljanoj repici, koja izrasta kao

posledica osipanja semena usled pucanja ljuske (SI. 11).

Sl. 11: Simptomi Xcc i o$tecenja od insekata na samonikloj uljanoj repici (foto: Vlajic)

7. 2. lzolacija Xcc iz listova

Nakon inkubiranja razmaza macerata listova 2—-3 dana pri temperaturi od 27 °C na
YDC podlozi, uocena je pojava kolonija razli¢itog izgleda. Za dalja proucavanja odabrane
su okrugle i glatke kolonije zute boje, koje fenotipski podseaju na predstavnike roda
Xanthomonas. Kolonije su presejane nekoliko puta uzastopno, kako bi se dobili Cisti
izolati. Na ovaj nacin sakupljeno je 82 izolata poreklom iz lista razliCitih domacina u

okviru porodice Brassicaceae (Tab. 20).

Tab. 20: Spisak izolata poreklom sa lista kupusnjaca

Redni broj Sifra izolata Biljana vrsta Lokalitet Godina izolacije
1. KS-1 Kupus Rumenka 2014
2. KS-2 Kupus R. Sancevi 2014
3. KS-3 Kupus Futog 2014
4. KS-4 Kupus Kovilj 2014
5. KS-5 Kupus Kovilj 2014
6. KL-1 Karfiol Kovilj 2014
7. KL-2 Karfiol Despotovo 2014
8. KS-6 Kupus R. SanCevi 2015
9. KS-7 Kupus R. sancevi 2015
10. KS-8 Kupus R. SanCevi 2015
11. KS-9 Kupus R. Sancevi 2015
12. KS-10 Kupus Jasenovo 2015
13. KS-11 Kupus Jasenovo 2015
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14. KL-3 Karfiol Jasenovo 2015
15. BL-1 Brokoli Jasenovo 2015
16. KS-12 Kupus Jasenovo 2015
17. KS-13 Kupus Rumenka 2015
18. KS-14 Kupus Rumenka 2015
19. KS-15 Kupus R. Sancevi 2015
20. KS-16 Kupus R. Sancevi 2015
21. KS-17 Kupus Futog 2015
22. KS-18 Kupus Futog 2015
23. KS-19 Kupus Futog 2015
24, KL-4 Karfiol Futog 2015
25. KL-5 Karfiol Futog 2015
26. KS-20 Kupus Mr¢ajevci 2015
217. KS-21 Kupus Mr¢ajevci 2015
28. KS-22 Kupus Despotovo 2015
29. KL-6 Karfiol Despotovo 2015
30. KL-7 Karfiol Despotovo 2015
31. KL-8 Karfiol Despotovo 2015
32. KS-23 Kupus Despotovo 2015
33. KS-24 Kupus Golubinci 2015
34. KS-25 Kupus Kuzmin 2015
35. KS-26 Kupus Kuzmin 2015
36. KS-27 Kupus Indija 2015
37. KS-28 Kupus Indija 2015
38. KS-29 Kupus Voganj 2015
39. UR-1 U. repica R. Sancevi 2016
40. UR-2 U. repica R. Sancevi 2016
41. UR-3 U. repica R. Sancevi 2016
42. KS-30 Kupus Veternik 2016
43. KS-31 Kupus Futog 2016
44, KS-32 Kupus Futog 2016
45. KS-33 Kupus Futog 2016
46. KS-34 Kupus Zmajevo 2016
47. KS-35 Kupus Zmajevo 2016
48. KS-36 Kupus Zmajevo 2016
49. BL-2 Brokoli Zvecka 2016
50. KL-9 Karfiol Muzja 2016
51. KS-37 Kupus Muzja 2016
52. KL-9 Karfiol Zvecka 2016
53. KS-38 Kupus Tabanovié 2016
54. KLJ-1 Kelj Tabanovic¢ 2016
55. KS-39 Kupus Aleksinac 2016
56. KS-40 Kupus Aleksinac 2016
57. KS-41 Kupus Sokobanja 2016
58. KS-42 Kupus Sokobanja 2016
59. KS-43 Kupus Vrsani 2016
60. KS-44 Kupus Vrsani 2016
61. KS-45 Kupus Futog 2016
62. KL-10 Karfiol Futog 2016
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63. KS-46 Kupus Futog 2016
64. KS-47 Kupus Kovilj 2016
65. KS-48 Kupus Sajkas 2016
66. KS-49 Kupus Kovilj 2016
67. KS-50 Kupus Kovilj 2016
68. KS-51 Kupus Pirot 2016
69. KS-52 Kupus Pirot 2016
70. KS-53 Kupus Nis 2016
71. KS-54 Kupus Nis 2016
72. KS-55 Kupus Leskovac 2016
73. KS-56 Kupus Leskovac 2016
74. KS-57 Kupus Bege¢ 2016
75. KS-58 Kupus Bege¢ 2016
76. KS-59 Kupus Futog 2017
77. KL-12 Karfiol Kovilj 2017
78. KL-13 Karfiol Despotovo 2017
79. KL-14 Karfiol Despotovo 2017
80. KS-60 Kupus Kovilj 2017
81. KS-61 Kupus Erdut 2017
82. KS-62 Kupus Erdut 2017

7. 3. Izolacija iz semena

Izolacijom bakterije iz uzoraka semena kupusa, karfiola i uljane repice na YDC podlozi sa

dodatkom cikloheksamida (250 mg/l) dobijen je veéi broj razli¢itih kolonija. Za dalja

proucavanja izabrano je 19 izolata poreklom od zutih, sluzastih i ispupCenih kolonija,

veli¢ine 2-3 mm, koji fenotipski podsecaju na predstavnike roda Xanthomonas (Tab. 21).
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Tab. 21: Spisak izolata poreklom sa semena kupusnjaca
Redni broj .Slfra Biljna vrsta Poreklo Mesto . _Godlr_1_a
izolata uzorkovanja izolacije

1. S-1 Kupus Domacinstvo Futog 2015

2. S-2 Kupus Domacinstvo Futog 2015

3. S-3 Kupus Domacinstvo Futog 2015

4, S-4 Kupus Domacinstvo Futog 2015

5. S-5 Kupus Domacinstvo Futog 2015

6. S-6 Kupus Domacinstvo Despotovo 2015

7. 57 Kupus ~ Holoprivredna o saq 2015
apoteka

8. 58 Kupus ~ Holoprivredna o saq 2015
apoteka

9, 59 Kupus ~ Holoprivredna o saq 2016
apoteka

10. 510 Karfiol ~ Foloprivredna o saq 2016
apoteka

11. S-11 Kupus Domacinstvo Futog 2016

12. S-12 Kupus Domacinstvo Futog 2016

13. S-13 Kupus Domacinstvo Futog 2016

14. S-14 U. repica Poljoprivredna Novi Sad 2016
apoteka

15. S-15 U. repica Poljoprivredna Novi Sad 2016
apoteka

16. S-16 Kupus Domacinstvo Despotovo 2017

17. S-17 Kupus Domacinstvo Futog 2017

18. S-18 Kupus Domacinstvo Futog 2017

19. S-19 Kupus Domacinstvo Futog 2017

20. $-20 U.repica  oHoprivredna o i oy 2017
apoteka

7. 4. 1zolacija Xcc iz zemljista

Izolacijama iz uzoraka zemljiSta na selektivhu SX podlogu, nakon 3 dana inkubacije

pri 27 °C zabelezena je pojava sitnih kolonija sa svetlom zonom, kao posledica hidrolize

skroba. Nakon pet dana pre¢nik kolonije je iznosio 2—3 mm, dok je zona hidrolize iznosila

7-9 mm. Iz veStacki inokulisanog zemljista, zabeleZen je porast kolonija, Sto ukazuje na

pouzdanost metode. Kolonije su mukoidne i ispupcene, plavi¢asto — ljubicaste boje. Na

ovaj nacin dobijen je veci broj izolata od kojih je za dalja istrazivanja izabrano 13 (Tab.

22).

67



Slobodan Viajié¢ Doktorska disertacija Rezultati
Tab. 22: Spisak izolata poreklom iz zemljista
Redni broj Sifra izolata Lokalitet Tip zemljiSta .GOd'r.'.a
izolacije
1. Z-1 Kovilj Ritska crnica 2015
2. Z-2 Kovilj Cernozem 2015
3. Z-3 R. Sancevi Cernozem 2015
4, Z-4 Futog Cernozem 2015
5. Z-5 Futog Cernozem 2015
6. Z-6 Futog Cernozem 2016
7. Z-7 Kovilj Cernozem 2016
8. Z-8 Despotovo Cernozem 2016
9. Z-9 Despotovo Cernozem 2016
10. Z-10 Despotovo Cernozem 2016
11. Z-11 R. $andevi Cernozem 2016
12. Z-12 Futog Cernozem 2017
13. Z-13 Gospodinci Cernozem 2017

7. 4. 1. Periodi¢na izolacija Xcc iz zemljista

Periodi¢cnom izolacijom iz zemljista, prisustvo bakterije u zemljistu je potvrdeno u
septembru, oktobru, novembru 2015. i 2016. godine, kao i aprilu, maju i junu 2016. godine
i maju i junu 2017. godine. Prisustvo bakterije u zemljisti nije utvrdeno u decembru 2015. i
2016. godine, januaru, februaru i martu 2016. i 2017. godine kao i aprilu 2017. godine
(Tab. 23).
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Tab. 23: Rezultati periodi¢ne izolacije XcC iz zemljista prikazani po mesecima

Mesec Godina Datum izolacije Uspesnost Sifra izolata
izolacije*
Januar 2016 22.01. - /
2017 24.01. - /
Februar 2016 23.02. - /
2017 24.02. - /
Mart 2016 25.03. - /
2017 20.03. - /
April 2016 20.04. + Z-2016/4
2017 26.04. - /
Maj 2016 23.05. + Z-2016/5
2017 17.05. + Z-2017/5
Jun 2016 14.06. + Z-2016/6
2017 26.06. + Z-2017/6
1ul 2016 21.07. - /
2017 24.07. - /
Avgust 2016 24.08. + Z-2016/8
2017 28.08. + Z-2017/8
Septembar 2015 17.09. + Z-2015/9
2016 20.09. + Z-2016/9
Oktobar 2015 20.10. + Z-2015/10
2016 17.10. - Z-2016/10
Novembar 2015 18.11. + Z-2015/11
2016 22.11. + Z-2016/11
Decembar 2015 22.12. - /
2016 18.12. - /

* + pozitivne izolacije; - negativne izolacije

7. 5. lzolacija bakteriofaga

U periodu 2016. i 2017. godine sakupljeni su uzorci zemljista u neposrednoj blizini

biljaka sa simptomima crne truleZi ili sudovne bakterioze. Primenom metode obogacivanja

supstrata dobijeno je 15 izolata faga (Tab. 24). Dobijeni bakteriofagi Cuvani su u

zatamnjenoj sterilnoj boci, pri temperaturi od 4 °C.
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Tab. 24: Izolati bakteriofaga izolovani iz zemljista tokom 2016. i 2017. godine

e Lokalitet Biljna vrsta Godina
akteriofaga izolacije
FXccl/1 Futog Kupus 2016
FXccl/2 Futog Kupus 2016
FXccl/3 Futog Kupus 2016
FXccl/4 Futog Karfiol 2016
FXccl/5 Futog Kupus 2016
FXcc2/1 R. Sancevi Kupus 2016
FXcc2/2 R. Sancevi Kupus 2016
FXcc2/3 R. Sancevi Kupus 2017
FXcc2/4 R. sancevi Kupus 2017
FXcc2/5 R. Sancevi Kupus 2017
FXcc3/1 Futog Kupus 2017
FXcc3/2 Futog Kupus 2017
FXcc3/3 Futog Kupus 2017
FXcc3/4 Futog Karfiol 2017
FXcc3/5 Futog Kupus 2017

7. 6. Provera patogenosti izolata

Patogenost izolata poreklom iz listova, semena i zemljiSta je dokazana infiltracijom

suspenzije u centralni nerv lista kupusa i metodom prskanja mladih biljaka kupusa.

7. 6. 1. Provera patogenosti infiltracijom bakterijske suspenzije u centralni nerv

Primenom metode infiltracije bakterijske suspenzije, u centralnom nervu lista kupusa

tre¢i dan nakon inokulacije zabelezena je promena boje 1 pojava vlaznih pega koja se Siri

od mesta uboda duZz lisne drSke (Sl. 12a). Nakon 5 dana povrSina razmekSanog tkiva se

povecava i postaje mrke boje (SI. 12b).
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S1. 12: a) Pocetni simptom na listu kupusa tri dana nakon inokulacije sa izolatom KS-
21; b) Razvoj simptoma na listu kupusa pet dana nakon inokulacije izolatom KS-21 i

neinokulisana kontrola (K-) (foto: Vlaji¢)

Sedmi dan zabeleZena je pojava crne linije na prelazu zdravog u obolelo tkivo, pojava
zuckastog eksudata, i pocetak truljenja tkiva (SI. 13). U neinokulisanoj kontroli, gde je
umesto bakterijske suspenzije u list uneta sterilna voda, nije registrovana pojava simptoma

do kraja perioda inkubacije.

Sl. 13: Simptom na listu kupusa, sedam dana nakon inokulacije izolatom KS-21 (foto:
Vlajic)

Znatno manje vlazne pege i razmekSavanje tkiva zabelezeno je kod listova koji su
inokulisani izolatima poreklom iz uljane repice (UR-1; UR-2; UR-3), u odnosu na
simptome patogenosti ostalih izolata (SI. 14).
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Sl. 14: Simptom na listu kupusa sedmog dana nakon inokulacije izolatom poreklom iz
uljane repice UR-1 (foto: Vlaji¢)

7. 6. 2. Provera patogenosti metodom prskanja

Prvi simptomi na biljkama kupusa primenom metode prskanja su zabelezeni petog
dana od inokulacije, u vidu sitnih vodenastih pega rasporedenih po ivici lista (SI. 15).
Sedmog dana pege su pocele Sirenje ka unutrasnjosti, i zabeleZzeno je njihovo blago
uvecavanje. Dvanaestog dana na ivici listova obrazovani su tipi¢ni simptomi u obliku

slova ,,V*, na prelazu zdravog u obolelo tkivo zabelezena je pojava zute povrsine (SI. 16).

Sl. 15: Promene na licu lista kupusa, pet dana nakon inokulacije (foto: Vlaji¢)
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SI. 16: Sirenje pega ka unutrasnjosti lista i pojava tipi¢nog simptoma u obliku slova

,» V12 dana nakon inokulacije (foto: Vlaji¢)

Veéina ispitanih izolata je prouzrokovala pojavu simptoma na ispitivanim biljkama
domacinima. Jedino izolati poreklom iz zemljista Z7, Z10 i Z13, nisu prouzrokovali

simptome na listovima testiranih biljaka (Tab. 25).

Tab. 25: Rezultati provere patogenosti ispitivanih izolata

Reprodukovani Reprodukovani
Sifra izolata Poreklo izolata simptomi metodom  simptomi metodom
infiltracije prskanja
KS-1 list + +
KS-2 list + +
KS-3 list + +
KS-4 list + +
KS-5 list + +
KL-1 list + +
KL-2 list + +
KS-6 list + +
KS-7 list + +
KS-8 list + +
KS-9 list + +
KS-10 list + +
KS-11 list + +
KL-3 list + +
BL-1 list + +
KS-12 list + +
KS-13 list + +
KS-14 list + +
KS-15 list + +
KS-16 list + +
KS-17 list + +
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KS-18
KS-19
KL-4
KL-5
KS-20
KS-21
KS-22
KL-6
KL-7
KL-8
KS-23
KS-24
KS-25
KS-26
KS-27
KS-28
KS-29
UR-1
UR-2
UR-3
KS-30
KS-31
KS-32
KS-33
KS-34
KS-35
KS-36
BL-2
KL-9
KS-37
KL-9
KS-38
KLJ-1
KS-39
KS-40
KS-41
KS-42
KS-43
KS-44
KS-45
KL-10
KS-46
KS-47
KS-48
KS-49
KS-50
KS-51
KS-52
KS-53
KS-54

list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list
list

+++++++++++++ A A+

+ ++++++++++ A A A A+
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KS-55 list + +
KS-56 list + +
KS-57 list + +
KS-58 list + +
KS-59 list + +
KL-12 list + +
KL-13 list + +
KL-14 list + +
KS-60 list + +
KS-61 list + +
KS-62 list + +
Z-1 zemljiste + +
Z-2 zemljiste + +
Z-3 zemljiste + +
Z-4 zemljiste + +
Z-5 zemljiSte + +
Z-6 zemljiste + +
Z-7 zemljiSte + -
Z-8 zemljiste + +
Z-9 zemljiSte + +
Z-10 zemljiste + -
Z-11 zemljiSte + +
Z-12 zemljiste + +
Z-13 zemljiSte + -
S-1 seme + +
S-2 seme + +
S-3 seme + +
S-4 seme + +
S-5 seme + +
S-6 seme + +
S-7 seme + +
S-8 seme + +
S-9 seme + +
S-10 seme + +
S-11 seme + +
S-12 seme + +
S-13 seme + +
S-14 seme + +
S-15 seme + +
S-16 seme + +
S-17 seme + +
S-18 seme + +
S-19 seme + +
S-20 seme + +
Z-2016/4 zemljiSte - + +
periodi¢na izolacija
Z-2016/5 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija
7.2017/5 zemljiste - + +

periodi¢na izolacija
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Z-2016/6 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

Z.2017/6 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

Z.2016/8 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

7.2017/8 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

Z.2015/9 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

Z.2016/9 zemljiste - + +
periodi¢na izolacija

Z-2015/10 zemljiste - " "
periodi¢na izolacija

Z-2016/10 zemljiste - + +
periodicna izolacija

Z-2015/11 zemljiste - + +
periodicna izolacija

Z-2016/11 zemljiSte - + +

periodicna izolacija

7. 6. 3. Reizolacija

Nakon inokulacionih ogleda, uspesno je uradena reizolacija bakterija. Na YDC podlozi
nakon 48 h zabeleZzen je razvoj Zutih, sluzastih i1 glatkih kolonija koje fenotipski
odgovaraju vrstama roda Xanthomonas (Tab. 26). Reizolacija je radena za svaki uzorak
pojedinacno, a iz svake grupe u odnosu na domacina i poreklo izolata su odabrani reizolati
koji su Cuvani u kolekciji. Reizolati su uklju¢eni u postupak ispitivanja biohemijsko —
fizioloskih karakteristika sa izolatima poreklom iz lista, semena i zemljiSta. Patogenost
reizolata je dokazana infiltracijom u centralni nerv lista kupusa, reprodukujuci iste

simptome kao nakon inokulacije izolatima.
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Tab. 26: Kolekcija reizolata

Redni Reizolat Izolat sa kojim je

broj vriena inokulacija

1. KS-1/1 KS-1

2 KS-9/1 KS-9

3 BL-1/1 BL-1

4, KL-4/1 KL-4

5. UR-1/1 UR-1

6 KL-9/1 KL-9

7 KS-39/1 KS-39

8 KLJ-1/1 KLJ-1

9. KS-43/1 KS-43
10. KL-10/1 KL-10
11. KS-48/1 KS-48
12. KS-51/1 KS-51
13. KS-56/1 KS-56
14. KL-12/1 KL-12
15. KS-62/1 KS-62
16. Z1/1 Z1
17. Z2/1 Z2
18. Z5/1 Z5
19. Z9/1 Z9
20. Z10/1 Z10
21. Z12/1 Z12
22. S2/1 S2
23. S3/1 S3
24, S4/1 S4
25. S5/1 S5
26. S7/1 S7
217. S8/1 S8
28. S11/1 S11
29. S14/1 S14
30. S18/1 S18
31. S20/1 S20
32. Z-2015/9/1 Z-2015/9
33. Z -2016/10/1 Z -2016/10
34. Z-2017/5/1 Z-2017/5

Svi izolati za koje je primenom obe metode provere patogenosti potvrdena patogenost

ukljuceni su u dalja ispitivanja.
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7. 6. 4. Hipersenzitivna reakcija na duvanu i muskatli

Nakon inkubacije inokulisanih listova duvana 1 muskatle u trajanju 48 h, zabelezeni su
simptomi nekroze 1 naglog izumiranja tkiva na mestima inokulacije, bez daljeg Sirenja, $to
predstavlja znak pozitivne reakcije. (SI. 17). Na mestu inokulacije sterilnom destilovanom
vodom nije bilo promena. Svi ispitani izolati prouzrokovali si isti odgovor na listovima

duvana i muskatle.

>

Voda

Xce
NCPPB 1144

Sl. 17: Promene na lisnom tkivu nakon infiltracije suspenzije bakterije: a) nekroza
lisnog tkiva duvana nakon inkubacije od 48 h; b) nekroza lisnog tkiva muskatle nakon

inkubacije od 48 h (foto: Vlaji¢)
7.7. Odgajivacke odlike
Odgajivacke odlike ispitane su za sve izolate koji su ispoljili patogenost.
7.7. 1. 1zgled kolonija na standardnim hranjivim podlogama

Svi proucavani izolati na MPA podlozi nakon 48h obrazuju Zute, ispupcene sitne
kolonije pre¢nika 1—-2 mm, sjajnog izgleda. Na YDC podlozi kolonije su Zute, ispupcene,
pre¢nika 2—3 mm, sluzaste konzistencije i sjajnog izgleda (SI. 18). Ovakav izgled kolonija
je zabeleZen 1 kod kontrolnog soja NCPPB 1144.
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Sl. 18: Detalj: levo) izgled kolonija na MPA podlozi posle 48h inkubacije; desno)
izgled kolonija na podlozi sa kvas¢evim ekstraktom i CaCO3 posle 48h inkubacije (foto:
Vlajic)

7. 7. 2. Stvaranje sluzi na hranljivom agaru sa 5% saharoze

Ispitivani izolati i kontrolni soj NCPPB 1144 na podlozi od hranljivog agara (NA) sa
dodatkom 5% saharoze, tre¢eg dana su formirali krupne sluzaste kolonije. Petog dana

inkubacije kolonije su medusobno srasle formirajuci obilje sluzi (S1. 19).

Sl. 19: Izgled kolonija petog dana na NA podlozi sa 5% saharoze (foto: Vlaji¢)

7.7.3. Razvojna 37 °C

Svi ispitivani izolati, razvijaju se na temperaturi od 37 °C, usled ¢ega dolazi do
zamucenja podloge. Isto je zabelezeno kod kontrolnog soja NCPPB 1144, dok je

nezasejana podloga bez zamucenja (Sl. 20).
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|

Sl. 20: Nezasejana Y'S podloga (levo) i razvoj izolata KS-46 na temperaturi 37 °C
(desno) (foto: Vlaji¢)
7. 7. 4. Tolerantnost na NaCl

Razvoj proucavanih izolata i referentnog soja NCPPB 1144 je zabeleZen u podlozi sa 2
I 5% NaCl u vidu zamucenja. Kod podloge sa 7% NaCl i negativne kontrole nije

zabelezeno zamucenje podloge (SI. 21).

Sl. 21: Tolerantnost na NaCl: porast kolonija prouc¢avanog izolata KS-36 u podlozi sa
5% NaCl (levo); b) odsustvo razvoja prouc¢avanog izolata KS-36 na podlozi sa 7% NaCl
(desno) (foto: Vlaji¢)
7.7.5. Tolerantnost na trifenil — tetrazolium hlorid — TTC

Proucavani izolati i referentni soj NCPPB 1144 nisu pokazali tolerantnost prema

koncentraciji 0,02% 1 0,1% TTC, odnosno nije zabelezen razvoj kolonija.
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7. 8. Morfoloske odlike
7. 8. 1. Reakcija po Gramu

Nakon homogenizacije kolonija u kapi 3% KOH, proucavani izolati i referentni soj
NCPPB 1144, pri povlacenju bakterioloske petlje na kojoj se nalazila bakterijska kolonija,
obrazovali su sluzasti kon¢i¢ $to ukazuje na pripadnost grupi Gram negativnih bakterija.
Kod S. aureus (soj MRSA 82) nije doslo do formiranja konc¢i¢a nakon homogenizacije u
3% KOH.

7. 8. 2. Pokretljivost

Svi ispitivani izolati i referentni soj NCPPB 1144 su pokretljivi, odnosno nakon

inkubacije od 48 h doslo je do zamucenja podloge.

7. 8. 3. Oblik bakterija

Mikroskopskim pregledom ustanovljeno je da su bakterije Stapic¢astog oblika,

asporogene sa jednom polarnom cilijom.

7. 9. Biohemijsko — fizioloske odlike izolata

Rezultati proucavanja pokazali su homogenost svih ispitivanih izolata u pogledu
biohemijsko — fizioloskih karakteristika. Glukozu metaboliSu samo u aerobnim uslovima
(oksidativim putem), produkuju indol i stvaraju H,S iz peptona, oksidaza je negativna,
katalaza pozitivna, razlazu zelatin, hidrolizuju skrob, eskulin i Tween 80. Izolati ne
redukuju nitrate u nitrite, razlazu citrate i vrSe proteolizu mleka (Sl. 22). Kiselinu iz
ugljenih hidrata stvaraju iz: arabinoze, celobioze, trehaloze, glukoze, galaktoze, laktoze,
manoze, saharoze i dekstrina (Tab. 27).

U svim navedenim biohemijsko — fizioloSkim testovima dobijeni su isti rezultati kod
kontrolnog referentnog soja NCPPB 1144, na osnovu ¢ega je preliminarno zaklju¢eno da

izolati pripadaju vrsti X. c. pv. campestris.
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Tab. 27: Biohemijsko — fizioloSke odlike ispitivanih izolata i kontrolnih sojeva

Proucavani Kontrolni sojevi

Testovi 'Zoﬁt;iggl‘alt?s)’ NCPPB KBNS KBNS ATCC

(n=34) 1144 201 94 25922
O/F test 0] O ni ni ni
Stvaranje indola * * ni ni n!
H,S + + ni - ni
. oksidaze - - + ni ni
Aktivnost katalaze + + ni ni ni
Razlaganje zelatina + + ni ni ni
Hidroliza skropa * * ni ni n@
eskulina + + ni ni ni
Tween 80 + + ni ni ni
Redukcija nitrata - - ni ni +
Razlaganje citrata + + ni ni +
Proteoliza mleka + + ni ni ni
arabinoze + + ni ni ni
celobioze + + ni ni ni
trehaloze + + ni ni ni
. glukoze + + ni ni ni
Stvaranje . . .
kiseline iz~ 9alaktoze * * ni ni ni
laktoze + + ni ni ni
manoze + + ni ni ni
saharoze + + ni ni ni
dekstrina + + ni ni ni

Legenda: O — oksidativni metabolizam glukoze; + pozitvna reakcija; - negativna

reakcija; ni — nije ispitivano
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H,S: a) izolat KL-9; b) soj NCPPB 1144; ¢) Razlaganje zelatina: a) nezasejana podloga;
nezasejana podloga b) izolat Z-12

Hidroliza skroba: a) referentni soj NCPPB
1144; b) izolat KS-28; ¢) nezasejana
podloga

Hidroliza eskulina: a) referentni soj NCPPB
1144; b) nezasejana podloga; c) izolat S-9

Razlaganje citrata: a) nezasejana podloga;
b) izolat KS-11; c) referentni soj NCPPB
1144

Sl. 22: Biohemijsko — fizioloske odlike izolata (foto: Vlaji¢)

Proteoliza mleka izolat KS-1
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7. 10. Seroloske odlike

Seroloska istrazivanja sprovedena u cilju detekcije 1 utvrdivanja prisustva bakterije Xcc
na kupusnjacama u Srbiji, obuhvatila su primenu direktne imunoenzimske metode na ploci
(DAS — ELISA), koris¢enjem komercijalnih poliklonalnih antiseruma (Loewe Biochemica

GmbH, Nemacka) specifi¢nih za detekciju ove bakterije.

Srednje vrednosti ekstinkcija proucavanih sojeva kretale su se u granicama od 1,210 do
1,971, dok su vrednosti ekstinkcija komercijalne pozitivne kontrole (Loewe Biochemica
GmbH, Nemacka) 1 referentnog izolata (NCPPB 1144B) bile u granicama od 0,859 do
1,256. Srednje vrednosti ekstinkcija komercijalne negativne kontrole (Loewe Biochemica
GmbH, Nemacka), izolata Xanthomonas euvesicatoria (KFB 29) kao i izolata P. s. pv.
syringae (KBNS 94) kretale su se u granicama od 0,112 do 0,189. S obzirom na to da su se
pozitivnim smatrali uzorci ¢ija je vrednost ekstinkcije na 405 nm bila dva 1 viSe puta veca
od srednje vrednosti ekstinkcije negativne kontrole, svi ispitivni izolati: 82 sa lista
razli¢itth domacina, 26 iz zemljista, 20 sa semena, 34 reizolata, pokazali su pozitivnu

reakciju na prisustvo bakterije Xcc (Sl. 23).

Slika 23: DAS - ELISA test — pojava Zute boje u bunarc¢i¢u mikrotitarske ploce znak je
pozitivne reakcije; 2B-C — 10B-C i 2D-G - 9D-G - ispitivani izolati; 10D i 10E —
pozitivna kontrola (Loewe Biochemica GmbH, Nemacka); 10F i 10G pozitivna kontrola
(referentni NCPPB 1144B); 11B i 11C — negativna kontrola (Loewe Biochemica GmbH,
Nemacka); 11D i 11E — negativna kontrola (Xanthomonas. euvesicatoria, KFB 29); 11F i

11G — negativna kontrola (P. s. pv. syringae, KBNS 94).
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7. 11. Molekularna identifikacija

Analizom dobijenih rezultata mPCR-a, izvedenog setom specifi¢nih prajmera DLH
120/DLH 125 (619 bp), kao 1 Zup 2309/Zup 2310 (370 bp), kod svih proucavanih izolata 1
reizolata, kao i kontrolnog referentnog soja NCPPB 1144, amplifikovani su fragmenti
nukleinskih kiselina veli¢ine 619 i 370 bp (SI. 24, 25, 26). Kod negativne kontrole E. coli,
P. s. pv. syringae KBNS 94 (SI. 24) i X. vesicatoria KFB 29 (Sl. 26) nije zabeleZena

amplifikacija pomenutih fragmenata.

q—
)
g—‘
M
A -V A S S A AR S BN |
oM O w4 Kol QN N N W
S MM Z MM DN MM MM M MM
619bp = _— bl aud - e o
370bp = v-——-;j'-l - - Ricds &
e LR e e R e e MR e o

Sl. 24: Identifikacija Xcc izolata poreklom iz listova prajmerima DLH 120/125 (619
bp) i Zup 2309/2310 (370 bp). M — marker (SERVA FastLoad 100bp DNK Ladder , Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany); ATCC 25922 — E. coli (Ec); KBNS 94 —
P.s. pv. syringae; NCPPB 1144 — referentni soj Xcc; KS-1, KL-1, UR-1, UR-3, KLJ-1,
BL-1, KS-9, KL-5, KS-21, KS-37, KL-12, KS-43 izolati
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M Z-1 72 Z3 74 7-57-6 Z-7 Z-8 Z-9 Z-10 Z-11 Z-12 Z-13 Xcc

619 bp = ' S

370bp@ — i i — — T C— C— — s | e o

Sl. 25: Identifikacija Xcc izolata poreklom iz zemljista prajmerima DLH 120/125 (619
bp) i Zup 2309/2310 (370 bp). M — marker (SERVA FastLoad 100bp DNA Ladder , Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany); Z1 — Z13 izolati, Xcc — referentni soj
NCPPB 1144.

M Xce Xv S-1 S-2 S-3 S-4 S-5S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 S-11 S-12 S-13

619bp = —— — —— — ——— ———
370 bp = P T S w

Sl. 26: Identifikacija Xcc izolata poreklom sa semena prajmerima DLH 120/125 (619 bp) i
Zup 2309/2310 (370 bp). M — marker (SERVA FastLoad 100bp DNA Ladder , Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany); Xcc — referentni soj NCPPB 1144; Xv — X,
vesicatoria KFB 29; S1 — S13 izolati.

7.12. Analiza 16S rRNK sekvenci

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primenjena je za sedam izolata (KS-1; KS-6; KS-
16; KS-17; KS-24; KS-34; KS-42) poreklom iz lista kupusa, 2 izolata (BL-1; BL-2) iz lista
brokolija i za po jedan izolat sa listova kelja (KLj-1), karfiola (KL-6) i uljane repice (UR-
1) (Tab. 28).
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Tab 28: Sojevi ¢ije su 16S rRNK sekvence korisé¢ene za filogenetsku analizu

Bakterija Naziv izolata ngggiﬁko di'rllja Izailn iir;B;r;k
KS-1 Srbija Kupus MN56561
KS-6 Srbija Kupus MN56562
BL-1 Srbija Brokoli MN56563
KS-16 Srbija Kupus MN56564
KS-17 Srbija Kupus MN56565
KL-6 Srbija Karfiol MN56566
Xanthomonas KS-24 Srbija Kupus MN56567
campestris pv. UR-1 Srbija Uljana repica MN56568
campestris BL-2 Srbija Brokoli MN56569
KS-38 Srbija Kupus MN56570
KLJ-1 Srbija Kelj MN56571
KS-42 Srbija Kupus MN56572
NCPPB1144 - - -
XJGY222 - - KR708907
PDD-33b-3 Francuska - HQ256868
Xanthomonas Xel Stbija Paprika KX512832
euvesicatoria
Acidovorax citrulli ICMP 7500 NR041758
Agrobacterium ICPBT37  Kalifornija Orah AJ389906
tumefaciens
Pectobacterium
carotovorum subsp. LY34 - - HM581688
carotovorum
Pseudomonas ICMP 3414 Japan Crni luk LC164016
syringae
Psel_Jdomonas Novi _
syringae pv. MAFF302264 Karfiol AB001444
maculicola Zeland

Legenda: — nije pronaden podatak

Filogenetsko stablo konstruisano je primenom ,neighbor — joining™ (NJ) metode
(Saitou 1 Nei, 1987). Geneticke udaljenosti izracunate su primenom metode Kimura 2
modela 1 nalaze se u jedinicama broja supstitucija baze po mestu. U analizi je ucestvovala
21 nukleotidna sekvenca. Ukupno je bilo 794 pozicija u krajnjem skupu podataka.
Uporedivanjem sekvenci, utvrden je visok stepen identic¢nosti (100%) izolata medusobno
poreklom sa razli¢itih domacina, kao i izolata iz NCBI baze (XJGY 222 i PDD-33b-3) (SI.
27).
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Svi ispitani izolati su se stabilnim grananjem (100 bootstrap—ova), zajedno sa
referentnim izolatom NCPPB1144 izdvojili u jedan geneticki klaster, i izdvojili od
koris¢enih ,,outgroup” vrsta (Acidovorax citrulli, Agrobacterium tumefaciens,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas syringae, Pseudomonas

syringae pv. maculicola).

¥, campestris py. campestris strain K3-1
¥, campestris py. campestris strain KS-6
¥. campestris pv. campestris strain BLA
¥, campestris py. campestris strain KS-16
¥, campestris py. campestris strain KS-17
¥, campestris py. campestris strain KB
¥, campestris py. campestris strain KS-24
86—}(. campestris pv. campestris strain UR-1
¥ campestris pv. campestris strain BL-2

. campestris pv. campestrs strain KS-38

X campestris pv. campestis strain KL-1
100

X campestris py. campestris strain KS-42
. campestris pv. campestrs strain NCPPB1144

Xanthomonas campestris strain XJGY222

a7
Hanthomonas campestris isolate PDD-33b-3
L ¥anthomonas euvesicatoria strain Xel
Acidovarax citrulli strain (ChP 7500
Agrobacterium tumefaciens strain ICPB T37
Pectobacteriurn carotovorum subsp. carotovorum strain LY 34
ag FPseudomonas syringae strain ICWP 3414
e LF'seudomunas syringae pv. maculicola MAFF302264
Tow

Sl. 27: Dendrogram konstruisan na osnovu sekvence 16S rRNK gena koris¢enjem NJ

metode
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7. 13. Osetljivost izolata Xcc na bakarne preparate in vitro

Ispitivanjem osetljivosti proucavanih sojeva, uvrdeno je da koncentracija od 300 ppm
kod svih ispitivanih oblika bakra deluje inhibitorno na sve testirane izolate. Pri
koncentraciji bakra od 200 ppm, zabelezen je razvoj 42 izolata kod bakar (11) — sulfata, 49
kod bakar — hidroksida i 60 izolata kod bakar — oksihlorida. Koncentracija od 100 ppm

ispitivanih oblika bakarnih jedinjenja, omogucila je razvoj svih izolata.

U pogledu osetljivosti prema streptomicin — sulfatu, pri koncentracijama od 25 i 50
ppm nije zabelezen razvoj izolata, dok je pri koncentraciji 10 ppm zabelezen razvoj 72

izolata, odnosno 114 izolata pri koncentraciji od 5 ppm (Tab. 29).
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Tab. 29: Osetljivost prouc¢avanih izolata na razli¢ite koncentracije bakra i streptomicin

sulfata

v

Sifra

izolata 100

KS-1
KS-2
KS-3
KS-4
KS-5
KL-1
KL-2
KS-6
KS-7
KS-8
KS-9
KS-10
KS-11
KL-3
BL-1
KS-12
KS-13
KS-14
KS-15
KS-16
KS-17
KS-18
KS-19
KL-4
KL-5
KS-20
KS-21
KS-22
KL-6
KL-7
KL-8
KS-23
KS-24
KS-25
KS-26
KS-27
KS-28
KS-29
UR-1
UR-2
UR-3
KS-30
KS-31
KS-32
KS-33
KS-34

Bakar-hidroksid

Bakar-
oksihlorid

Bakar (I1)-sulfat

Streptomicin-sulfat

Kontrola*

200 300

100 200 300
PPM ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm

100 200 300

5

10

25

50
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+

KS-35

+ + + 4+ + + +

KS-36

+

BL-2

KL-9
KS-37

+

KL-9
KS-38

+
+

KLJ-1

KS-39

+ + + +

+

KS-40

KS-41

+

KS-42

KS-43

+
+
+
+

KS-44

KS-45

KL-10

KS-46

KS-47

+

KS-48

KS-49

+
+
+
+

KS-50

KS-51

+ + + + +

KS-52

KS-53

KS-54

+

KS-55

KS-56

+
+
+
+

KS-57

KS-58

KS-59

KL-12

KL-13

+

KL-14

KS-60

+
+

KS-61

KS-62

Z-1

Z-2

Z-3

Z-4

Z-5

Z-6

Z-8

Z-9
Z-10

Z-11
Z-12
Z-13
Z-14

+

+

+

S-2

S-3

S-4

S-5

S-6

S-7
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S-8
S-9
S-10
S-11
S-12
S-13
S-14
S-15
S-16
S-17
S-18
S-19
S-20 + - + - + - - +

+ o+ 4
1

+ 4+ ++ + ++ A+ o+
A
1
+ 4+ + + F A+ o+
I +
1 1
+ 4+ +++ +++++ o+
+ 4+ +
1
+ 4+ ++++++++++
I '
1 1
1 1
+ 4+ + 4+ ++ 4+ +++ A+

Legenda: + normalan razvoj bakterije na podlozi; - bez razvoja bakterije na podlozi.
*Kontrola predstavlja podlogu (SPA) bez dodatka baktericida ili antibiotika

7. 14. Specifi¢nost bakteriofaga prema Xcc

Nakon precis¢avanja faga, iz pojedinacnih plakova koji su morfoloski identi¢ni,
dobijena je identi¢na forma plaka u podlozi. Titar faga nakon preciS€avanja iznosio je

izmedu 108-10° PFU/mI.

Ispitivani izolati bakteriofaga ispoljili su lipoliticku aktivnost prema svim proucavanim
izolatima X. c. pv. campestris i referentnom soju NCPPB 1144. Nijedan ispitivani izolat
bakteriofaga nije ispoljio aktivnost prema kontrolnim sojevima KFB 29 (X. vesicatoria) i
KBNS 94 (P. s. pv. syringae) (Tab. 30), odnosno potvrdena je njihova visoka specificnost

prema Xcc.
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Tab. 30: Rezultati lipoliti¢ke aktivnosti izolata bakteriofaga prema ispitivanim izolatima

Sifra Izolati bakteriofaga

izolata/soja FXcc FXcc FXcc FXcc FXcc FXcc FXcec FXce FXce FXce FXce FXce FXce FXce FXce
1/1 1/2 1/3 1/4 1/5 2/1 2/2 2/3 2/4 2/5 3/1 3/2 3/3 3/4 3/5

KS-1 + + + + + + + + + + + + + + +
KS-5 + + + + + + + + + + + + + + +
KL-1 + + + + + + + + + + + + + + +
KL-3 + + + + + + + + + + + + + + +
BL-1 + + + + + + + + + + + + + + +
KS-21 + + + + + + + + + + + + + + +
KS-29 + + + + + + + + + + + + + + +
UR-2 + + + + + + + + + + + + + + +
BL-2 + + + + + + + + + + + + + + +
KLJ-1 + + + + + + + + + + + + + + +
KL-13 + + + + + + + + + + + + + + +
KS-62 + + + + + + + + + + + + + + +
Z-1 + + + + + + + + + + + + + + +
Z-5 + + + + + + + + + + + + + + +
Z-9 + + + + + + + + + + + + + + +
Z-12 + + + + + + + + + + + + + + +
S-3 + + + + + + + + + + + + + + +
S-7 + + + + + + + + + + + + + + +
S-11 + + + + + + + + + + + + + + +
S-18 + + + + + + + + + + + + + + +
NCPPB1144  + + + + + + + + + + + + + + +
KFB 29 - - - - - - - - - - - - - - -
KBNS 94 - - - - - - - - - - - - - - -

Legenda: + formiranje prozra¢nog plaka; - izostanak formiranja plaka
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7. 15. Uticaj temperature na razvoj bolesti in vitro

Gajenjem biljaka nakon inokulacije pri razli€itim temperaturnim uslovima, utvrden je
uticaj temperature na razvoj bolesti. Najvisa vrednost AUDPC je =zabelezena pri
temperaturi 28 °C, a najniza vrednost pri temperaturi od 36 °C. Temperature od 16 i 36 °C
uticale su na slab razvoj bolesti i pojavu simptoma, dok su simptomi bili jasno vidiljivi pri

temperaturnom intervalu od 24—32 °C (Graf. 4).
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Graf. 4: Uticaj temperature na AUDPC vrednosti izracunate na osnovu nekroze lisne

povrsine nakon vestacke inokulacije sa Xcc (izolat KS-17)

7. 16. Rezultati primene baktericida u poljskim uslovima

Efikasnost ispitivanih baktericida pracena je preko vrednosti indeksa zaraze (IZ). Nize
vrednosti indeksa ukazuju na viSu efikasnost baktericida i obratno.

Na lokalitetu Rimski Sancevi u 2014. godini tokom prve ocene, najnizi IZ (15,56%) je
utvrden u tretmanu u kome je primenjena kombinacija preparata na bazi aktivnih supstanci
bakar — hidroksid + fosetil — Al (T8), dok je najveéi 1Z (23,61%) u tretmanu u kome je
primenjen bakar — sulfat 0,25% (T2). U drugoj oceni najnizi IZ od 24,17% utvrden je u
istom tretmanu kao i tokom prve ocene. Najvisi I1Z (32,78%) je zabeleZen u tretmanu sa
bakar — sulfatom 0,25% (T2), ali i u tretmanu u kome je primenjen bioloski preparat na
bazi bakterije B. subtilis (T9). U trec¢oj oceni najnizi 1Z (30,28%) je utvrden u tretmanu u
kojem je primenjen antibiotik streptomicin — sulfat (T10). Tretman u kome je primenjen
antibiotik kasugamicin imao je najveci 1Z (41,94%) (T11). Tokom druge godine (2015)
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ogleda, duz celog perioda ocenjivanja, najnizi 1Z (9,17%; 10,28%; 12,50%) je zabelezen u
tretmanu bakar — hidroksid + mankozeb (T7). Isti trend je i sa najve¢im IZ (15,56%;
20,00%; 27,52%) u tretmanu sa bakar — sulfatom 0,25% (T2). U poslednjoj godini ogleda
(2016) najnizi IZ (16,11%; 28,61%) je utvrden u prvoj i tre¢oj oceni kod tretmana bakar —
hidroksid + mankozeb (T7), dok je u drugoj oceni najnizi 1Z (21,67%) zabelezen kod
tretmana bakar — hidroksid + fosetil — Al (T8). Najveéi 1Z (27,22%) je zabeleZen u
tretmanu bakar — sulfatom 0,5% (T1) u prvoj oceni, dok je 1Z (31,67%; 37,78%) u drugoj i
tre¢oj oceni zabelezen u tretmanu bakar — sulfatom 0,5% (T1) i bakar — sulfatom 0,25%
(T2). U kontroli tokom sve tri ocene IZ je bio uglavnom veci u odnosu na ispitivane
tretmane i kretao se od 32,22% do 48,99% u 2014. godini, od 15,83% do 33,06% tokom
2015. godine i od 33,06% do 45,56% u 2016 godini (Tab. 31).

Tab. 31: Vrednosti indeksa zaraze (1Z2%) tokom ispitivanog perioda u uslovima vestacke

inokulacije (lok. Rimski Sancevi)

Godina

SR 2014 2015 2016
ispitivanja

Ocena |Z

Tretmani

T1* 21,39 | 31,11 | 38,33 | 12,90 | 15,56 | 19,44 | 27,22 | 31,67 | 37,78

T2 23,61 | 32,78 | 33,33 | 15,56 | 20,00 | 27,52 | 26,39 | 31,67 | 37,78

T3 22,22 | 31,39 | 37,78 | 12,22 | 18,06 | 23,61 | 23,61 | 23,83 | 31,94

T4 23,06 | 29,72 | 41,11 | 12,78 | 19,17 | 26,67 | 23,89 | 29,72 | 35,00

T5 19,72 | 28,61 | 35,83 | 10,83 | 13,61 | 18,06 | 21,39 | 25,28 | 31,11

T6 20,00 | 30,83 | 37,50 | 12,78 | 18,06 | 23,61 | 21,94 | 28,89 | 32,22

T7 1583 | 25,28 | 31,67 | 9,17 | 10,28 | 12,50 | 16,11 | 23,06 | 28,61
T8 1556 | 24,17 | 31,94 | 10,56 | 12,78 | 15,28 | 18,06 | 21,67 | 28,89
T9 24,44 | 32,78 | 41,94 | 14,17 | 19,44 | 19,45 | 26,39 | 33,06 | 38,89

T10 16,67 | 25,56 | 30,28 | 10,83 | 12,50 | 15,83 | 18,89 | 28,89 | 31,11

T11 19,72 | 26,94 | 35,83 | 10,83 | 14,72 | 19,72 | 19,17 | 28,89 | 31,12

T12 32,22 | 39,44 | 48,99 | 15,83 | 23,33 | 33,06 | 33,06 | 38,06 | 45,56

*T — tretmani prikazani u tab. 18
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U uslovima prirodne zaraze, na lokaciji Futog tokom 2014. godine u tretmanu bakar —
hidroksid + fosetil — Al (T8) zabelezene su najnize vrednosti IZ u sve tri ocene (9,41%,
11,02% 1 13,78%). Najvece vrednosti IZ su utvrdene u tretmanu u kome je primenjen
bioloski preparat na bazi B. subtilis (T9). Prema ocenama, ove vrednosti iznosile su
11,02%, 25,83% 1 33,89%. U drugoj godini ispitivanja (2015), tokom prve ocene najniza
vrednost IZ od 9,44% utvrdena je u tretmanu u kome je primenjena kombinacija bakar —
hidroksida + mankozeba (T7), dok je najvec¢a vrednost 1Z od 12,50% zabelezena u
tretmanu sa B. subtilis (T9). Vrednosti IZ za ostale baktericide bile su veoma sli¢ne, s tim
da su iste vrednosti 1Z od 11,67% imali tretmani sa bakar — oksihloridom 0,3% (T4) i
streptomicin — sulfatom 0,02% (T10). Vrednost 1Z od 11,94% bila je ista za tretmane sa
bakar — sulfatom 0,5% (T1), bakar — hidroksidom 0,3% (T6) i kasugamicinom — 2 | ha™. U
drugoj oceni iste godine najniza vrednost IZ od 10,56% je utvrdena u tretmanu sa bakar —
hidroksidom + fosetil — Al (T8), a najveci 1Z 23,84% u tretmanu sa bakar — sulfatom
0,25% (T2). Tokom tre¢e ocene najnizi IZ od 13,61% je utvrden u istom tretmanu kao 1
tokom druge ocene, dok je najveéi u IZ od 28,06% u tretmanu sa kasugamicinom (T11).
Trece godine (2016) ispitivanja u prvoj oceni najnize vrednosti IZ od 9,84% su zabelezene
u tretmanu sa bakar — hidroksidom 0,5% + fosetil — Al 0,2% (T8), a najvec¢i 1Z od 13,06 u
tretmanu sa biolo§kim agensom B. subtilis (T9). Iste godine u drugoj Oceni najnize
vrednosti 1Z od 21,67% zabeleZene su u istom tretmanu (T8) kao i tokom prve ocene, kao i
najveci IZ od 30,83 u istom tretmanu (T9) kao tokom prve ocene. Tokom tre¢e ocene
najnizi I1Z od 17,50% utvrden je u tretmanu bakar — hidroksidom 0,5% + mankozeb 0,25%
(T7), dok je najveci IZ od 38,06% zabelezen u tretmanu (T9) kao i tokom predhodne dve
ocene. U kontroli, 1Z tokom sve tri ocene je bio znatno veci u odnosu na ispitivane
tretmane i kretao se od 21,11 do 43,33% u 2014. godini, od 17,78 do 35,56% tokom 2015.
godini i od 22,22 do 46,67% u 2016. godini (Tab. 32).

96



Slobodan Vlajié

Doktorska disertacija

Rezultati

Tab. 32: Vrednosti indeksa zaraze (1Z2%) tokom ispitivanog perioda u uslovima

prirodne infekcije (lok. Futog)

isg‘t’ﬁg‘r‘:‘ja 2014 2015 2016

Ocenalz | 1 1 | 1 1 | 1 i

Tretmani
T1* | 12,22 | 16,94 | 25,83 | 11,04 | 14,72 | 15,00 | 14,44 | 20,00 | 28,89
T2 17,50 | 24,44 | 3306 | 11,95 | 23,84 | 33,61 | 18,33 | 27,22 | 35,28
T3 12,78 | 16,94 | 2417 | 11,11 | 13,33 | 24,17 | 14,45 | 19,17 | 28,61
T4 17,78 | 21,67 | 29,44 | 11,67 | 16,39 | 25,28 | 19,44 | 2444 | 32,50
T5 10,56 | 15,00 | 20,83 | 11,14 | 12,22 | 19,17 | 12,50 | 18,06 | 23,89
T6 14,44 | 18,61 | 2528 | 11,94 | 16,39 | 24,72 | 16,11 | 21,11 | 29,17
T7 10,00 | 12,78 | 16,67 | 9,44 | 11,39 | 18,33 | 11,39 | 14,72 | 17,50
T8 9,41 | 11,02 | 13,78 | 9,72 | 10,56 | 13,61 | 9,84 | 13,06 | 18,89
T9 18,61 | 25,83 | 33,80 | 12,50 | 20,28 | 22,33 | 21,67 | 30,83 | 38,06
T10 | 12,78 | 21,11 | 27,78 | 11,67 | 15,83 | 20,83 | 13,06 | 22,50 | 28,61
T11 | 13,33 | 20,28 | 28,61 | 11,04 | 18,33 | 28,06 | 13,61 | 21,39 | 30,56
T12 | 21,11 | 31,39 | 43,33 | 17,78 | 23,80 | 35,56 | 22,22 | 32,78 | 46,67

*T - tretmani prikazani u tab. 18

7. 16. 1. Statisti¢ka analiza efikasnosti baktericida

Tretmani baktericidima na lokalitetu Rimsku Sanevi su pokazali statisticki znacajnu

(P < 0,05) ili visoko statisticki znacajnu (P < 0,01) razliku u odnosu na netretiranu

kontrolnu varijantu. Kod primene bakar — sulfata koncentracije 0,25% (T2) tokom 2015.

godine nije zabeleZena statisticki znacajna razlika u odnosu na netretiranu kontrolu, kao 1

kod primene B. subtilis (T9) u prvoj oceni tokom iste godine (Tab. 33). Numericke

vrednosti inferencija prikazane su u Prilogu 7.
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Tab. 33: Poredenje primenjenih tretmana sa netretiranom kontrolom za parametar

intenzitet nekroze lista na lokalitetu Rimski Sancevi

2014. godina 2015. godina 2016. godina

M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
Tl ** ** ** ** ** ** ** ** **
T2 ** ** ** ** ** * *%*
T3 *x *x *x * *x *x *x *x fol
T4 e i i * * o e e e
T5 ** ** ** ** ** ** ** ** **
T6 ** ** ** * ** ** ** ** *%*
T7 i i i o e e e e e
T8 *x *x *x *x *x *x *x *x fol

Tg ** ** ** * * ** ** *
Tlo ** ** ** ** ** ** ** ** *%*
Ti1  ** i i o e e e e e

*statistiCki znacajna razlika na nivou (P < 0,05)
**visoko statisticki znacajna razlika na nivou (P < 0,01)

T - tretmani prikazani u tab. 17; M - ocene

Na lokalitetu Futog, u uslovima prirodne infekcije, veéina tretmana je ispoljila
znaCajan uticaj na intenzitet zaraze u odnosu na netretiranu kontrolnu varijantu; uticaj je
bio statisticki znacajan (P < 0,05) ili visoko statisticki znacajan (P < 0,01). Tretman sa B.
subtilis (T9) u prvoj oceni 2014. godine nije pokazao statisticku znacajnost u odnosu na
kontrolu, kao 1 u drugoj i tre¢oj oceni 2015. godine i1 prvoj i drugoj oceni tokom 2016.
godine. Statisticki znacajnu razliku nije pokazao ni tretman sa bakar — sulfatom
koncentracije 0,25 % (T2) u drugoj i trecoj oceni 2015. godine. Isto je zabelezeno i u prvoj
oceni tretmana sa bakar — oksihloridom koncentracije 0,3% (T4) 2016. godine (Tab. 34).

Numericke vrednosti inferencija prikazane u Prilogu 7.
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Tab. 34: Poredenje primenjenih tretmana sa netretiranom kontrolom za parametar

intenzitet nekroze lista na lokalitetu Futog

2014. godina 2015. godina 2016. godina

M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

Tl ** ** ** ** ** ** ** ** **
T2 ** ** ** ** ** ** *%*
T3 *x *x *x *x *x *x *x *x fol
T4 * i i i o o e e
T5 ** ** ** ** ** ** ** ** **
T6 ** ** ** ** ** ** ** ** *%*
T7 i i i o e e e e e
T8 *x *x *x *x *x *x *x *x fol
Tg ** ** ** *%*
Tlo ** ** ** ** ** ** ** ** *%*
Ti1  ** i i o e e e e e

*statisti¢ki znacajna razlika na nivou (P < 0,05)
**visoko statisticki znacajna razlika na nivou (P < 0,01)

T - tretmani prikazani u tab. 17; M - ocene

Kumulativne verovatnoce su prikazane u tab. 29 (numeri¢ke vrednosti prikazane u
prilogu 7) za lokalitet Rimski $anéevi. One ukazuju na verovatnote da Ce ispitivani
tretmani biti klasifikovani u odredenu kategoriju. U 2014. godini najvec¢e kumulativne
verovatnoce za najefikasnije tretmane bile su u oceni 1 (bakar — hidroksid 0,5% + fosetil —
Al 0,2%) tokom prve ocene, oceni 3 (bakar — hidroksid 0,5%; bakar — hidroksid 0,3%;
bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%; streptomicin — sulfat 0,02%; kasugamicin 2 |
ha™) tokom druge i oceni 4 (bakar — oksihlorid 0,5%; bakar — hidroksid 0,5%:; bakar —
hidroksid 0,3%; bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% +
fosetil — Al 0,2%; streptomicin — sulfat 0,02%:; kasugamicin 2 | ha™) tokom tre¢e ocene.
Kumulativne verovatno¢e najvece za kontrolnu varijantu iste godine, bile su u oceni 4
tokom prve ocene, oceni 6 tokom druge i trece ocene. Druge godine u prvoj oceni najvece
kumulativne verovatnoce bile su u oceni 1 za veéinu tretmana, dok su za kontrolnu

varijantu i bakar — sulfat 0,25% bile u ocenu 2.
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Iste godine tokom druge ocene u tretmanima bakar — sulfat 0,5%; bakar — hidroksid
0,5%; bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al
0,2%; B. subtilis 2 I ha i streptomicin — sulfat 0,02% najveée kumulativne verovatnoce su
bile u oceni 1, dok je za kontrolu najve¢a kumulativna verovatnoca bila u oceni 3. U tre¢oj
oceni za tretmane: bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% +
fosetil — Al 0,2%; i streptomicin — sulfat 0,02% najvec¢a kumulativna verovatnoéa je bila u
oceni 1, dok je u kontrolnoj varijanti najveéa verovatnoca bila u oceni 4.

U 2016. godini najvece kumulativne verovatnoée za tretmane: bakar — hidroksid 0,5%
+ mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2%; i streptomicin — sulfat
0,02% su bile u oceni 1, dok su najvece verovatnoce za kontrolnu varijantu bile u oceni 4.
Tretmani bakarnim preparatima razli¢itih koncentracija imali su isti najve¢i kumulativ
verovatnoée u oceni 3. U drugoj oceni iste godine najveci kumulativ verovatnoc¢e u oceni 2
imao je samo tretman bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2%; dok je kontrolna
varijanta imala u oceni 5. Prilikom tre¢e ocene tretmani bakar — hidroksid 0,5%; bakar —
hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2% imali su
najveci kumulativ u oceni 3, dok je kontrolna varijanta imala u oceni 6. Tretmani bakarnim
preparatima (osim bakar — hidroksid 0,5%) imali su najveéi kumulativ verovatnoce u oceni
4, kao i primenjeni antibiotici (streptomicin i kasugamicin).

Kumulativne verovatnoée za lokalitet Futog su prikazane u tab. 29 (numericke
vrednosti prikazane u prilogu 7). Tokom 2014. godine za tretmane sa viSim
koncentracijama bakarnih preparata (bakar — sulfat 0,5%; bakar — oksihlorid 0,5%; bakar —
hidroksid 0,5%), kombinacijama bakra sa drugim fungicidima (bakar — hidroksid 0,5% +
mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2%) i antibioticima
(streptomicin — sulfat 0,02% i kasugamicin 2 | ha™'), najveéa ocena kumulativnih
verovatnoca bila je u oceni 1, dok je u kontrolnoj varijanti bila u oceni 3. Prilikom druge
ocene najve¢i kumulativ verovatnoc¢e za tretmane: bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb
0,25% i bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2% je bio u oceni 1, dok je za kontrolnu
varijantu bio u oceni 4. Vise koncentracije bakra su imale kumulativ verovatnoce u oceni 2
(bakar — sulfat 0,5%; bakar — oksihlorid 0,5%; bakar — hidroksid 0,5%) a niZe u oceni 3
(bakar — sulfat 0,25% i bakar — oksihlorid 0,3%), izuzev bakar — hidroksid 0,3% Kkoji je
imao kumulativ u istoj oceni kao i vise koncentracije.

Kumulativ kontrolne varijante je bio u oceni 4. Najvec¢i kumulativ verovatnoce u tre¢oj
oceni za bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25% i bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al

0,2% je bio u oceni 1, dok je za bakarne preparate (bakar — sulfat 0,5%; bakar — oksihlorid
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0,5%; bakar — hidroksid 0,5% i bakar — hidroksid 0,3%) i antibiotike (streptomicin i
kasugamicin) bio u oceni 3, osim bakar — sulfat 0,25% kod koga je kumulativ u oceni 4.
Kumulativ kontrolne varijante je bio u oceni 5.

Druge godine ispitivanja najve¢i kumulativ verovatnocée za sve tretmane bio je u oceni
1, dok je za kontrolnu varijantu bio u oceni 2. U drugoj oceni, iste godine viSe
koncentracije bakarnih preparata (bakar — sulfat 0,5%; bakar — oksihlorid 0,5% i bakar —
hidroksid 0,5%) kao i niza — bakar — hidroksid 0,3%, kombinacije bakarnih preparata i
drugih fungicida (bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25% i bakar — hidroksid 0,5% +
fosetil — Al 0,2%) kao i antibiotici imali su nave¢i kumulativ verovatno¢e u oceni 1, a
kontrolna varijanta u oceni 3.

U trecoj oceni samo je tretman bakar — hidroksidom 0,5% + fosetil — Al 0,2% imao
najveéi kumulativ u oceni 1, a kontrolna varijanta sa tretmanom B. subtilis 2 | ha™ u oceni
5. U 2016. godini, prilikom prve ocene tretmani bakar — hidroksid 0,5%; bakar — hidroksid
0,5% + mankozeb 0,25%; bakar — hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2%; streptomicin — sulfat
0,02% i kasugamicin 2 | ha™ imali su najveé¢i kumulativ verovatno¢e u oceni 1, dok je
kontrola imala u oceni 3. Bakarni preparati visih i nizih koncentracija (bakar — sulfat 0,5%;
bakar — sulfat 0,25%; bakar — oksihlorid 0,5%; bakar — oksihlorid 0,3%; bakar — hidroksid
0,3%) imali su isti kumulativ u oceni 2. Tokom druge ocene, kumulativ verovatnoce u
oceni 1 imali su tretmani bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25% i bakar — hidroksid
0,5% + fosetil — Al 0,2%. Vise koncentracije bakra klasifikovane su u ocenu 2, dok su nize
u ocenu 3 kumulativnih verovatnoca, i kontrolna varijanta u oceni 4. U trecoj oceni samo
za tretman bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25% kumulativ verovatnoce je u oceni 1,
a kontrolne varijante u oceni 6. Kumulativ verovatnoc¢e za viSe koncentracije bakra je u

oceni 3, a za niZe koncentracije u oceni 4.
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Tab. 35: Poredenje tretmana za parametar kumulativnih verovatnoc¢a za lokalitet Rimske Sanceve i Futog

K | 1@ | 172 | 73 | T4 | 75 | 16 | T7 | T8 | T9 [ T10 | TI1
Godina Ocena Rimski Sancevi — VesStacka inokulacija

| 4 3 3 3 3 12 /(2 /(2 m 3 7(2) 7(2)

2014 1] e T4 T4 T4 T4 3 T4 3 3 4 3 3
11 g 5 5 4 o 4 T4 T4 4 5 T4 4

| T2 1 V(%] T 1 1 1 1 T T T T

2015 1 3 1 3 V(%] 3 1 V(%] 1 T1 3 T1 T1
11 4 12 3 3 3 12 73 m m 3 m ()

| T4 3 3 3 3 3 3 V%) T2 3 2 3

2016 1 s 4 4 3 4 3 3 73 o 4 73 73
11 e T4 T4 T4 T4 T3 T4 3 3 Ty Tty Tty

Futog — Spontana infekcija

| 3 m T 1 12 m () m m 12 m m

2014 I Ty T2 3 V¥) 3 T2 V¥) 1 A0 T3 3 T2
11 s 3 T4 3 3 3 73 m m 4 73 73

| T2 T 1 1 0 0 1 1 A0 A0 1 1

2015 1 3 m 3 m 1) m m m T 73 m m
11 75 3 (7 3 T3 T2 3 V(%] 1 TT5 2 3

| 3 T2 V¥) V¥) T2 T V¥) 1 A0 T2 1 1

2016 1 4 1) 3 i) 3 1) 3 m T 4 73 73
11 e 3 T4 3 Ty 3 T4 1 T2 75 3 Tty
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7. 16. 2. Uticaj primenjenih baktericida na masu glavice kupusa

Poredenjem sve tri godine ispitivanja, najveCa varijacija mase glavice kupusa
zabelezena je u 2014. godini, da bi iste godine bila registrovana i najveca prosecna masa
od 1,94 kg, u tretmanu gde je primenjenjena kombinacija bakar — hidroksid 0,5 % + fosetil
— Al 0,2% (T8). Neznatno manja prose¢na masa glavice, od 1,93 kg, je zabeleZena iste
godine u tretmanu sa kombinacijom bakar — hidroksida 0,5% i mankozeba 0,25% (T7), dok
je u tretmanu gde je primenjen sam bakar — hidroksid 0,5% (T5) prose¢na masa glavice
iznosila 1,84 kg. Najmanja masa glavice od 0,94 kg, tokom pomenute godine ispitivanja,
je zabelezena u tretmanu u kome je primenjen bakar — sulfat 0,25% (T2). U 2015. godini
najve¢a masa glavice, 1,60 kg zabelezena je u tretmanu T7 (bakar — hidroksid 0,5 % +
mankozeb 0,25%), neSto manja masa glavice 1,57 kg je zabelezena u tretmanu T8 (bakar-
hidroksid 0,5% + fosetil — Al 0,2%), dok je najmanja 1,14 kg u tretmanu T4 u kome je
primenjen sam bakar — oksihlorid 0,3%.

Tokom 2016. godine najveta masa glavice je zabelezena u istom tretmanu kao i
predhodne godine i iznosila je 1,54 kg, dok je najmanja 1,29 kg zabelezena u tretmanu sa
bakar — oksihloridom 0,3% (T4).

U kontrolnoj varijanti (K) prose¢na masa glavice je iznosila 0,92 kg 2014. godine, 1,06
kg 2015. godine i 1,03 kg 2016. godine. (Graf. 5)
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Graf. 5: Masa glavice prikazana u odnosu na godine i tretmane
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8. DISKUSIJA

Biljne vrste fam. Brassicaceae u naSoj zemlji imaju dugu tradiciju gajenja, narocito
glavicasti kupus koji se na pojedinim lokalitetima gaji duzi niz godina. Intenzivnija
proizvodnja karfiola, brokolija i kelja je novijeg datuma, kao i povecanje proizvodnih
povrsina pod uljanom repicom. Kvalitet proizvoda i stabilne prinose ogranicavaju razliciti
faktori bioticke i abiotic¢ke prirode. Usled smanjene rotacije useva i sve ¢eS¢e monokulture,

na pojedinim lokalitetima nastali su ozbiljni problemi fitopatoloSke i entomoloske prirode.

Posmatrajuci fitopatoloSke probleme na teritoriji Srbije, ustanovljena je pojava
patogena iz razli¢itih sistematskih grupa mikroorganizama. Monitoringom je utvrdena
najéeScéa pojava sedam prouzrokovaca mikoza: Plasmodiophora brassicae, Phoma lingam,
Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans, Peronospora parasitica, Alternaria brassicae,
Pythium spp., Sclerotinia sclerotiorum; i dva prouzrokovaca bolesti bakteriozne prirode:
Xanthomonas campestris pv. campestris, Pectobacterium carotovorum subsp. (Gasi¢ i sar.,
2014; Popovi¢ i sar., 2013a; Vlaji¢ 1 sar., 2016; 2017; Todori¢ i sar., 2017). Prisustvo
prouzrokovaca sudovne bakterioze zabeleZeno je na svim lokalitetima gajenja kupusnjaca,
a intenzitet zaraze na lokalitetima gde se biljke iz ove familije gaje u monokulturi (Futog,
Begec, Despotovo) bio je visi za 30—45% u odnosu na lokalitet gde se ove biljne vrste gaje
u sistemu plodoreda. Takode, znatno vi$i intenzitet zaraze belezi se na lokalnim
populacijama, u odnosu na gajene hibride. Kod populacije kupusa poznate pod nazivom
Futoski, zaraza je utvrdena na preko 75% biljaka na jednom polju. Za ovu populaciju je
poznata osetljivost prema bakteriji Xcc, §to je opisano u predhodnim istrazivanjima Vlaji¢ i
sar. (2016; 2017). Drugi razlog je, verovatno, sve ¢eSc¢a upotreba semena koje proizvodaci
sami umnozavaju, sa znafajnim procentom prisustva bakterije (Vlaji¢ 1 sar., 2019).
Prisustvo inokuluma i uslovi spoljasnje sredine imaju najveéi znacaj za progresiju
oboljenja, usled cinjenice da penetracija bakterije zavisi od gutacije i bakterijskog
umnozavanja (Williams, 1980). U odnosu na period godine, veci intenzitet infekcije na
uljanoj repici je zabelezen u prolece u odnosu na jesen, dok je kod kupusa, karfiola,
brokolija i kelja — suprotno. Vicente (2004) ukazuje da su proizvodnje ranih i kasnih
kupusnja¢a manje podlozne napadu bakterije, u odnosu na proizvodnju srednje ranih

kupusnjaca, verovatno usled izlaganja visim temperaturama.
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Kod nas je u ranoj proizvodnji kupusnjaca zastupljeno gajenje hibrida, zbog krace
vegetacije 1 duzeg perioda jarovizacije, dok u setvenoj strukturi kasne proizvodnje

znacajno mesto zauzimaju lokalne populacije koje su pogodne i cenjene u preradi.

Sa 23 lokaliteta sakupljeni su listovi sa simptomima koji podse¢aju na prouzrokovaca
bakteriozne prirode. Simptomi kod mladih biljaka zabeleZeni su na kotiledonim listovima
u obliku svetlozutih paga po obodu. Na prvim pravim listovima belezena je pojava
klinastog spustanja nekroze do centralnog nerva, formirajuéi tako karakteristican simptom
u obliku slova ,,V” koji navode mnogi autori kao tipi¢an simptom za prouzrokovaca
sudovne bakterioze (Sutton 1 Williams, 1970; Williams, 1980; Obradovi¢ 1 sar., 2000a;
Vicente i Holub, 2013). Pri jaGem intenzitetu zaraze listovi se suSe i opadaju a biljka
zaostaje u porastu, usled Cega izostaje formiranje glavice. Na biljkama u polju Cest
simptom je rubno zutilo i nekroza u obliku slova ,,V”. Izolacijom na podlogu od saharoze
sa kvascevim ekstraktom (YDC), dobijene su kolonije zute boje koje morfoloski podsecaju
na predstavnike roda Xanthomonas. Na ovaj nain izdvojeno je 82 izolata poreklom sa
listova kupusa, karfiola, brokolija, kelja i uljane repice. Zute kolonije na YDC podlozi oko
kojih je formirana prosvetljena zona usled trosenja CaCOg, nisu izdvajane jer se smatra da

su saprofiti poreklom sa biljnog materijala.

Gajenjem lokalnih populacija kupusa 1 proizvodnje semena bez stru¢nog nadzora, u
periodu 2015-2017. god. sakupljani su uzorci semena iz naturalne i sertifikovane
proizvodnje. Ispitivani uzorci semena su bili starosti od 4 do 24 meseca. Bandopadhyay i
Chattopadhyay (1986) ukazuju na prezivljavanje patogena u naturalnom zarazenom
semenu 18 i 28 meseci, a u vestacki inokulisanom semenu 13 i 19 meseci, ukoliko se ono
skladisti na temperaturi od 10 °C. Navedeni podaci predstavljaju bitnu cinjenicu, S
obzirom da se seme kupusnjata Cuva duZi niz godina u kontrolisanim uslovima.
Utvrdivanje prisustva bakterija na semenu vrSeno je prema ISTA protokolu. Ovim
postupkom je dobijeno 20 izolata poreklom sa semena, i to 13 sa naturalnog i 7 sa
sertifikovanog. Posebno je zabrinjavanjuéa Cinjenica da je bakterija prisutna na semenskim
usevima, odnosno na semenu iz sertifikovane proizvodnje. Uvozom zaraZenog semena,
omogucuje se introdukcija novih patogena i rasa patogena, Sto potvrduje Pinto — Ganhao,
(1962). Zbog toga je potrebno da medunarodni proizvodaci semena kupusnjaca testiraju
svoje partije semena prema poznatim protokolima, kombinujuéi bioloske testove na
biljkama domacinima, imunoflorescenciju, poluselektivne 1 selektivne podloge, PCR

analizama upotrebom specificnih prajmera (Franken, 1992b; Berg i sar., 2005; Roberts i
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Koenraadt, 2006; Asma 1 sar., 2014). Velina autora smatra seme primarnim izvorom
inokuluma vaskularne bakterioze kod kupusnjaca (Russel, 1898; Walker, 1952; Randhawa

I Schaad, 1984; Schultz i Gabrielson, 1986).

U cilju ispitivanja odrzavanja patogena u zemlji§tu i njegovih epidemioloskih
karakteristika, zemljiSte je sakupljeno sa pet lokaliteta. Dva uzorka zemljista su poreklom
sa parcela na kojima se kupus gaji tre¢u godinu (Z4) i drugu godinu (Z6) uzastopno, bez
medukulture. Osam uzoraka zemljista je poreklom sa parcela na kojima se kupus i karfiol
gaje nakon druge godine i tri uzorka zemlji$ta na kojima se kupus gaji druge godine, ali
kao postrni usev. Iz ovih uzoraka zemljiSta dobijeno je 13 izolata. Nasi rezultati ukazuju da
se bakterija Xcc moze odrzavati u zemljistu, $to je u skladu sa navodima nekoliko autora
(Schaad i White, 1974; Arias i sar., 1996). Na osnovu rezultata opravdano se sumnja da
zemljiSte moze biti jedan od izvora inokuluma, isto potvrduju istrazivanja Dane i Shaw
(1996), ali i navode da zemljiste moze sluziti kao izvor infekcije ne duze od dva meseca.
Kocks i Zadoks (1996) ukazuju da svezi biljni ostaci kupusnjaca (stari dve nedelje) imaju
vecu efikasnost u Sirenju bakterije nego stariji biljni ostaci (vise od 4 meseca). Usled
povecanja koli¢ine svezih biljnih ostataka kupusnja¢a u zemljistu, dolazi do sve veceg
prisustva bakterije (Kocks, 1996). Ignatov (2006) navodi da se biljke inficiraju kroz
oStecen koren, dok Vicente i Holub (2013) tvrde da penetracija putem korenovog sistema
bakterije Xcc nikada nije dokazana. S obzirom da zemljiste predstavlja slozen sistem u
kome mikoorganizmi imaju znacajnu ulogu. Pedosfera pruza najpovoljnije uslove za Zivot
mikroorganizama i predstavlja rezervoar za ostale biogeosfere korisnih i patogenih

mikroorganizama (Jemcev i DPuki¢, 2000; Duki¢ i sar., 2011).

Periodi¢nim izolacijama iz zemljiSta, u periodu od 24 meseca, zabelezena je razliita
uspesnost izolacija koje ukazuje na prisustvo patogena. Uspesne izolacije su bile u
septembru (2015 i 2016), oktobru (2015 i 2016), novembru (2015 i 2016), aprilu, maju i
junu (2016), avgustu mesecu (2016 i 2017) i maju i junu (2017 godine). Sli¢ne rezultate
uspesnosti izolacija iz zemlji$ta utvrduju Graham i sar. (1989) za vrstu X. ¢. pv. citri, oni
navode da su uspesne izolacije bile 1986. godine u julu, avgustu i oktobru, dok su
neuspesne bile u septembru. Isti autori 1987. godine navode uspesne izolacije u maju, junu
I oktobru a neuspesne u julu, avgustu i septembru. Izolacije Xcc sa parcele u Futogu tokom
januara, februara, marta (2016. i 2017), aprila (2017), jula (2016. i 2017), avgusta (2015) i
decembra (2015. i 2016. godine) nisu bile uspeSne. Uzrok moze biti smanjena brojnost

populacije Xcc u zemljistu usled razli¢itih faktora sredine (temperatura i vlaznost).
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Temperatura na 5 cm iznad povrSine zemlji$ta tokom januara i decembra 2016. godine bila
je -3,4 °C odnosno -5,1 °C, dok je tokom decembra 2017. godine bila -9,6 °C (www.
hidmet.gov.rs), $to je ekstremno nisko za razvoj bakterije. Nize, ali pozitivne temperature
zabeleZene su tokom februara i marta, dok su nasuprot tome vise temperature tokom jula
meseca i zagrevanje povrSinskog sloja zemljiSta takode negativno uticale na razvoj
bakterije. Lopez 1 sar. (1999) inokulacijom sterilnog i svezeg zemljiSta, zakljucuju da je
smanjenje broja ¢elija Xcc drastino brze u svezem zemljiStu, usled konkurentskih odnosa
drugih mikroorganizama, u odnosu na sterilno zemljiste gde je faktor konkurencije
isklju¢en. Ovu tvrdnju potkrepljuju ranija istrazivanja Habte i Alexander (1975) koji
predlazu upotrebu protozoa za smanjenje poplacije X. campestris u zemljistu. Otkrivanje
prisustva i perzistencije Xcc u zemljistu ima kljuénu ulogu u sprecavanju nastanka bolesti i
kontroli, kao i smanjenju ekonomskih gubitaka. Ekologija pojedinih biljnih patogena nije
razjaS$njena do kraja, usled nedostatka osetljivih metoda za pracenje patogena u zemljistu

(Schaad i White, 1974).

Provera patogenosti prouCavanih izolata je potvrdena na glavicastom kupusu sorte
Futoski, upotrebom metode infiltracije bakterijske suspenzije u centralni nerv. Tre¢eg dana
od infiltracije zabelezena je promena boje i1 pojava vlaznih pega, da bi sedmog dana bila
uocljiva izrazita pojava razmekSavanja tkiva 1 simptoma trulezi, Sto potvrduju i drugi
autori (Obradovi¢ 1 Arsenijevi¢, 1999; Obradovi¢ i sar., 2000a; Radunovi¢ i Balaz, 2012).
Izolati poreklom sa uljane repice UR-1, UR-2, UR-3 ispoljili su znatno manje vlazne pege
u okviru kojih je tkivo razmekSano. Primenom metode prskanja svih biljaka domacina,
ispitivani izolati su prouzrokovali pojavu simptoma, bez obzira na domacina od koga su
izvorno izolovani, §to je u skladu sa istrazivanja Popovi¢ i sar. (2019). Prvi simptomi su
bili u vidu vodenastih pega, koje su tamnile 1 spajaju¢i obrazovale lezije sa zutim ivicama.
Isti razvoj simptoma navode Fargier i Manceau (2007) primenom prskanja kao metode
inokulacije. Izolati poreklom iz zemljista Z7, Z10, Z13 nisu prouzrokovali simptome na
listovima testiranih domacina primenom metode prskanja, medutim primenom metode
infiltracije u centralni nerv, navedeni izolati su prouzrokovali iste simptome kao i drugi
ispitivani izolati. Postoji moguénost da su pomenuti izolati vremenom provedenim u
zemljiStu smanjili aktivnost T2SS sistema, odnosno smanjili izlu¢ivanje enzima koji su
potrebni za razgradnju Ceijskog zida (Vicente 1 Holub, 2013; Leng i sar., 2019). Medutim,
pri mehanickoj povredi tkiva, bakterija nesmetano prodire i prouzrokuje simptome. Na

biljkama koje su inokulisane vodom, do kraja ogleda nisu uocene patoloske promene.
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Reizolacijom dobijen je 31 reizolat, koji su ukljuceni u sve testove kao i izolati. Reizolati
su na osnovu patogenih, morfolosSkih, biohemijsko — fizioloskih i molekularnih odlika
identifikovani kao vrsta Xcc i time je zavrSen postupak dokazivanja patogenosti izolata po

Kohovim postulatima.

Upotrebom test biljaka duvana i muskatle je proucena pojava hipersenzitivne reakcije,
koja je zabelezena kod svih analiziranih izolata nakon 24 ¢asa. Rezultati testa HR ukazuju
da se ispitivani izolati nalaze u inkopatibilnom odnosu sa test biljkama duvanom i
muskatlom, a razlike u sposobnosti bakterija da prouzrokuju ovu reakciju navodi vise

istrazivaca (Klement i sar., 1990; Arsenijevi¢, 1992; 1997; Obradovi¢ i sar., 2000a).

Proucavani izolati na MPA podlozi formirali su sitne kolonije, Zute boje, dok su na
YDC podlozi kolonije krupnije ispupcene, sluzaste konzistencije i sjajnog izgleda. Ovakav
opis kolonija, tipican za predstavnike roda Xanthomonas, navodi vise autora (Lelliot i
Stead, 1987; Klement i sar., 1990, Arsenijevi¢ 1992; 1997; Obradovi¢ i sar., 2000a; Soudi
i sar., 2011). Izmedu proucavanih izolata nisu zabelezene bitnije razlike, dok je pomenuti

izgled zabelezen kod kontrolnog soja NCPPB 1144,

Utvrdeni razvoj na 37 °C prouc¢avanih izolata je u saglasnosti sa navodima Radunovi¢ i
Balaz (2012). Isti autori navode odsustvo porasta izolata Xcc na podlozi sa 0,02 i 0,1%
TTC, s$to je u skladu sa rezultatima ostvarenim u ovom istrazivanju i rezultatima koje
navode Popovi¢ i sar. (2013Db). Ispitivani izolati i referentni soj su pokazali tolerantnost
prema 2 i 5% NaCl, dok u YS podlozi sa 7% NaCl nije zabeleZeno zamucenje tj. rast, $t0
potvrduju rezultati Obradovi¢ i sar. (2000). Ispitivanjem 57 izolata zutih kolonija iz
zemljiSta na kojima se gaji kupus, zabelezen je rast samo patogenih izolata Xcc u podlozi

sa 4% NaCl (Soudi i sar., 2011).

Proucavanjem biohemijsko — fizioloskih karakteristika ispitivanih izolata utvrden je
visok stepen homogenosti. Izolati produkuju indol i stvaraju H,S iz peptona, oksidaza je
negativna, katalaza pozitivna, razlazu zelatin, hidrolizuju skrob i eskulin. Vauterin i sar.
(1995) navode da je reakcija hidrolize skroba bitna diferencijalna odlika vecine pripadnika
roda Xanthomonas, koja moze posluziti za preliminarnu identifikaciju. Kod svih
ispitivanih izolata uocena je zona hidrolize skroba, §to ukazuje na proizvodnju enzima
amilaze, na sta ukazuju istrazivanja Maji i Nath (2015). Glukozu metaboliSu samo u
aerobnim uslovima (oksidativin putem), razlazu citrate i vrSe proteolizu mleka. Kod

ispitivanih izolata utvrdeno je odsustvo redukujucih supstanci, jer je negativna reakcija
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redukcije nitrata u nitrite. Kiselinu iz ugljenih hidrata stvaraju iz: arabinoze, celobioze,
trehaloze, glukoze, galaktoze, laktoze, manoze, saharoze i dekstrina. Ovakve rezultate
biohemijsko — fizioloskih reakcija potvrduju i drugi autori (Lelliott i Stead, 1987;
Arsenijevié, 1992, 1997; Schaad i sar., 2001; Radunovi¢ i Balaz, 2012; Popovi¢ 1 sar.,
2013b; Roohie i Umesha, 2013).

Primenom DAS — ELISA testa, utvrdena je antigena uniformnost 128 izolata, 34
reizolata 1 referentnog soja NCPPB 1144, Sto je osnov za identifikaciju bakterija
seroloskim putem, imajuéi u vidu da je cilj dokazivanje zajednic¢kih antigenskih struktura
koje su uslovljene hemijskom gradom (Arsenijevi¢. 1997). Kod X. vesicatoria (soja KFB
29) i Pseudomonas syringae pv. syringae (soj KBNS 94) utvrdena je negativna reakcija.
Radunovi¢ i Balaz (2012) navode serolosku metodu kao brzu i preciznu u identifikaciji
Xce, dok Schaad i sar. (2001) kao prednost te metode navode smanjenje vremena
potrebnog za identifikaciju bakterija, 1 mogucnost opservacije veceg broja uzoraka. Usled
upotrebe poliklonalnih seruma, ovaj vid identifikacije se ne mozZe smatrati dovoljno

pouzdanim, §to potvrduju i navodi Franken (1992a).

U cilju identifikacije izolata bakterija poreklom sa razli¢itih kupusnjaca ispitane su
fenotipske, seroloske i1 genotipske karakteristike. OpSte metode za detekciju biljnih
patogena, koje se zasnhivaju na izolaciji bakterije upotrebom selektivnih podloga i
seroloSkim tehnikama, dovoljno su pouzdane za rutinsko otkrivanje. U poredenju sa
molekularnim metodama identifikacije, nedostatak ovih metoda je duze vremensko
Cekanje rezultata, prisustvo drugih organizama koji vrSe supresiju razvoja ciljanog
organizma ili manja osetljivost ELISA testa (Park i sar., 2004). Zbog povecane distribucije
semenskog materijala po razli¢itim zemljama sveta, ukazala se potreba za razvojem brzih 1
pouzdanih protokola za detekciju i identifikaciju patogena na semenu. Danas su razvijene
brojne DNK probe i specificni prajmeri za veliki broj fitopatogenih bakterija, ukljucujuci

vrste roda Xanthomonas (Rasmussen i Reeves, 1992; Leite i sar., 1994).

Primenom PCR para prajmera DLH 120/125, kod svih proucavanih izolata i kontrolnog
soja NCPPB 1144 detektovan je fragment veli¢ine 619 bp koji odgovara hprF genu. Park i
sar. (2004) navode da su sekvence hprF gena medu vrstama roda Xanthomonas visoko
konzervativne. Navedeni gen je omogucio pouzdanu detekciju X. campestris patovara
primenom PCR tehnika. Avirulentnoj grupi Xanthomonas vrsta koja moze da naseljava
porodicu kupusnjaca nedostaje hprF gen, pa se ovim parom prajmera mogu odvojiti

patogene od avirulentnih (saprofitnih) vrsta iz pomenute familije (Berg i sar., 2005). Prema
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Singh i sar. (2011), upotrebom para prajmera DLH 120/125 na svim izolatima Xcc
poreklom sa kupusnjaca amplifikovan je fragment veli¢ine 619 bp, dok amplifikacija nije

zabeleZena kod sojeva X. oryzae pv. oryzae i X. axonopodis pv. citri.

S obzirom da je predhodno izvrSena provera patogenosti, kod svih ispitivanih izolata
utvrdeno je prisustvo specificnog hprF gena, osim kod izolata koji pripadaju drugim
bakterijskim vrstama X. vesicatoria (soj KFB 29) i drugim rodovima E. coli (ATCC
25922) i P. s. pv. syringae (soj KBNS 94). Fargier i Manceau (2007) navode da parovi
prajmera Zup 2309/2310 koje su dizajnirali Rijlaarsdam i sar. (2004), imaju uzan opseg
detekcije ako se samostalno koriste, jer ciljana DNK sekvenca nije visoko specifi¢na za
vrstu Xcc. Isti autori navode da upotreba para prajmera Zup 2309/2310 i kombinovanje sa
drugim setovima prajmera moze pomo¢i u brzoj identifikaciji X. campestris vrsta.
Penazova i sar. (2015) navode primenu prajmera DLH 120/125 za odredivanje vrste X.
campestris, dok je za potrebe utvrdivanja patogenog varijeteta potrebno kombinovanje sa

prajmerima Zup 2309/2310, navodeci da je pouzdanost rezultata u 99,6 % slucajeva.

U skladu sa ISTA (2013/7-019a) protokolom, u identifikaciji sakupljenih izolata
primenom m-PCR kori$¢eni su setovi prajmera DLH 120/125 i Zup 2309/2310 koji su
rezultirali amplifikacijom fragmenata veli¢ine 619 bp 1 370 bp kod svih ispitivanih izolata 1
referentnog soja NCPPB 1144. Kod drugih bakterijskih vrsta i rodova primenom
pomenutih prajmera amplifikovan je jedan (X. vesicatoria KFB 29; P. s. pv. syringae —
KBNS 94) fragment veli¢ine od 370 bp ili vise (E. coli — ATCC 25922) fragmenata
razli¢itih molekulskih masa, od kojih jedan odgovara predhodno pomenutoj veli¢ini, dok

ostali ne odgovaraju.

Proucavanje 16S rRNA i integrisanog regiona 16S—23S obi¢no se koristi za
identifikaciju Xcc sojeva do nivoa roda i vrsta (Rathaur i sar., 2015). Poredenjem sekvenci
16S rRNK gena proucavanih izolata, sa sekvencama koje se nalaze u NCBI bazi, utvrden
je visok stepen identi¢nosti (100%) sa sojem poreklom iz Francuske (PDD-33b-3), sojem
iz Engleske (NCPPB1144) i sojem nepoznatog porekla (XJGY?222). Singh i sar. (2016)
navode 99,9 % indeks sli¢nosti sojeva iz Indije izmedu sebe i soja ATCC 33913 poreklom
iz Velike Britanije. Popovi¢ i sar. (2013), takode su utvrdili sli¢nost izmedu 16S RNA
sekvenci izmedu sojeva poreklom iz Srbije i soja ATCC 33913 poreklom iz Velike
Britanije. Na osnovu ovih saznanja, moze se pretpostaviti da su sojevi bakterije preneti
izmedu zemalja zahvaljujuéi distribuciji semena. Prouavanjem izolata Xcc8004 gajenog

na razli¢itim podlogama, je utvrdeno da su geni 16S rRNA najnestabilniji u pomenutom
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soju, verovatno zbog ¢injenice da rRNA ¢ini 85-90% ukupne RNA u ¢elijama (Yan i sar.,
2019). Medutim, je utvrdeno da se i drugi geni rRNA, ukljucujuéi 28S rRNA, 30S rRNA,
60S rRNA, ne preporucuju kao kontrole, jer su pokazivali diferencijalnu ekspresiju pod

razli¢itim uslovima (Tang i sar., 2007).

U cilju utvrdivanja in vitro osetljivosti na bakarne preparate, odabrana su jedinjenja
bakra: sulfat, hidroksid i oksihlorid koji se u proizvodnji koriste za kontrolu bakterijskih
oboljenja. Bakar i derivati bakra pokazali su dobru efikasnost protiv mnogih fitopatogenih
bakterija (Singh i sar., 2005; Canteros, 2004; Graham i Leite, 2004; Das i Shyam, 2003;
Dixon i sar., 2000; Helling i sar., 2000). U ovom istrazivanju koncentracija 300 ppm
testiranih jedinjenja bakra pokazala se kao inhibitorna za sve ispitivane izolate, dok je
koncentracija od 100 ppm omogucila razvoj svih izolata. Kod koncentracije 200 ppm
utvrden je razlicit stepen inhibicije u odnosu na ispitivano jedinjenje bakra. Tako je kod
bakar (II) — sulfata zabelezen razvoj 42 izolata, kod bakar — hidroksida 49 i bakar —
oksihlorida 60 izolata. Na osnovu rezultata zakljuceno je da bakar (II) — sulfat ima nesto
vecée inhibitorno delovanje u odnosu na bakar — hidroksid i bakar — oksihlorid. Medutim,
bakar (I1) — sulfat u proizvodnji se rede koristi zbog Cestog fitotoksi¢nog delovanja, vec¢ se
koristi u smesi sa kalcijum — hidroksidom koja se naziva Bordovska ¢orba (Janji¢, 2009).
Znatno manja upotreba sulfatnog jedinjenja bakra u odnosu na hidroksilni i oksihloridni,
moze biti uzrok vece osetljivosti bakterije. Takode, izolati (UR-1; UR-2; UR-3) poreklom
sa useva u kojima se bakarni preparati ne primenjuju, imaju veéu osetljivost u odnosu na
izolate (KS-7; KS-8; KS-9) poreklom sa useva u kojima se bakarni preparati primenjuju
nekoliko puta u toku iste vegetacije. Proucavajuci osetljivost Xcc izolata poreklom sa
kupusa, kelja i karfiola Obradovi¢ i sar. (2000a) navode izostanak razvoja izolata pri
koncentraciji pomenute supstance od 200 mg/1 rastvora. Na osnovu ovih rezultata, moze se
zakljuciti da je u periodu 2000-2014. godine doslo do pojave rezistentnosti prema bakru,
Sto moZe dalje da predstavlja ozbiljan problem u strategiji kontrole bakterioza. Inhibitorna
koncentracija streptomicin — sulfata za sve ispitivane izolate iznosila je 25 ppm, dok je
koncentracija 10 ppm bila inhibitorna za razvoj 45 izolata.

Specifi¢nost 15 izolata bakteriofaga i spektar domacina prouceni su upotrebom 20
izolata Xcc, referentnog soja Xcc NCPPB 1144, X. vesicatoria (soj KFB 29) i P. s. pv.
syringae (soj KBNS 94). Kod svih izolata bakteriofaga utvrdeno je lipoliti¢ko delovanje
samo na izolate Xcc i referentni soj NCPPB 1144. Prema drugim sojevima uklju¢enim u

ispitivanje aktivnost nije utvrdena. Weiss 1 sar. (1994) testiranjem 15 uzoraka zemljiSta sa
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12 lokacija u Merilendu, potvrdili su prisustvo Xanthomonas faga na 5 lokacija. Isti autori
navode da Xanthomonas fagi iz zemljista imaju Cesto Sirok krug domacina, §to nije u
saglasnosti sa nasim rezultaima. Cinjenica da su izolovani bakteriofagi u nasim
istrazivanjima specifi¢ni prema vrsti XcC, ukazuje na mogucnost njihove upotrebe u
identifikaciji pomenutog patogena. Upotrebu bakteriofaga u cilju identifikacije biljnih
patogena navodi viSe autora (Cupples, 1984; Klement 1 sar., 1990; Arsenijevi¢, 1997,
Obradovi¢, 2009; Zlatkovi¢, 2018). Renu i sar. (2017) proucavali su 31 izolat bakteriofaga,
poreklom iz zemljista, vode i sa lista u Indiji, koji su pokazali jasne zone lipoliticke
aktivnosti prema izolatima Xcc. Autori navode da su izolati ve¢inom poreklom iz
zemljista, zbog poteskoca u izolaciji sa lista zbog brze inaktivacije bakteriofaga usled UV
svetlosti 1 isuSivanja. Ove navode potvrduju i drugi istrazivaéi u razli¢itim studijama
(Flaherty i sar., 2001; Gill i sar., 2003; Obradovié¢, 2009; Gasic i sar., 2011). S obzirom da
su ispitivani izolati Xcc pokazali osetljivost prema izolatima bakteriofaga, opravdano se
smatra da ovi bakteriofagi mogu biti iskori$éeni u cilju bioloske kontrole. Ogranicenja Sire
primene u poljoprivrednoj proizvodnji nastaju usled negativnog uticaja spoljasnje sredine
(Obradovi¢, 2009), ali dodavanjem obranog mleka i saharoze utvrdeno je znacajno
pove'anje efikasnosti bakteriofaga (Obradovi¢ i sar., 2004). Isto navode Balogh 1 sar.
(2003), potvrduju¢i da meSavina bakteriofaga i obranog mleka sa saharozom, pokazuje

dobru efikasnost u suzbijanju pegavosti paradajza na Floridi.

Uslovi spoljasnje sredine su od najvece vaznosti za progresiju bakterije, usled ¢injenice
da penetracija bakterije zavisi od gutacije i bakterijskog umnozavanja. Infekcija moze biti
latentna ukoliko su uslovi nepogodni za razvoj. U polju, infekcija nastaje kada su visoke
temperature i visoka vlaznost vazduha, §to je i ustanovljeno u tropskim, suptropskim i
humidnim regionima (Williams, 1980). U uslovima visoke vlaznosti, biljke otvaraju stome
1 hidatode da bi odrzale homeostazu vode, usled ¢ega se stvara slobodan put za prodor
bakterije u biljku. Gutaciona te¢nost koja izlazi iz hidatoda, lako se kontaminira
bakterijama; mineralne materije, ugljeni hidrati i aminokiseline i pH 7,0 ¢ine ga idealnim
sredstvom za rast Xcc (Kohl i van der Volf, 2004). Najvise vrednosti AUDPC su dobijene
na temperaturi od 28 °C, sto je u saglasnosti sa rezultatima koje navodi Machaba (1998).
Ignatov (2006) navodi 24—30 °C kao optimalnu temperaturu za razvoj patogena, dok
Schultz i Gabrielson (1986) ukazuju da se simptomi bolesti ne pojavljuju ukoliko su
temperature ispod 18—20 °C. Rezultati nasih istrazivanja beleze pojavu simptoma na

temperaturi od 16 °C, dok je najslabija pojava simptoma zabeleZena na temperaturi od 36

113



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija Diskusija

°C. Na osnovu dobijenih rezultata i agroekoloskih uslova tokom ispitivanih godina, moze
se zakljuciti da se najizrazenija pojava simptoma na kupusnjacama ocekuje tokom maja i
juna, a zatim u avgustu, septembru i oktobru. Shodno tome, u navedenom periodu moze da

se preporuci i okvirni pocetak primene zastite upotrebom hemijskih i bioloskih sredstava.

Tehnologija zaStite kupusnja¢a u naSim uslovima, bazira se na dominantnoj primeni
hemijskih mera kontrole bolesti, Stetocina i korova. U proizvodnji glavi¢astog kupusa,
karfiola, kelja, brokolija dominira primena fungicida i insekticida, dok u proizvodnji uljane
repice dominira primena insekticida i herbicida. Hemijska kontrola bakterioza biljaka
trenutno se zasniva na primeni bakarnih jedinjenja i antibiotika (Zlatkovi¢, 2018). S
obzirom da su antibiotici u nasoj zemlji zakonom zabranjeni (Obradovi¢ i1 Ivanovi¢, 2007)
preparati na bazi bakra zauzimaju znacajno mesto. Medutim razvojem rezistentnih sojeva
njihova efikasnost opada. Ispitvanjem razlicitih oblika bakra u kontroli Xcc, utvrden je
razli€iti stepen intenziteta zaraze u primenjenim tretmanima. Najmanji intenzitet zaraze
yabelezen je u tretmanu gde je primenjen bakar — hidroksid i to visa koncentracija, u
odnosu na bakar — sulfat i oksihlorid. Takode, kombinacija bakra sa ditiokarbamatima i
fosfonata smanjila je intenzitet zaraze na kupusu u uslovima vestacke inokulacije ali i
prirodne zaraze. Hausbeck i sar. (2000) utvrduju da upotreba bakar hidroksida i
mankozeba inhibira razvoj bakterijskog raka paradajza C. michiganensis subsp.
michiganensis, §to je i potvrdeno sinergistickim efektom, jer odvojena primena mankozeba
nije smanjila populaciju i Sirenje date bakterije. Drugi autori navode da bakar — hidroksid u
kombinaciji sa mankozebom poboljSava kontrolu bakterijskih oboljenja 1 smanjuje
epifitociju populacije bakterija, u poredenju sa upotrebom samog bakra (Jones i sar., 1991;
Marco i Stall, 1983).

Bakar se vecinom koristi kao protektivna mera, u cilju smanjenja inokuluma na
biljnom tkivu ¢ime se smanjuje infekcija. Efikasan je kao sredstvo za zaStitu bilja samo
ako je prisutan na povrsini biljke. Postoje brojni agensi koji indukuju otpornost biljaka.
Medu njima su i soli fosfata (Walters i sar., 2005). Mesanjem fosetil — Al sa bakarnim
preparatima u naSim istraZivanjima dobijena je veca efikasnost bakar — hidroksida, u
odnosu na samostalnu primenu. Vrednosti indeksa oboljenja, u tretmanu gde je primenjena
pomenuta kombinacija, bila je manja u uslovima spontane infekcije u odnosu na vestacku
inokulaciju. Takode manje vrednosti indeksa oboljenja su zabelezene i 14 dana nakon
poslednje primene preparata. Primena B. subtilis u na$im istrazivanjima nije dala

zadovoljavajuce rezultate. Medutim u pojedinim godinama utvrdene su znacajne statisticke
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razlike u poredenju ovog tretmana sa kontrolnom varijantom. Mguni (1996) navodi da
primena Bacillus spp. smanjuje ucestalost crne trulezi na kupusima na kojima je pomenuti
bioloski agens primenjen. Razlog slabije efikasnosti verovatno je posledica kratkog
vremena izmedu primene agensa i veStacke inokulacije bakterijom Xcc, §to isto vazi i za
uslove spontane infekcije. Da bi agens ispoljio pun efekat, mora biti potpuno razvijen na
biljnom tkivu kako bi mogao konkurisati patogenu za hranu i prostor. S obzirom da je Xcc
vaskularni patogen, upotreba epifitnih bakterija kao bioloskih agenasa ima ogranic¢enu
efikasnost. WuIff i sar. (2002) predlazu upotrebu epiendofitnih bakterija u bioloskoj
kontroli, dok drugi autor navodi da su ove bakterije otpornije na UV zraCenja, promene

temperature 1 vlaznosti (Chen 1 sar., 1995).

Rezultati istrazivanja uticaja primenjenih baktericida na masu glavice ukazuju da
kombinacije preparata bakar — hidroksid + fosetil — aluminijum i bakar — hidroksid +
mankozeb imaju pozitivno dejstvo na masu glavice u poredenju sa drugim baktericidima.
Najmanja masa glavice kod posmatranih baktericida je zabelezena kod bakar — sulfata, $to
moze imati veze sa fitotoksi¢noséu pomenutog jedinjenja. Bakar je potreban biljkama u
malim koli¢inama, jer nedostatak dovodi do smanjena prinosa, dok suviSak inhibira
razli¢ite bioloske procese (Monnet i sar., 2001). Prema istrazivanju Tomazela i sar. (2006)

bakar u biljkama uti¢e na otpornost prema razli¢itim patogenima.

Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da je bakterija XcC raSirena na
teritoriji Srbije, naroCito na lokalitetima tradicionalnog gajenja kupusa, gde pricinjava
znacajne Stete. Prenosi se semenom i saznanja da se zadrzava u zemljiStu predstavljaju
bitnu kariku u epidemioloSskom lancu. Zbog toga je neophodna upotreba deklarisanog
semena i plodored kao osnovni vid borbe. Strategija zastite kupusnjaca treba da se zasniva
na integralnom konceptu, s obzirom da nema dovoljno preparata registrovanih za kontrolu
patogena. Neophodno je nastaviti istraZivanja na prac¢enju osetljivosti bakterije prema
bakarnim preparatima, proceniti osetljivost gajenog sortimenta i utvrditi rasni sastav

patogena.
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9. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata viSegodi$njih istrazivanja, izvedeni su slede¢i zakljucci:

v Prouzrokova¢ sudovne bakterioze kupusnjaa se pojavljuje na proizvodnim
parcelama u agroekoloskim uslovima Republike Srbije svake godine u veéem ili
manjem intenzitetu. Na mestima tradicionalnog gajenja kupusa, gajenjem
osetljivog genotipa moze se ocekivati intenzitet zaraze preko 75%.

v' Izolacijom iz listova, sa semena i zemljiita, sakupljeno je 128 izolata, koji su na
osnovu rezultata provere patogenosti, odgajivackih i biohemijsko — fizioloSkih
odlika preliminarno identifikovani kao vrsta X. c. pv. campestris.

v' Prisustvo bakterije na naturalnom i sertifikovanom semena kupusnja¢a, ukazuje na
znacaj semena u epidemiologiji XcC u nasim agroekoloSkim uslovima.

v' Periodiénim izolacijama Xcc iz zemljista utvrdeno je da bakterija ima sposobnost
odrzavanja u zemlji$tu sa izrazenim fluktuacijama, u zavisnosti od temperatura
koja se pojavljuju kao ogranicavajuci faktor smanjenja populacije.

v Primenom DAS-ELISA testa potvrdeno je da proudavani izolati Xcc prisutni na
kupusnjatama u naSoj zemlji poseduju zajednicke antigene karakteristike kao 1
kontrolni soj NCPPB 1144,

v" Primenom molekularnih metoda mPCR-a, izvedenog setom prajmera, Zup
2309/Zup 2310 (370 bp) kao i DLH 120/DLH 125 (619 bp), kod svih proucavanih
izolata i reizolata, kao i kontrolnog referentnog soja NCPPB 1144, amplifikovani su
fragmenti nukleinskih kiselina veli¢ine 370 1 619 bp, Sto ukazuje na pripadnost vrsti
X. C. pv. campestris.

v" Utvrdivanjem i prouc¢avanjem sekvenci 16S rRNK gena, i njihovim poredenjem sa
sekvencama iz NCBI baze, utvrden je visok stepen sli¢nosti (100%) sa drugim
sojevima Xcc, poreklom sa drugih geografskih prostora i domacina.

v" Inhibitorna koncentracija svih ispitivanih oblika bakra (sulfatni, hloridni,
oksihloridni) za populaciju Xcc prisutnu na kupusnjacama u Srbiji iznosi 300 ppm.
U pogledu osetljivosti prema streptomicin — sulfatu, pri koncentracijama od 25 i 50

ppm ne dolazi do razvoja izolata Xcc.
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v' Prisustvo bakteriofaga potvrdeno je izolacijom iz zemljiSta u neposrednoj blizini
zarazenih biljaka. Ispitivani izolati bakteriofaga pokazali su lipoliticku aktivnost
samo prema izolatima Xcc, dok prema kontrolnim sojevima KFB 29 (X. vesicatoria)
I KBNS 94 (P. s. pv. syringae) aktivnost nije zabeleZena.

v" Na osnovu rezultata AUDPC vrednosti utvrdena je najpovoljnija temperatura za
razvoj Xcc i ona iznosi 28 °C, a simptomi postaju jasno vidiljivi u temperaturnom
intervalu od 24 do 32 °C, dok temperature od 16 i 36 °C dovode do slabog razvoja
patogena i slabog ispoljavanja simptoma.

v' Ispitivanjem efikasnosti baktericida primenom vestacke inokulacije Xcc, najmanji
intenzitet zaraze je zabeleZen u kombinacijama bakar — hidroksid 0,5% + fosetil —
Al 0,2% i bakar — hidroksid 0,5% + mankozeb 0,25%. Isti rezultati su dobijeni i u
uslovima prirodne infekcije. Kombinovanje bakarnih preparata sa mankozebom i
fosetil — Al, uticalo je na povecanje efikasnosti. Primena kombinacija pomenutih
preparata usporava nastajanje rezistencije na bakarne preparate.

v' Navedeni podaci, ostvareni u istrazivanju, ukazuju na pozitivan efekat preparata sa
najviSom efikasnos¢u na proseénu masu glavice. Najveca prosecna masa glavice od
1,94 kg ostvarena je u 2014. godini u tretmanu sa bakar — hidroksidom 0,5% +
fosetil — Al 0,2%. U 2015. i 2016. godini u tretmanu sa bakar — hidroksidom 0,5% +
mankozeb 0,25% utvrdene su najveée prose¢ne mase glavica od 1,60 kg, odnosno

1,54 kg.
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11. PRILOZI

Prilog 1: Podloge za izolaciju

Podloga od kvascevog ekstrakta, dekstroze i kalcijum karbonata (YDC) (Schaad, 1988)

Dekstroza 20 ¢
Kvascéev ekstrakt 109
Kalcijum-karbonat CaCOs3 20 ¢
Agar 209
Destilovana voda 1000 ml

Mesopeptonski agar (Fahy i Hayward, 1983 loc. cit. po Arsenijevi¢, 1997)

Ekstrakt govedeg mesa 19
Pepton 59
NaCl 59
Agar 10¢g
Destilovana voda 1000 ml

SX agar (Schaad i White, 1974a)

Rastvorljivi skrob 109
Mesni ekstrakt 1lg
Amonijum hlorid 59
Kalijum-difosfat 290
Metil-violet B 1mil
Metil-green 2 mi
Agar 15¢
Destilovana voda 1000 ml

Nakon autoklaviranja i hladenja do temperature od 50°C dodat je cycloheximide 250 mg.

NYGB podloga

Pepton 50
Kvascev ekstrakt 39
Glicerin 20 ml
Destilovana voda 1000 ml

148



Slobodan Vliaji¢ Doktorska disertacija

Prilozi

Prilog 2: Podloge za proucavanje odgajivackih odlika izolata

Podloga od ekstrakta kvasca i neorganskih soli (YS)

(NH4)H2PO4 059
K2HPO, 059
MgSO4 X 7H20 0,2 g
NaCl 50
Kvascev ekstrakt 59
Destilovana voda 1000 ml

Hranjivi agar NA (Nutrient agar) sa 5% saharoze

Hranjivi agar u prahu 41,39
Saharoza 509
Destilovana voda 1000 ml

Podloga od triptona, natrijum hlorida i agara (Schaad i sar., 2001)

Tripton 10¢g
NaCl 59
Agar 59
Destilovana voda 1000 ml

Prilog 3: Podloge i reagensi za ispitivanje biohemijsko — fizioloskih odlika izolata

Hugh — Leifson-ova podloga za O/F test (Hugh — Leifson, 1953)

Pepton 29
NaCl 5¢
KH,PO, 0,39
Agar 39
Bromtimol plavo 0,03 g
Destilovana voda 1000 mi
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Tecna podloga sa triptonom

Tripton 109
Destilovana voda 1000
ml

Kovacs-indol reagens

P- 5¢
dimetilaminobenzaldehid

Amil alkohol 75 ml
Koncentrovana HCI 25 ml

Podloga sa Zelatinom

Kvascev ekstrakt 30
Pepton 59
Zelatin 120 g
Destilovana voda 1000 ml

Frejzerov reagens za ispitivanje Zelatina

HgCl, 159
HCI konc. 20 ml
Destilovana voda 100 ml

Podloga za hidrolizu skroba

Mesni 30
ekstrakt

Pepton 50
Rastvorljivi skrob 29
Agar 15¢g
Destilovana voda 1000 ml

Lugolov rastvor

Jod 1g
Kalijum jodid 290
Destilovana voda 100 ml
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Podloga za hidrolizu eskulina

Pepton 209
NaCl 50
Eskulin 19
Feriamonijum-citrat 059
Destilovana voda 1000 ml

Podloga za test redukciju nitrata

Pepton 5¢9
Kvascev ekstrakt 309
KNO, 19
Agar 159
Destilovana voda 1000 ml
Reagens

0,5% rastvor skroba 1ml
0,4% kalijum jodid 1mil
50% sumporna Kiselina 5mil

Simonsov citratni agar

Magnezijum-sulfat 0,29
Amonijum-dihidrofosfat (K,NH4H,PQOy,) 1lg
Dikalijum-fosfat (K;HPO,) 1g
NaCl 59
Natrijum-citrat 29
Agar 159
Brom timol plavo 0,089
Destilovana voda 1000 ml

Mesopektonska podloga sa kvaséevim ekstraktom (YNA)

Ekstrakt govedeg mesa 1lg
Kvascev ekstrakt 19
Pepton 50
NaCl 50
Agar 10¢g
Destilovana voda 1000 ml
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Podloga C (Dye, 1968)

NH4H,PO,4 0,5 g
K2HPO, 0,59
MgSO4X7H20 0,2 g
NaCl 590
Kvascev ekstrakt 19
Agar 12 ¢
Purpurni bromkrezol (1,5% rastvor etanola) 0,7 mi
Destilovana voda 1000 ml

*Sterilisati i podesiti pH na 6,8.

Prilog 4: Puferi

TBE pufer

Tris baza 54 ¢
Borna 27,59
Kiselina

EDTA 0,5 M (pH 8) 20 ml
Destilovana voda 1000 ml

Podesavanje pH na 8,3 hlorovodoni¢nom kiselinom (HCI)

Prilog 5: Podloge za ispitivanje osetljivosti izolata

Podloga sa saharozom i peptonom (SPA)

Saharoza 20 ¢
Bacto pepton 59
KoHPO, 059
MgSO, X 0,259
7H,0

Bacto agar 159
Destilovana voda 1000 ml

*Sterilisati u autoklavu 15 min na temperaturi od 121 °C (pH 7,2-
7,4)
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Ravan agar

Bacto tripton
Kvaséev ekstrakt
NaCl

Glukoza

Agar

Destilovana voda

Top Layer Agar

NaCl

Polipepton

Agar

Destilovana voda

LTP podloga

Bacto tripton
Kvascev ekstrakt
NaCl

Glukoza
Destilovana voda

209
1000 ml

5¢
109
5¢
1000 ml

109
59
59
19
1000 ml
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Prilog 6: Spisak objavljenih 16S rRNA sekvenci Xanthomonas campestris pv.

campestris

1. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565561.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565561

2. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-6 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565562.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565562

3. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain BL-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565563.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565563

4. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-16
16S ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565564.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565564

5. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-17
16S  ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565565.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565565

6. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KL-6 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565566.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565566

7. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-24
16S  ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565567.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565567

8. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain UR-1 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565568.1.

www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565568

9. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain BL-2
16S  ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565569.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565569
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10. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-38
16S  ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565570.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565570

11. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KLj-1
16S  ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565571.1.

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565571

12. Vlaji¢ S., Masirevi¢ S. (2019): Xanthomonas campestris pv. campestris strain KS-42
16S ribosomal RNA gene, partial sequence. GenBank: MN565572.1.
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN565572
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Prilog 7: Tabele statisticke obrade podataka

Tab. Poredenje tretmana sa kontrolnom varijantom lokalitet Rimski Sancevi

Tretman M1 | M2 | M3
2014. godina
T2 -3,042** -2,081** -2,319**
T3 -2,372** -1,768** -1,862**
T4 -2,807** -1,975** -2,528**
T5 -2,519** -2,456** -1,682**
T6 -3,493** -2,787** -3,112**
T7 -3,407** -2,244** -2,630**
T8 -4,622** -3,671** -3,821**
T9 -4,507** -3,703** -3,944**
T10 -2,318** -1,765** -1,595**
T11 -4,282** -3,482** -4,287**
T12 -3,481** -3,139** -2,993**
2015. godina
T2 -1,468** -2,056** -2, 774**
T3 -0,174 -0,799 -1,725%*
T4 -1,004* -1,306** -1,966**
T5 -1,089* -1,015* -1,639**
T6 -1,833** -2,319** -3,197**
T7 -1,089* -1,306** -1,966**
T8 -2,847** -3,436** -4,648**
T9 -2,062** -2,676** -3,747**
T10 -0,526 -1,032* -1,120*
T11 -1,976** -2,905** -3,588**
T12 -1,604** -2,034** -2,757**
2016. godina
T2 -1,621** -1,706** -1,388**
T3 -1,862** -1,244* -1,226**
T4 -2,493** -3,869** -2,491**
T5 -2,541** -2,003** -1,815**
T6 -3,127** -3,264** -2,701**
T7 -2,860** -2,318** -2,350**
T8 -4,664** -3,806** -3,057**
T9 -4,085** -4,403** -2,987**
T10 -2,021** -1,294** -1,195*
T11 -3,857** -2,196** -2,608**
T12 -2,7132** -2,205** -1,769**
**P <0.01; *P < 0.05
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Tab. Poredenje tretmana sa kontrolnom varijantom lokalitet Futog
Tretman M1 | M2 | M3
2014. godina
T2 -3.356** -3.680** -3.853**
T3 -1.373** -1.822** -2.330**
T4 -3.059** -3.637** -4,198**
T5 -1.228* -2.452** -3.007**
T6 -4,237** -4,235** -4.847**
T7 -2.481** -3.260** -3.932**
T8 -4,651** -5.097** -5.969**
T9 -4,987** -5.562** -6.580**
T10 -0.995 -1.382** -2.290**
T11 -3.173** -2.604** -3.654**
T12 -3.042** -2.866** -3.247**
2015. godina
T2 -2.160** -2.285** -2.816**
T3 -2.425** -0.058 -0.738
T4 -2.479** -2.538** -2.576**
T5 -2.212** -1.691** -2.410**
T6 -2.578** -2.896** -3.876**
T7 -2.239** -1.848** -2.524**
T8 -3.582** -3.123** -3.781**
T9 -3.401** -3.559** -5.142**
T10 -1.978** -0.821 -0.505
T11 -2.215** -1.912** -3.665**
T12 -2.160** -1.381** -1.883**
2016. godina
T2 -2.551** -3.242** -3.843**
T3 -1.278** -1.492** -2.541**
T4 -2.519** -3.394** -3.926**
T5 -0.741 -2.079** -3.076**
T6 -3.309** -3.632** -4.693**
T7 -1.965** -2.882** -3.740**
T8 -3.709** -4,623** -6.079**
T9 -4, 727%* -4,993** -5.744**
T10 -0.112 -0.459 -1.892**
T11 -3.068** -2.544** -3.937**
T12 -2.937** -2.903** -3.441**

**P <0.01;, *P <0.05

157




Slobodan Vlajié

Doktorska disertacija

Prilozi

Tabela kulumlativnih verovatnoca lokalitet R. Sancevi

OCENA
GODINA | M1 . 5 3 1 5 5
K | 0.0053 | 0.0313 | 0.2411 | 0.5707 | 0.1516
T1 | 0.1000 | 0.3431 | 0.4465 | 0.1020 | 0.0085
T2 | 0.0538 | 0.2356 | 0.5154 | 0.1788 | 0.0164
T3 |0.0807 | 0.3053 | 0.4782 | 0.1251 | 0.0107
T4 |0.0618 | 0.2587 | 0.5063 | 0.1590 | 0.0142
T5 |0.1484 | 0.4068 | 0.3714 | 0.0679 | 0.0054
2014 T6 |0.1379 | 0.3961 | 0.3867 | 0.0735 | 0.0059
T7 |0.3503 | 0.4440 | 0.1807 | 0.0232 | 0.0018
T8 |0.3247 | 0.4503 | 0.1971 | 0.0259 | 0.0020
To |0.0511 | 0.2273 | 0.5178 | 0.1866 | 0.0173
T10 | 0.2773 | 0.4559 | 0.2321 | 0.0322 | 0.0025
T11 | 0.1469 | 0.4054 | 0.3735 | 0.0687 | 0.0055
OCENA
GODINA | M2 1 5 3 I 5 5
K | 0.0007 | 0.0098 | 0.0555 | 0.2623 | 0.5391 | 0.1326
T1 |0.0054 | 0.0725 | 0.2833 | 0.4354 | 0.1847 | 0.0187
T2 | 0.0040 | 0.0542 | 0.2343 | 0.4487 | 0.2334 | 0.0254
T3 | 0.0049 | 0.0657 | 0.2665 | 0.4418 | 0.2004 | 0.0208
T4 | 0.0079 | 0.1016 | 0.3419 | 0.3994 | 0.1363 | 0.0129
T5 |0.0109 | 0.1352 | 0.3878 | 0.3542 | 0.1026 | 0.0093
2014 T6 |0.0064 | 0.0841 | 0.3092 | 0.4222 | 0.1623 | 0.0160
T7 [0.0260 | 0.2669 | 0.4420 | 0.2156 | 0.0456 | 0.0039
T8 |0.0268 | 0.2728 | 0.4416 | 0.2108 | 0.0442 | 0.0038
T9 |0.0039 | 0.0540 | 0.2338 | 0.4487 | 0.2340 | 0.0255
T10 | 0.0216 | 0.2337 | 0.4412 | 0.2443 | 0.0545 | 0.0047
T11 | 0.0154 | 0.1804 | 0.4239 | 0.2989 | 0.0748 | 0.0066
OCENA
GODINA | M3 5 3 7 = 5 2
K| 0.0011 | 0.0099 | 0.0596 | 0.2409 | 0.5126 | 0.1760
T1 |0.0106 | 0.0908 | 0.3345 | 0.3857 | 0.1579 | 0.0206
T2 |0.0067 | 0.0599 | 0.2617 | 0.4161 | 0.2234 | 0.0321
T3 |0.0130 | 0.1089 | 0.3656 | 0.3625 | 0.1332 | 0.0168
T4 |0.0056 | 0.0506 | 0.2336 | 0.4188 | 0.2532 | 0.0382
T5 |0.0231 | 0.1764 | 0.4311 | 0.2799 | 0.0801 | 0.0094
2014 T6 | 0.0144 | 0.1190 | 0.3798 | 0.3495 | 0.1222 | 0.0151
T7 | 0.0459 | 0.2903 | 0.4401 | 0.1776 | 0.0415 | 0.0047
T8 | 0.0516 | 0.3126 | 0.4327 | 0.1621 | 0.0369 | 0.0041
TO |0.0052 | 0.0467 | 0.2206 | 0.4181 | 0.2679 | 0.0415
T10 | 0.0712 | 0.3753 | 0.4002 | 0.1238 | 0.0266 | 0.0029
T11 | 0.0206 | 0.1605 | 0.4213 | 0.2979 | 0.0891 | 0.0106
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OCENA
GODINA | M1 1 > 3 1
K 0.3394 | 0.4131 | 0.2400 | 0.0076
T1 0.6903 | 0.2392 | 0.0687 | 0.0018
T2 0.3794 | 0.4040 | 0.2102 | 0.0064
T3 0.5836 | 0.3088 | 0.1048 | 0.0028
T4 0.6043 | 0.2960 | 0.0971 | 0.0026
2015 T5 0.7626 | 0.1874 | 0.0488 | 0.0012
T6 0.6043 | 0.2960 | 0.0971 | 0.0026
T7 0.8985 | 0.0828 | 0.0183 | 0.0004
T8 0.8015 | 0.1583 | 0.0392 | 0.0010
T9 0.4651 | 0.3722 | 0.1583 | 0.0045
T10 | 0.7876 | 0.1688 | 0.0425 | 0.0011
T11 | 0.7186 | 0.2193 | 0.0605 | 0.0015
OCENA
GODINA | M2 1 5 3 1 5
K 0.100 | 0.215 | 0.456 | 0.219 | 0.010
T1 0.463 | 0.319 | 0.181 | 0.035 | 0.001
T2 0.197 0.308 0.377 0.113 0.005
T3 0.290 | 0.339 | 0.297 | 0.072 | 0.003
T4 0.234 | 0.325 0.344 | 0.093 0.004
2015 T5 0.529 0.294 0.148 0.027 0.001
T6 0.290 0.339 0.297 0.072 0.003
T7 0.774 | 0.160 0.056 0.009 0.000
T8 0.616 | 0.253 | 0.110 | 0.019 | 0.001
T9 0.237 0.326 0.341 0.092 0.004
T10 0.669 | 0.225 | 0.090 | 0.015 | 0.001
T11 0.458 0.320 0.184 | 0.036 0.001
OCENA
GODINA | M3 1 5 3 7 5 6 7
K 0.0172 | 0.0573 | 0.2290 | 0.4000 | 0.2386 | 0.0284 | 0.0295
T1 0.2189 | 0.3445 | 0.3114 | 0.0996 | 0.0218 | 0.0019 | 0.0019
T2 0.0894 | 0.2219 | 0.3985 | 0.2203 | 0.0590 | 0.0055 | 0.0054
T3 0.1111 | 0.2541 | 0.3917 | 0.1874 | 0.0472 | 0.0043 | 0.0042
T4 0.0827 | 0.2106 | 0.3986 | 0.2325 | 0.0638 | 0.0059 | 0.0059
2015 T5 0.2997 | 0.3636 | 0.2510 | 0.0688 | 0.0144 | 0.0013 | 0.0012
T6 0.1111 | 0.2541 | 0.3917 | 0.1874 | 0.0472 | 0.0043 | 0.0042
T7 0.6460 | 0.2476 | 0.0849 | 0.0175 | 0.0034 | 0.0003 | 0.0003
T8 0.4258 | 0.3476 | 0.1752 | 0.0415 | 0.0084 | 0.0007 | 0.0007
T9 0.0509 | 0.1470 | 0.3739 | 0.3073 | 0.1012 | 0.0099 | 0.0098
T10 | 0.3875 | 0.3569 | 0.1959 | 0.0481 | 0.0098 | 0.0009 | 0.0008
T11 | 0.2160 | 0.3432 | 0.3137 | 0.1011 | 0.0222 | 0.0020 | 0.0019
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OCENA
GODINA | M1 1 > 3 1 5
K 0.0039 | 0.0289 | 0.2451 | 0.4462 | 0.2759
T1 0.0193 | 0.1270 | 0.5144 | 0.2692 | 0.0700
T2 0.0244 | 0.1546 | 0.5334 | 0.2317 | 0.0559
T3 0.0449 | 0.2456 | 0.5326 | 0.1463 | 0.0306
T4 0.0470 | 0.2536 | 0.5294 | 0.1408 | 0.0292
2016 T5 0.0815 | 0.3544 | 0.4618 | 0.0858 | 0.0164
T6 0.0636 | 0.3080 | 0.4988 | 0.1082 | 0.0214
T7 0.2921 | 0.4902 | 0.1938 | 0.0203 | 0.0036
T8 0.1878 | 0.4804 | 0.2899 | 0.0355 | 0.0064
T9 0.0285 | 0.1750 | 0.5403 | 0.2081 | 0.0481
T10 | 0.1554 | 0.4603 | 0.3322 | 0.0441 | 0.0080
T11 | 0.0564 | 0.2858 | 0.5131 | 0.1205 | 0.0242
OCENA
GODINA | M2 1 5 3 7 5 6 7
K 0.0004 | 0.0116 | 0.0952 | 0.3586 | 0.3888 | 0.1169 | 0.0285
T1 0.0022 | 0.0603 | 0.3354 | 0.4296 | 0.1424 | 0.0247 | 0.0053
T2 0.0014 | 0.0390 | 0.2537 | 0.4575 | 0.2017 | 0.0384 | 0.0084
T3 0.0192 | 0.3481 | 0.4845 | 0.1247 | 0.0198 | 0.0029 | 0.0006
T4 0.0030 | 0.0795 | 0.3885 | 0.3951 | 0.1115 | 0.0185 | 0.0039
2016 T5 0.0106 | 0.2302 | 0.5177 | 0.1995 | 0.0355 | 0.0053 | 0.0011
T6 0.0041 | 0.1055 | 0.4399 | 0.3490 | 0.0850 | 0.0136 | 0.0029
T7 0.0181 | 0.3348 | 0.4909 | 0.1314 | 0.0211 | 0.0031 | 0.0007
T8 0.0324 | 0.4651 | 0.4099 | 0.0787 | 0.0118 | 0.0017 | 0.0004
T9 0.0015 | 0.0408 | 0.2621 | 0.4562 | 0.1947 | 0.0366 | 0.0080
T10 | 0.0037 | 0.0946 | 0.4208 | 0.3678 | 0.0946 | 0.0153 | 0.0033
T11 | 0.0037 | 0.0954 | 0.4223 | 0.3664 | 0.0938 | 0.0152 | 0.0032
OCENA
GODINA | M3 1 2 3 4 5 6 7 8
K 0.0006 | 0.0071 | 0.0466 | 0.1631 | 0.2798 | 0.3269 | 0.1504 | 0.0255
Tl 0.0023 | 0.0278 | 0.1568 | 0.3397 | 0.2718 | 0.1510 | 0.0441 | 0.0065
12 0.0020 | 0.0238 | 0.1378 | 0.3226 | 0.2849 | 0.1699 | 0.0513 | 0.0076
T3 0.0070 | 0.0787 | 0.3236 | 0.3610 | 0.1524 | 0.0599 | 0.0152 | 0.0022
T4 0.0036 | 0.0419 | 0.2151 | 0.3698 | 0.2283 | 0.1078 | 0.0294 | 0.0042
2016 5 0.0086 | 0.0951 | 0.3573 | 0.3444 | 0.1311 | 0.0494 | 0.0124 | 0.0018
T6 0.0061 | 0.0692 | 0.3005 | 0.3686 | 0.1676 | 0.0680 | 0.0175 | 0.0025
T7 0.0122 | 0.1294 | 0.4080 | 0.3055 | 0.0994 | 0.0355 | 0.0087 | 0.0012
T8 0.0114 | 0.1219 | 0.3989 | 0.3140 | 0.1052 | 0.0379 | 0.0093 | 0.0013
T9 0.0019 | 0.0231 | 0.1344 | 0.3191 | 0.2871 | 0.1737 | 0.0528 | 0.0078
T10 0.0078 | 0.0874 | 0.3425 | 0.3525 | 0.1404 | 0.0539 | 0.0136 | 0.0019
T11 0.0034 | 0.0402 | 0.2084 | 0.3678 | 0.2332 | 0.1119 | 0.0307 | 0.0044
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Tabela kumulativnih verovatnoca lokalitet Futog
OCENA
GODINA | M1 1 > 3
K 0.0445 | 0.3838 0.5717
T1 0.5717 0.3838 0.0445
T2 0.1552 0.5921 0.2527
T3 0.4981 | 0.4430 0.0589
T4 0.1372 | 0.5818 0.2810
2014 T5 0.7632 | 0.2179 0.0189
T6 0.3575 0.5421 0.1005
T7 0.8298 0.1577 0.0126
T8 0.8721 | 0.1188 0.0090
T9 0.1080 | 0.5528 0.3392
T10 | 0.5265 | 0.4206 0.0529
T11 | 0.4938 0.4463 0.0599
OCENA
GODINA | M2 1 > 3 1 5
K 0.0096 0.0523 0.2865 0.5075 0.1442
T1 0.2783 0.4452 0.2314 0.0408 0.0042
T2 0.0567 0.2331 0.4780 0.2057 0.0265
T3 0.2698 | 0.4451 0.2383 0.0425 0.0044
T4 0.1015 0.3324 0.4274 0.1244 0.0143
2014 T5 0.4019 | 0.4182 0.1535 0.0239 0.0024
T6 0.2021 | 0.4301 0.3008 0.0606 0.0064
T7 0.6141 0.3011 0.0735 0.0103 0.0010
T8 0.7167 | 0.2282 0.0479 0.0065 0.0006
T9 0.0373 0.1708 0.4723 0.2790 0.0406
T10 | 0.1161 0.3552 0.4071 0.1093 0.0123
T11 | 0.1459 0.3909 0.3670 0.0868 0.0095
OCENA
GODINA | M3 1 > 3 7 5 5 7
K 0.0017 0.0052 0.0347 0.1323 0.4478 0.3541 0.0242
T1 0.0742 0.1728 0.4247 0.2366 0.0789 0.0122 0.0005
T2 0.0172 0.0496 0.2419 0.3751 0.2602 0.0535 0.0024
T3 0.1018 0.2150 0.4263 0.1903 0.0576 0.0087 0.0004
T4 0.0333 | 0.0902 0.3442 0.3420 0.1611 0.0280 0.0012
2014 T5 0.1782 0.2920 0.3768 0.1170 0.0312 0.0046 0.0002
T6 0.0798 | 0.1823 0.4269 0.2257 0.0734 0.0113 0.0005
T7 0.3996 | 0.3319 0.2130 0.0436 0.0105 0.0015 0.0001
T8 0.5509 0.2830 0.1352 0.0244 0.0057 0.0008 0.0000
T9 0.0165 | 0.0479 0.2360 0.3749 0.2667 0.0555 0.0025
T10 | 0.0617 0.1504 0.4147 0.2638 0.0940 0.0149 0.0006
T11 | 0.0419 0.1099 0.3757 0.3164 0.1329 0.0222 0.0010
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OCENA
GODINA | M1 1 > 3
K 0.1498 | 0.5644 0.2858
T1 0.6045 0.3514 0.0441
T2 0.6657 | 0.3001 0.0342
T3 0.6775 | 0.2900 0.0325
T4 0.6168 | 0.3412 0.0420
2015 T5 0.6988 | 0.2717 0.0295
T6 0.6232 | 0.3359 0.0409
T7 0.8636 0.1254 0.0110
T8 0.8408 | 0.1460 0.0132
T9 0.5601 | 0.3874 0.0525
T10 | 0.6168 0.3412 0.0420
T11 | 0.6045 0.3514 0.0441
OCENA
GODINA | M2 1 > 3 1 5
K 0.0920 | 0.2205 0.4480 0.2107 0.0289
T1 0.4989 | 0.3181 0.1519 0.0280 0.0030
T2 0.0970 0.2281 0.4458 0.2018 0.0273
T3 0.5619 | 0.2900 0.1238 0.0219 0.0023
T4 0.3548 0.3567 0.2336 0.0494 0.0055
2015 T5 0.6471 | 0.2445 0.0913 0.0155 0.0016
T6 0.3916 0.3512 0.2100 0.0426 0.0047
T7 0.6971 0.2146 0.0746 0.0124 0.0013
T8 0.7807 | 0.1604 0.0500 0.0080 0.0008
T9 0.1872 0.3210 0.3701 0.1088 0.0129
T10 | 0.4066 | 0.3479 0.2010 0.0401 0.0044
T11 | 0.2872 0.3566 0.2828 0.0660 0.0074
GODINA | M3 OCENA
1 2 3 4 5 6
K 0.0066 0.0330 0.1333 0.2919 0.4347 0.1004
T1 0.1005 | 0.3077 0.3692 0.1581 0.0578 0.0066
T2 0.0138 0.0657 0.2248 0.3407 0.3043 0.0507
T3 0.0808 0.2710 0.3814 0.1862 0.0721 0.0084
T4 0.0693 | 0.2457 0.3846 0.2067 0.0838 0.0099
2015 T5 0.2439 0.4219 0.2440 0.0669 0.0210 0.0023
T6 0.0771 | 0.2631 0.3829 0.1925 0.0756 0.0089
T7 0.2268 0.4175 0.2574 0.0727 0.0230 0.0025
T8 0.5335 | 0.3425 0.0968 0.0205 0.0060 0.0007
T9 0.0110 | 0.0531 0.1933 0.3327 0.3468 0.0631
T10 | 0.2071 0.4102 0.2736 0.0804 0.0258 0.0028
T11 | 0.0421 0.1714 0.3654 0.2721 0.1323 0.0167
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OCENA
GODINA | M1 1 > 3 1
K 0.0447 | 0.3408 0.5405 0.0740
T1 0.3748 | 0.5146 0.1044 0.0062
T2 0.1439 0.5488 0.2856 0.0217
T3 0.3674 | 0.5188 0.1074 0.0064
T4 0.0894 | 0.4790 0.3950 0.0367
2016 T5 0.5615 | 0.3835 0.0521 0.0029
T6 0.2502 | 0.5671 0.1716 0.0111
T7 0.6564 | 0.3060 0.0356 0.0020
T8 0.8410 | 0.1451 0.0132 0.0007
T9 0.0497 | 0.3627 0.5209 0.0666
T10 | 0.5015 | 0.4295 0.0653 0.0037
T11 | 0.4687 0.4534 0.0737 0.0042
OCENA
GODINA | M2 1 5 3 7 5
K 0.0076 0.0402 0.2299 0.4732 0.2491
T1 0.1636 | 0.3983 0.3458 0.0795 0.0128
T2 0.0329 0.1495 0.4485 0.2996 0.0694
T3 0.1856 | 0.4135 0.3206 0.0693 0.0110
T4 0.0577 | 0.2288 0.4682 0.2055 0.0398
2016 T5 0.2242 0.4304 0.2809 0.0557 0.0087
T6 0.1201 | 0.3522 0.4005 0.1090 0.0183
T7 0.4378 0.3985 0.1388 0.0217 0.0032
T8 0.5299 | 0.3510 0.1018 0.0151 0.0022
T9 0.0120 0.0616 0.3047 0.4485 0.1733
T10 | 0.0887 0.3010 0.4406 0.1443 0.0254
T11 | 0.1224 0.3553 0.3974 0.1070 0.0179
OCENA
GODINA | M3 1 > 3 7 5 5 7
K 0.0013 | 0.0033 0.0177 0.0771 0.3296 0.4526 0.1185
T1 0.0558 0.1210 0.3386 0.3220 0.1349 0.0249 0.0029
T2 0.0158 | 0.0393 0.1691 0.3590 0.3217 0.0845 0.0105
T3 0.0603 0.1289 0.3470 0.3122 0.1260 0.0229 0.0026
T4 0.0267 | 0.0639 0.2399 0.3745 0.2371 0.0517 0.0062
2016 T5 0.1214 0.2129 0.3790 0.2101 0.0646 0.0108 0.0012
T6 0.0506 0.1117 0.3274 0.3332 0.1465 0.0275 0.0032
T7 0.3559 | 0.3117 0.2411 0.0710 0.0173 0.0027 0.0003
T8 0.2833 0.3063 0.2872 0.0950 0.0240 0.0038 0.0004
T9 0.0083 | 0.0213 0.1016 0.2912 0.4103 0.1473 0.0199
T10 | 0.0609 0.1299 0.3480 0.3110 0.1249 0.0227 0.0026
T11 | 0.0380 | 0.0876 0.2901 0.3593 0.1841 0.0366 0.0043
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[Lman TpeTMana nojaraka

Ha3uB npojexra/mcrpaxnBama

Exonoruja u cy3omjame Xanthomonas campestris pv. campestris

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYIMja Yy OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAU HCTPAKUBAH€

a) Iossonpuspeanu paxkynrer, Yuusep3urer y Hobom Cany

0) UucTuTtyT 32 paTtapcrBo u nosprapcrso HoBu Caa, MHCTUTYT 01 HAIMOHAIHOT 3Ha4yaja 3a P.
CpoOujy

Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT Ce peajiu3yje HCTPaKHBaH€

JokTopcke cTyauje, cmep ArpoHomMuja

1. Onuc nogaraka

1.1 Bpcra crynuje
ExcnepumeHTa Ha cTyauja

1.2 Bpcre mogaTaka
a) KBAHTUTATUBHU
0) KBAJIMTATUBHH

1.3. HauuH npukymnbama nojataxka

a) aHKeTe, YIUTHULH, TECTOBU

0) KIMHUYKE IPOLIEHE, MEIULIMHCKHU 3aIMCH, €JIEKTPOHCKH 3/IPaBCTBEHH 3aITUCH
B) TCHOTHITOBHU: HABECTH BPCTY

T') aIMUHUCTPATUBHU MOIAIA; HABECTH BPCTY

1) y30pLHY TKHBA: HABECTH BPCTY

1)) caumiy, dpororpaduje: HaBeCTH BPCTY

€) TEeKCT, HABECTH BPCTY

K) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) ocTano: onucatu . MeToa McTpaxkuBama je obaxsarno nmpaheme momynanumje Xanthomonas
campestris pv. campestris (XCC) Ha pa3JIMYMTHM TrajeHUM KynyclhayamMa Ha Teputopuju P.
CpOuje, mnpoyyaBame OITrajuBavYKUX, MOP(OIOMKHX, OHOXeMHjCKO—(U3UOJOIIKHX H
CEPOJIOIIKUX OJJHKA CAaKyIUbeHHUX H30JaTa. UneHTHUKANHja MOJIEKYJapHHM MeToJamMa H
yrBphuBame cneunuduuHocTn O6akrepuoara mpema XCC m3ojatuma. McnuruBame yTHIAja
NpHUMelheHUX 0aKTepuIHAa HA CMameme 3apa3e 0aKTepHjoM M YTHLAj HA Macy IIaBHIE KPo3
CTATHCTHYKY 00paay mojgaTaka.
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1.3 ®opmar momaraka, ynorpedspeHe cKaie, KOJUIHHA ITogaTaKa

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U PopMar JaToTEKe:

a) Excel ¢aja, natoreka

b) SPSS ¢ajn, natorexa

c) PDF ¢aja, natoreka

d) Tekct ¢ajia, 1aTorexa

e) JPG ¢aja, natoreka

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (koa KBAHTUTATHBHUX TTOAATaKa)

a) Opoj Bapujabnu BeJTUKHU Opoj Bapujad/u

0) 6poj Mepema (MCTIUTaHWKA, TIPOIIEHA, CHIMAaKa U CII.) ce Pa3JIMKOBa0 KO Pa3IHIUTHX
napaMerapa u 6mo je y Behem 0pojy nonaBbama. bpoj Mepema je onucan y iucepranuju 3a
CBaKH mapamMerap.

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa

a) 1a

0) HE

YKOJIHKO je 0JIroBOp /13, OJITOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak n3Mel)y MOHOBJBEHUX Mepa je neuHHUCAH CTAaHAaApAHUM Mpoueaypama

HAY4YHO MCTPA’KMBAYKOT PaJa KaKo y MO/bCKHM TAKO H Yy J1a00paTOPHjCKUM YCJI0BHMA, 3aBHCHO
0/1 MapamMaTapa HCIIUTHBAbA

0) BapujabJe Koje ce BHIIE IyTa Mepe OJTHOCE CE HA CBe aHaJIn3e
B) HOBe Bepauje (ajiioBa Koju cajpe IMOHOBJhEHA MEPEmha Cy IMEHOBaHE Ka0 HICY UMEHOBaHe
HOBe Bep3uje ajiaoBa

Hanomene: /

Ha nu hopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poury 8aruoHocm nooamaxa?
a) /a
6) He

Axo je 002080p He, obpaznodxcumu
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2. IIpukynibame NojaTaka

2.1 MeToponoruja 3a NpuKyIJbamke/TeHepHCahe MoJlaTaka

2.1.1. Y oxBHpY KOT UCTPXUBAYKOT HAI[PTA CY MOJAIH IPUKYTIJHEHN?

a) eKCIIEPUMEHT, HAaBECTH TUIL: MOJbCKH OTJIeH U J1a00paTOPHjCKa HCIIMTHBAKA

0) KOpenaIroHO UCTPAXKUBAKE, HABECTH TUIT

1) aHaJIM3a TEKCTa, HABECTH TUIL: TyMaueme A00ujeHux pe3yarTara u nopelemwe ca mureparypaum
noganuMa

) 0CTaj0, HABECTH ITITa

2.1.2 Hagecmu epcme MepHUX UHCMPYMEHAMA Ui CManHoapoe nooamarka cneyuuunux 3a oopeheny
HAYUHY OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

2.2 KBanurer nojaraka u CTaHIapIu

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaTaka
a) Jla mu matpuna caapxu Henocrajyhe mogarke? la He

AKOje OATOBOp [1a, OATOBOPUTHU HA cneneha IUTama:

a) Konuku je 6poj Hemoctajyhux nonataxa?
0) [la nu ce KOpUCHHUKY MaTpHIe Mpenopy4yyje 3aMeHa HeaocTajyhux nogaraka? la  He
B) AKO je 0JIrOBOp J1a, HABECTH CYT'eCTH]E 3a TPETMaH 3aMEHe HelocTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBaJIUTEeT nmojataka? Omnucatu

KonTposia no0ujeHux mnogaTtaka je M3BpIIEHA JIOTMYKH, METOIOM aHa/lM3e cajapikaja,
CTATUCTHYKHM TECTOBMMA U MOHAB/bAEM eKCIIePUMEHTAJHHUX pe3yJiTaTa.

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA M0/1aTaKa y MaTpHUILy?

Konrtpona je u3BpuieHa mpoBepoM CBAaKOI MOjeIWHAYHOI MOAATKA HAKOH YHOCA Y MaTpHILY,
CTATHCTHYKOM KOHTPOJIOM, Kao W ymnorehemeM mogaTraka ca JUTepaTypHHM MOAANHMMA M3
NMPeIX0THUX HCTPAKNBAIHA.

3. Tperman nogaraka u npateha fokymenTamnuja

3.1. TpeTMaH u uyBam€ nojaTaka

3.1.1. Hooayu he oOumu Oenonosanu 7y Pemno3uTopujyMy HAOKTOPCKHUX [IMCEpPTAlUja Ha
Yuusepsurery y Hosom Cany
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3.1.2. URL aopeca https//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.jsf
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla 1 he nodayu dbumu y omeopeHom npucmyny?

a) a
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

AKo je 002060p He, Hasecmu paznoe
3.1.5. llooayu nelie bumu denonosauu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyeanu.

Obpasnooicerve

3.2 Mertanofiany u JOKyMEHTAaII{ja ToJaTaKa

3.2.1. Koju cranmapn 3a Metanoaatke he outu npuMmemeH? OnucHu
3.2.1. HaBectn MeTamomaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy TOJAIV JEMOHOBAHH Y PEMO3UTOPH]YM.

Hazus ¢ajiaa: Juceprauuja — Ciiodonan Baajuh, Yausepsurer y Hosom Cany, Ilossonpuspeasu
daxyarer

Ako je nompebro, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxd, aHatumuyixe u
npoyedypanne uHghopmayuje, puUxo8o Koouparse, OemasHe onuce sapujabiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIap/y 3a 4yBame MojjaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoja he noganu Outh dyBaHu y penosuropujymy? TpajHo

3.3.2. Jla 1 he momaru Out nenonoBanu nox mudpom? Ia He

3.3.3. la nu he mudpa Outn goctynHa ogpehenom kpyry ucrpaxkusada? Jla He

3.3.4. la nu ce nogauy Mopajy yKJIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIA MOCJIe W3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O0pasnoxuTH:

4. Be30eaHOCT MOJATAKA M 3ALUTHTA NMOBEP/bUBUX HHPOpPMaLHja

OBgaj oxesbak MOPA OuTH NONyHEH aKo BalllK MOJAIM YKJbYUY]Y JIMUHE MOATKE KOjU C€ OJJHOCE Ha
yUYECHHKE y UCTpaXXHBamy. 3a Ipyra HCTpaknBama Tpeda Takole pasMOTPUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
nojartaka.

4.1 dopmasiHu cTaHAapAM 3a CUT'YPHOCT HH(pOpMaIija/moaaTaka

HcTpaxknBaun Koju CIpOBOJIE UCIIUTHBAKA C JbYANMA MOPajy Ja ce MPHUIpKaBajy 3aKOoHa O 3aIUTHTH
noxaraka o nuunoctd (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o_licnosti.html) u
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oarosapajyher HHCTUTYIIMOHAITHOT KOJEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpakupame 0I00peHO 0] cTpaHe eThuke komucuje? [la He

Axo je oaroop [a, HaBeCcTH JaTyM U Ha3UB €TUYKE KOMICH]jE KOja je 0100priia UCTPaKUBambe

4.1.2. la v moiany yKJby4yjy JHYHE TIOAaTKe yaecHuKa y uctpaxusamy? Jla He

AXO je oIroBop /1a, HaBeJUTE Ha KOjH HAYMH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHHBOCT M CHT'YPHOCT HH(OpMaIuja
BE3aHMX 32 UCIIUTAHUKE:

a) IMopauym HUCY Y OTBOPEHOM MPHUCTYILY
0) [Nonmanu cy aHOHUMU3UPaHU
1) Ocraio, HaBeCTH IITa

5. JocTynHoCT mogaTraka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagno oocmynnu

0) 0OCmMyYnHU CAMO YCKOM KpYey ucmpanxcueaya y oopehenoj nayunoj ooracmu
y) 3ameopenu

AKo ¢y nooayu 00CmynHu camo YCKoM Kpyay UCmpajicudayd, Hagecmu noo Kojum Ycio8uma mMozy oa ux
Kopucme:

Axo ¢y nooayu 00Cmyntu camo YCKOM Kpyay UCmpanicuéayd, Hagecmu Ha KOju HAYUuH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0AYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxkynmsenu nooayu Oumu apxueupanu.

AYTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — §e3 mpepaje

6. YJiore u oArOBOPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 81achuka (aymopa) nooamaxa

Cuiooonan Baajuh, svlajic89@gmail.com
6.2. Hasecmu ume u npe3ume u meji aopecy ocobe Koja 00piHcasa Mmampuyy ¢ nooayuma
Cnaodonan Baajuh, svlajic89@gmail.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocode xoja omozyhyje npucmyn nodayuma opyeum

ucmpasicuseaduma

Cno6onan Baajuh, svlajicB9@gmail.com
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