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Izvod
Bakteriozna pegavost soje, ~iji je prouzrokova~ Pseu do mo nas syringae pv. glycinea

(Coerper) Young, u Srbiji se javlja redovno, ~esto u jakom intenzitetu. Uzorci su
prikupljeni tokom 2005. godine, iz vi{e lokaliteta u Vojvodini.

Patogenost dobijenih izolata je dokazana pozitivnom hipersenzitivnom reakcijom
(HR) na duvanu, kao i inokulacijom biljaka soje u fazi kotiledona (sorta Bal kan).
Odgajiva~ke i biohemijsko-fiziolo{ke odlike ispitane su standardnim metodama. Na
osnovu dobijenih rezultata, ispitivani izolati poseduju karakteristike Ia fluorescentne
grupe fitopatogenih bakterija roda Pseu do mo nas. Za razlikovanje P. s. pv. syringae od
P. s. pv. glycinea kori{}eni su specijalni diferencijalni testovi. Rezultati ukazuju da prvi
patogen koristi eritritol, betain, sorbitol i L-laktat, izazivaju}i nekrozu zelenih plodova
vi{nje i tre{nje, dok P. s. pv. glycinea pokazuje negativnu reakciju u pomenutim
testovima. Identifikacija bakterija potvr|ena je i serolo{kim testovima (metod
aglutinacije, IF, ELISA), kori{}enjem odgovaraju}ih antitela bakterije P. s. pv. glycinea,
(NEOGEN Eu rope Ltd., Scot land, UK). Molekularnom metodom identifikacije (PCR),
kori{}enjem odgovaraju}ih prajmera, potvr|eno je da prou~eni izolati sa soje
pripadaju vrsti P. s. pv. glycinea. Pripadnost dobijenih izolata fiziolo{kim rasama
odre|ena je kori{}enjem diferencijalnog sortimenta soje: Acme, Chippewa, Flam beau,
Harosoy, Lindarin, Merit i Norchief. Zaklju~eno je da izolati bakterije P. s. pv. glycinea,
sa soje u Vojvodini, pripadaju rasi 4.

Reakcija 12 sorti i dve linije soje (L-220 230, P-9241), razli~itih grupa zrenja, prema 
P. s. pv. glycinea, ispitana je u uslovima spontane infekcije u polju i staklari. Genotipovi 
soje, obuhva}eni ovim prou~avanjima, ispoljili su razli~it nivo osetljivosti prema P. s. pv. 
glycinea. Postoje statisti~ki zna~ajne razlike osetljivosti izme|u pojedinih genotipova i
linija. Genotipovi sa najkra}om vegetacijom (000 i 00 grupa zrenja) pokazali su se kao
najosetljiviji.

Klju~ne re~i: Pseu do mo nas syringae pv. glycinea, soja, bakteriozna pegavost, rase, 
test, aglutinacija, IF, ELISA, PCR.

UVOD
Soja (Glycine max L. Merrill) je jedna od va`nijih gajenih biljaka u svetu i

kod nas. U uslovima intenzivne proizvodnje prouzrokova~i oboljenja mogu
naneti zna~ajne {tete. U svetu je opisano vi{e od 100 uzro~nika bolesti, od
kojih se u ekonomski zna~ajnije svrstavaju mikoze, bakterioze i viroze.
Bakteriozna pegavost soje je jedna od najrasprostranjenijih kod nas. Osnovni
izvor inokuluma je seme, a vetar i ki{a imaju znatnog udela u {irenju bakterije
tokom vegetacije (Arsenijevi}, 1988). U agroekolo{kim uslovima Vojvodine P. s.
pv. glycinea redovno se javlja, a u povoljnim uslovima za razvoj bolesti mo`e
naneti velike {tete, posebno u ranostasnih sorti (Vidi}, Bala`, J., 1997).

Klasi~ni metodi determinacije fitopatogenih bakterija, uzimaju}i u obzir
prete`no njihova morfolo{ka i biohemijska svojstva, iziskuju dug laborato -
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rijski rad. Postoji veliki broj opisanih savremenih i brzih metoda dokazivanja,
koje se zasnivaju na serolo{kim i molekularnim osobinama patogena, u cilju
dobijanja br`e i potpunije informacije o prisustvu patogena u biljnim tkivima.

Metod rada
Izolacija patogena. Vr{ena je iz obolelih listova soje, tokom 2005. godine, sa

razli~itih sorti soje (Bal kan, Sava, Ravnica, Rita, Proteinka), poreklom iz nekoliko
lokaliteta u Vojvodini (Srbobran, Tovari{evo, La}arak, Njego{evo, Ba~ka Topola, ^alma, 
Subotica, Bege~) i Republici Srpskoj (Bijeljina).

Provera patogenosti ispitivanih izolata. Inokulacija mladih biljaka soje obavljena
je prskanjem ozle|enih kotiledona, bakterijskom suspenzijom koncentracije 108

cfu/ml. Inokulisane biljke prskanjem, inkubirane su u vla`noj komori tri dana, nakon
~ega su prenete u laboratorijske uslove, pri temperaturi od 25oC. Nastale promene
pra}ene su svakodnevno 15 dana od inokulacije.

Hipersenzitivna reakcija (HR) na duvanu. Suspenzija bakterija koncen tracije 106

cfu/ml ubrizgavana je u me|unervalni deo lisnog tkiva, u tkivo mezofila lista, a pojava
hipersenzitivne reakcije ocenjivana je nakon 24 ~asa.

Morfolo{ke, odgajiva~ke i biohemijsko-fiziolo{ke odlike. Ispitivanja ovih odlika, kao 
{to su: stvaranje levana, aktivnost oksidaze, stvaranje katalaze, O/F test, metabolizam
arginina, trule` krtola krompira, hidroliza `elatina i eskulina, razlaganje skroba, redukcija 
nitrata i stvaranje kiseline iz ugljenih hidrata, ispitani su klasi~nim postupcima (Lelliot,
Stead, 1987; Arsenijevi}, 1988; Schaad et al., 2001). Ispitivanje bakterijskih izolata LOPAT 
testovima je izvedeno prema uobi~ajenom postupku za identifikacju bakterija iz roda Pseu -
do mo nas (Lelliot et al., 1966; Bala`, J., Arsenijevi}, 1988).

Diferencijalni testovi za patogene varijetete P. s. pv. syringae i P. s. pv.
glycinea. Na soji se, osim P. s. pv. glycinea, kao patogena bakterija mo`e pojaviti i P. s.
pv. syringae. Na osnovu provere patogenosti i pona{anja u nekim testovima, mo`e se
izvr{iti njihova diferencijacija (Fahy, Persley, 1983). Patogeni varijeteti syringae i
glycinea mogu se razlikovati na osnovu slede}ih reakcija i testova: (1) kori{}enja
eritritola, betaina, sorbitola i L-laktata i (2) pojavom nekroti~nih pega na mladim
(zelenim) plodovima tre{nje i vi{nje.

Serolo{ke metode identifikacije. Od serolo{kih metoda za identifikaciju P. s. pv.
glycinea kori{}eni su: metod aglutinacije (ekspres aglutinacioni test), metod
imunofluorescencije (IF) i ELISA test. Identifikacija je vr{ena odgova raju}im antitelima
bakterije P. s. pv. glycinea (ADGEN NEOGENEUROPE Ltd., Scot land, UK).

Molekularna metoda identifikacije PCR-om. Determinacija izolata bakterija
obavljena je i pomo}u molekularne metode lan~anom reakcijom polimeraze (PCR-Poly -
mer ase Chain Re ac tion), kojom se potvr|uje pripadnost odabranih izolata vrsti P. s. pv. 
glycinea, sojevima koji produkuju fitotoksin koronatin, po metodi Bereswill et al.
(1994) i Schaad et al. (2001).

Identifikacija fiziolo{kih rasa patogena. Pripadnost dobijenih sojeva rasama
odre|ena je kori{}enjem diferencijalnog sortimenta soje (Acme, Chippewa, Flam beau,
Harosoy, Lindarin, Merit i Norchief), prema Cross et al. (1966). Inokulacija mladih
biljaka soje je obavljena 10 dana nakon nicanja, suspenzijom bakterija svih ispitivanih
izolata. Biljke su inokulisane na dva na~ina: prskanjem biljaka pod pritiskom, uz
upotrebu ru~nog atomizera (Cross et al. 1966; Bala`, J. i sar., 1990) i povredom listova
sun|erom, natopljenim suspenzijom bakterija (Alvarez et al. 1995). Osetljivu reakciju
karakteri{e pojava vodenastih pega posle 3-5 dana od inokulacije, a otpornu reakciju
pojava sitnih, mrkih pega, bez pojave hloroti~nog oreola.

Ispitivanje osetljivosti genotipva soje prema P. s. pv. glycinea. Prou~ena je
reakcija sorti soje u uslovima spontane infekcije u polju i pri inokulaciji u uslovima
ve{ta~ke zaraze. Istra`ivanjima je obuhva}eno 12 sorti i dve linije soje (L-220 230,
P-9241). Odabrani genotipovi razlikuju se po du`ini vegetacije, odnosno zastupljene su
sorte iz svih grupa zrenja, koje se uspe{no gaje u na{im agroekolo{kim uslovima.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Simptomi bolesti. Patogen P. s. pv. glycinea napada sve nadzemne delove
soje, ali tipi~ni simptomi se javljaju na li{}u i mahunama. Simptomi bakte -
riozne pegavosti soje uo~avaju se na biljkama u polju s prole}a, tokom juna,
naro~ito posle ki{nog perioda. Oboljenje se lako zapa`a na li{}u zara`enih
biljaka, u vidu sitnih, vla`no-zelenih pega, a na nali~ju lista mogu}e je uo~iti i
bakterijski eksudat. U uslovima ni`e tem per a ture, oko pega se javlja hloroti~ni 
oreol, koji nastaje kao posledica stvaranja fitotoksina koronatina (Sl. 1).

Sa zara`enih mahuna patogen dospeva do semena. U zoni infekcije seme -
nja ~a je bledo`uta, sme`urana i bez sjaja. Seme se deformi{e i na njemu se
javljaju ugnute, nekroti~ne pege, u kojima se mo`e zapaziti bakterijski
eksudat.

Sl. 1. Simptomi bakteriozne pegavosti na listu soje: 
po~etni simptomi (a), spajanje pega u ve}e nekroti~ne povr{ine (b)

Izolacija patogena. Na hranljivoj podlozi sa saharozom (NSA), tri do ~etiri
dana nakon izvedene izolacije, obrazovale su se krupne, sjajne, bele i ispup -
~ene kolonije bakterija. Za dalja prou~avanja odabrana su 22 reprezentativna
izolata.

Patogenost ispitivanih izolata. Svi prou~avani izolati uglavnom su ispoljili 
visok stepen patogenosti. Pege na listu soje su vla`ne, tamnozelene, sa masnim 
odsjajem, veli~ine 2-3 mm. Vremenom se spajaju i pretvaraju u tamnomrke,
skoro crne, ugnute lezije. Kotiledoni nakon izvesnog vremena nekrotiraju i kao 
potpuno suvi otpadaju sa biljke. Ve}ina izolata prouzrokuje simptome nakon
osam dana, dok izolati B11/1, B13/1 i B13/2 iste promene prouzrokuju na
kotiledonima tek nakon 10 i 11 dana od inokulacije.

Izolat P15/2 prouzrokuje pojavu infekcija nakon pet dana, {to ukazuje na
patogenija svojstva u odnosu na ostale ispitivane izolate.

Kontrolni - referentni izolat bakterije P. s. pv. glycinea (NCPPB 3318)
prouzrokuje identi~ne simptome kao ispitivani izolati. Reizolacijom patogena i 
reinokulacijom mladih biljaka soje u fazi kotiledona, dobijeni su identi~ni
simptomi, ~ime su potvr|eni Kohovi postulati.

Kod biljaka inokulisanih vodom pojava karakteristi~nih, masnih pega na
kotiledonima je potpuno izostala.
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Hipersenzitivna reakcija (HR) na duvanu. Svi izolati, infiltrirani u list
duvana, nakon 24 sata su prouzrokovali hipersenzitivnu reakciju na duvanu,
kao posledicu inkompatibilnog odnosa patogen-doma}in.

Sl. 2. Rezultati LOPAT testa: (a) levan pozitivne kolonije, (b) stvaranje oksidaze -,
(c) trule` krompira -, (d) arginin dehidrolaza -, ( e) HR na duvanu +

Morfolo{ke, odgajiva~ke i biohemijsko-fiziolo{ke odlike. Svi prou~avani
izolati sa soje, kao i referentni izolat bakterije P. s. pv. glycinea, stvaraju levan,
ne stvaraju oksidazu, ni arginin dehidrolazu, ne poseduju pektoliti~ke
fermente, a hipersenzitivnu reakciju duvana prouzrokuju u roku od 24 ~asa.
Na osnovu rezultata LOPAT testova, ispitivani izolati poseduju karakteristike
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Ia fluorescentne grupe fitopatogenih bakterija roda Pseu do mo nas, koji su u
saglasnosti sa rezultatima koje navode Lelliot et al. (1966); Bala`, J. i
Arsenijevi} (1988) i dr. (Sl. 2). Enzimska aktivnost izolata je niska, jer
prou~avani izolati stvaraju katalazu, a ne razla`u skrob, niti hidrolizuju `elatin 
i eskulin i ne vr{e redukciju nitrata. Prou~avanjem sposobnosti razlaganja
ugljenikovih jedinjenja, utvr|eno je da svi ispitivani izolati, kao i referentni
izolat (NCPPB 3318), ispoljavaju iste osobine u pogledu metabolizma ugljenih
hidrata. Ispitivani izolati metaboli{u glukozu, galaktozu, fruktozu, ksilozu,
arabinozu, manozu, saharozu, rafinozu, manitol i inozitol.

Na osnovu bakteriolo{kih osobina, svi prou~avani izolati poseduju
karakteristike koje u potpunosti odgovaraju literaturnim podacima o bakteriji
P. s. pv. glycinea.

Diferencijalni testovi za patogene varijetete P. s. pv. syringae i P. s. pv.
glycinea. Ispitivani izolati iz soje ne koriste L-laktat, sorbitol, betain i eritritol, 
nasuprot kontrolnom - referentnom soju bakterije P. s. pv. syringae. Pojava
`ute boje, kao znak pozitivne reakcije, karakteristi~na je za patogeni varijetet
syringae. Ispitivani izolati sa soje, kao i referentni izolat (NCPPB 3318), na
zelenim plodovima vi{nje (sorta Obla~inska) i tre{nje (sorta Germerdolvska),
poreklom iz Ba~ke Palanke, prouzrokuju sitne, mrke, ta~kaste pege na
mestima uboda, bez izra`ene nekroze. Na inokulisanim zelenim plodovima
izolatom bakterije P. s. pv. syringae, nakon 48 sati, zapa`a se pojava krupnih,
tamnomrkih i ugnutih pega.

Serolo{ke metode identifikacije. Na osnovu dobijenih rezultata u
serolo{kim testovima (test aglutinacije, IF, ELISA) potvr|eno je da ispitivani
izolati bakterija pripadaju vrsti P. s. pv. glycinea.

Molekularna metoda identifikacije PCR-om. Kao rezultat lan~ane
reakcije polimeraze, posmatranjem produkata elektroforeze na agaroznom
gelu, detektovani su fragmenti nukleinske kiseline, veli~ine 650 baznih parova, 
specifi~ni za sojeve P. s. pv. glycinea, koji stvaraju fitotoksin koronatin.

Identifikacija fiziolo{kih rasa patogena. Dobijeni rezultati, odnosno oset -
ljiva reakcija svih ispitivanih diferencijalnih sorti prema svim izolatima
bakterije P. s. pv. glycinea, pokazuju da je u nas prisutna rasa 4 ove bakterije,
{to je u saglasnosti sa ispitivanjima Bala`, J. i sar. (1990), koji su jo{ pre
gotove dve decenije, tako|e, utvrdili prisustvo rase 4 ove bakterije, na soji
gajenoj u agroekolo{kim uslovima Vojvodine.

Ispitivanje osetljivosti genotipva soje prema P. s. pv. glycinea. Svi
genotipovi soje, obuhva}eni ovim prou~avanjima ispoljili su razli~it nivo
osetljivosti prema P. s. pv. glycinea u polju, {to je prikazano preko indeksa
oboljenja. Postoje statisti~ki zna~ajne razlike u osetljivosti izme|u pojedinih
genotipova i linija, kako u polju tako i u staklari. Genotipovi sa najkra}om
vegetacijom (000 i 00 grupa zrenja) pokazali su se kao najosetljiviji. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima Vidi}a i Bala`, J. (1997), koji su, tako|e,
utvrdili da su ranostasne sorte soje osetljivije prema P. s. pv. glycinea, u
odnosu na kasnostasne. Ove sorte su najzastupljenije u proizvodnji soje kod
nas, {to ukazuje da je osetljiv sortiment glavni uzro~nik ~estih i jakih pojava
bakteriozne plamenja~e soje kod nas. Svi genotipovi soje ispoljili su ve}i
stepen osetljivosti u uslovima ve{ta~ke inokulacije, u odnosnu na spontanu
infekciju u polju. Ranostasniji genotipovi su i u ovom slu~aju pokazali ve}u
osetljivost od kasnostasnih.
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ZAKLJU^AK
Na osnovu dobijenih rezultata prou~avanja patogenih, morfolo{ko-odga jiva -

~kih, biohemijskih, fiziolo{kih, serolo{kih i molekularnih karakteristika,
zaklju~eno je da ispitivani izolati sa soje pripadaju rasi 4, bakterije P. s. pv.
glycinea. Uzimaju}i u obzir postojanje fiziolo{kih rasa ovog patogena, povoljne
uslove za razvoj bolesti u Vojvodini, kao i gajenje osetljivog sortimenta,
utvr|ivanje i identifikacija prouzrokova~a bakterioznih oboljenja soje je veoma
va`no sa aspekta za{tite, oplemenjivanja i stvaranja otpornih linija i sorti.
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Pseu do mo nas syringae pv. glycinea ECONOMICALLY
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Pseu do mo nas syringae pv. glycinea (Coerper) Young causal agent of bac te rial blight 
is im por tant and fre quent dis ease of soy bean in Vojvodina prov ince. Iso la tion of the
patho gen was car ried out dur ing 2005. from in fected soy bean leaves of sev eral cultivar.

Patho ge nic ity of the ob tained iso lates in clud ing ref er ent strain (Na tional Col lec tion
of Plant Patho genic Bac te ria, United King dom-NCPPB 3318) was proved by in oc u la tion
soy bean plants at cot y le don stage (Bal kan va ri ety) and by hy per sen si tive re ac tion (HR)
on to bacco leaves. Cul tural and bio chem i cal-phys i o log i cal char ac ter is tics were tested
ac cord ing to known meth ods. Bac te rium iden ti fi ca tion was also con firmed by
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serological method (ag glu ti na tion tests, IF, ELISA,) with ap pro pri ate an ti bod ies of P. s.
pv. glycinea NEOGEN Eu rope Ltd., Scot land, UK. All in ves ti gated iso lates showed pos i -
tive re ac tion with men tioned an ti bod ies. Mo lec u lar tech nique (PCR) based on chlorosis
in duc ing phytotoxin coronatine con firm that stud ied iso lates be long to P. s. pv. glycinea. 
Dif fer en tial soy bean cultivars: Acme, Chippewa, Flam beau, Harosoy, Lindarin, Merit
and Norchief were used to de ter mine phys i o log i cal race of the bac te rium. Young plants
were in oc u lated in two ways: by leaves rub bing with ster ile cot ton swab dipped into the
bac te rial sus pen sion and by spray ing leaves un der the pres sure. Based on the ob tained
re sults it was shown that strains which cause bac te rial blight of soy beans in Vojvodina,
be longed to P. s. pv. glycinea race 4.

Re ac tion of 12 soy bean va ri et ies and two lines (L-220 230, P-9241) from dif fer ent
ma tu rity groups were in ves ti gated un der nat u ral field in fec tion and un der glass house
con di tions.

Sta tis ti cally sig nif i cant dif fer ences of sen si tiv ity be tween in di vid ual ge no types and
lines were de ter mined. Ge no types 000 and 00 ma tu rity group were the most sen si tive.

Key words: soy bean, bac te rial blight, Pseu do mo nas syringae pv. glycinea, race 4,
iden ti fi ca tion.

PATOGENI MRKVE (Alternaria radicina, A. dauci)
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Izvod
Mrkva je veoma tra`eno i kori{}eno povr}e. Povr{ine na kojima se gaji, kao i

ekonomski zna~aj, u stalnom su porastu u svetu. Organski proizvedena mrkva spada u
najtra`enije povr}e u svetu, koje naj~e{}e donosi i veliki profit.

Gljive koje pripadaju rodu Alternaria, naro~ito A. dauci, koja izaziva lisnu pegavost
i su{enje lista i A. radicina, koja izaziva crnu trule`, mogu da ugroze celokupnu
proizvodnju. Prisustvo ova dva zna~ajna patogena, kao i ja~inu bolesti koje izazivaju,
treba stalno pratiti i kontrolisati u svim fazama proizvodnje.

Prisustvo A. dauci i A. radicina redovno je svake godine u na{oj zemlji. Kontrola
ja~ine bolesti, koje ove dve gljive izazivaju, veoma je te{ka i komplikovana. Suzbijanje
mora da uklju~i istovremenu primenu razli~itih mera, me|u kojima je najva`nija setva
nezara`enog semena. Oba patogena mogu da se suzbijaju hemijskim i agrotehni~kim
merama, ali je njihova efikasnost u slovima visokog infekcionog pritiska ograni~ena.

Klju~ne re~i: mrkva, Alternaria dauci, A. radicina, nezara`eno seme.

UVOD

Gljive iz roda Alternaria su veoma rasprostranjene, poznate kao saprobi u
razli~itim substratima, ali i patogeni biljaka koji, u poslednje vreme, privla~e
sve vi{e pa`nje proizvo|a~a i istra`iva~a {irom sveta. U prirodnoj populaciji
ve}ine vrsta Alternaria postoji puno prelaznih oblika, ~ije se pojedine osobine
ponekad preklapaju sa osobinama druge vrste istog roda. Njihova taksonomija 
je komplikovana, tako da je opisan ve}i broj vrsta infektivnih za razli~ite biljke
doma}ine (Rotem, 1994).

Mrkva /Daucus carota L. subsp. sativus (Hoffm.) Arcang./ spada u veoma
tra`eno i ~esto kori{}eno povr}e. Njena komercijalna proizvodnja je ekonom -
ski zna~ajna svuda u svetu. Najve}i proizvo|a~i su Kina, SAD i Rusija, a
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