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PREDGOVOR 
 
Promene koje se ubrzano dešavaju na globalnom i lokalnom nivou od naučnih, 

klimatskih, ekonomskih pa do političkih podstiču potrebu da proučimo njihov uticaj na 
živi svet i na jednu od najvažnijih ljudskih delatnosti - proizvodnju hrane.  

Naša poljoprivreda, naše selo, naši poljoprivredni proizvođači nisu danas ono što su 
i pre trideset, četrdeset ili manje godina bili, srpsko selo se danas više nego ikad 
ubrzano i u hodu menja. Poljoprivredna nauka mora preuzeti deo odgovornosti u 
pogledu proizvodnje dovoljne količine kvalitetne hrane za ljudsku ishranu jer prolaze 
vremena kada se za svaku lošu žetvu traže opravdanja u klimi. 

Sa ciljem da budemo u toku određenih zbivanja, kao i da sami svojim rezultatima 
utičemo na razvoj poljoprivrede i njenih pratećih delatnosti osim kroz edukaciju 
studenata, Agronomski fakultet u Čačku organizuje i Savetovanje o biotehnologiji. 

Osnovni cilj Savetovanja je upoznavanje šire naučne i stručne javnosti sa 
rezultatima najnovijih naučnih istraživanja, domaćih i  inostranih naučnika iz oblasti 
osnovne poljoprivredne proizvodnje i prerade i zaštite životne sredine. Na taj način 
fakultet nastoji da omogući direktan prenos naučnih rezultata široj proizvodnoj praksi, 
pa pored naučnih radnika, agronoma, tehnologa, na ovogodišnjem Savetovanju biće i 
značajan broj poljoprivrednih proizvođača, stručnih savetodavaca, nastavnika, itd. 

U Zborniku radova XXIV Savetovanja o botehnologiji sa međunarodnim učešćem, 
predstavljeno je ukupno 126 radova iz oblasti Ratarstva, Povrtarstva i Krmnog bilja,  
Voćarstva i vinogradarstva, Zootehnike, Zaštite bilja, proizvoda i životne sredine i  
Prehrambene tehnologije.  

Pokrovitelj za XXIV Savetovanje o biotehnologiji sa međunarodnim učešćem je 
Ministarstvo prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije, a materijalnu i 
organizacionu podršku su nam pružili grad Čačak, privrednici, dugogodišnji prijatelji 
Agronomskog fakulteta, kojima se i ovim putem zahvaljujemo. 

 Kolektivu Agronomskog fakulteta, takođe dugujemo zahvalnost, jer su i ovaj put 
radnici svih struktura, svako na svoj način, doprineli realizaciji još jednog Savetovanja. 

 
U Čačku, marta 2019. godine 

 
Programski i Organizacioni odbor 

XXIV Savetovanja o biotehnologiji 
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UTVRĐIVANJE PRISUSTVA BAKTERIJE XANTHOMONAS 
CAMPESTRIS PV. CAMPESTRIS NA SEMENU KUPUSA  

 
Slobodan Vlajić1, Jelica Gvozdanović-Varga1, Stevan Maširević2, Renata Iličić2, 

Vladimir Božić3, Maja Ignjatov1, Dragana Milošević1 

 
Izvod: U peridu 2015-2017. god. izvršeno je sakupljanje semena kupusa i utvrđivanje 

prisustva fitopatogenih bakterija. Sakupljeno je 37 uzoraka (sertifikovanog i naturalnog) 
semena, od kojih je kod 15 uzoraka primećena pojava žutih kolonija koje podsećaju na 
predstavnike roda Xanthomonas. Na osnovu pozitivnih rezultata provere patogenosti, 
biohemijsko-fizioloških i seroloških odlika izolati su identifikovani kao vrsta 
Xanthomonas campestris pv. campestris. 

 

Ključne reči: kupus, seme, Xanthomonas campestris pv. campestris 
 

Uvod 
 

Zaraženo seme predstavlja značajnu kariku u epidemiologiji širenja i održavanja 
različitih patogena. Početni inokulum sa semena je kritični faktor koji određuje 
intenzitet zaraze (Roberts et al., 1999). Fitopatogene bakterije, obzirom da nemaju 
sposobnoist stvaranja spora, iz godine u godinu se najčešće prenose semenom (Balaž, 
2005). Preko 45 vrasta fitopatogenoih bakterija se prenosi semenom, ispoljavajući četiri 
simptoma – trulež, promenu boje semenjače, gumozu i „šturost“ semena (Neergaard, 
1977). Jedno zaraženo seme sa bakterijom Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Xcc) na 10 000 semena predstavlja potencijalnu opasnost za nastanak i širenje 
bakterije, zbog toga je potrebna nulta tolerancija u kontroli semena. Procenat zaraženog 
semena je relativno mali (< 0,1%) i retko prelazi 1 % (Schaad, 1980). Prema Clayton 
(1925), Xcc na semenu može da preživi do tri godine.  

Bakterija Xcc predstavlja značajnog patogena i ekonomski najštetnijih bolesti 
kupusnjača u svetu (Lelliottu, 1988) i kod nas (Balaž, 1988; Obradović i Arsenijević, 
1999; Vlajić i sar., 2017). Prouzrokuje značajne gubitke u uslovima umerenog klimata 
(Williams, 1980), pri temperaturama 20-30 °C (Mariano et al., 2001).  

Tokom klijanja zaraženog semena, patogen prodire u mezofil i vaskularno tkivo 
epikotila, inficira listove i oslobađa se kapljicama gutacije na rubovima listova (Köhl 
and der Wolf, 2005). Tipičan simptom bakterioze na listovima kupusa, predstavlja 
nekroza lisnog tkiva, koja spuštajući se do centralnog nerva formira latinično slovo „V“. 
Zaražene biljke su slabijeg porasta, dok se glavice teže čuvaju usled napada saprofita 
koji prouzrokuju simptom truleži. 

Cilj rada je bio sakupljanje sertifikovanog i naturalnog semena kupusa, radi 
utvrđivanja prisustva Xcc. 
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3 ”Zaštita bilja” d.o.o., Toplički Partizanski Odred 151, 18000 Niš, Srbija 
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Materijal i metode rada  
 

Sakupljanje uzoraka semena vršeno je tokom perioda 2015-2017. godine. Uzorci 
naturalnog semena su poreklom sa tri lokaliteta (Futog, Despotovo i Begeč), dok su 
deklarisani (setifikovano seme) uzorci sakupljeni po poljoprivrednim apotekama. 
Tokom ispitivanog perioda sakupljeno je 37 uzorka (14 deklarisanog i 23 naturalnog).  

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). Za pozitivnu kontrolu upotrebljena su semena koja su hemijski 
dezinfikovana (4% rastvor NaClO) a potom potopljena 2 sata u suspenziju bakterije 
XCC NCPPB 1144 koncentrecije 3x108 cfu/ml (podešena pomoću McFarland skale), 
nakog čega su sušena 24 h na sterilnoj filter hartiji.  

Za izolaciju je korišćena YDC podloga u koju je dodat cyclohexamide (250 mg/l 
podloge), a nakon očvršćivanja naneseno je po 100 µl nerazblaženog i razblaženog 
macerata koji je razvučen L – petljom po podlozi. Inkubacija je vršena 3-4 dana na 
temperaturi 27 ºC. Nakon porasta kolonija vršena je subkultivacija i formirana kolekcija 
izolata. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. 

 
Provera patogenosti 
 
Provera patogenosti izolata, ispitana je inokulacijom lista biljke domaćina 

(Obradović i Arsenijević, 1999; Radunović i Balaž, 2012). Bakterijska suspenzija 106 – 
107 cfu/ml starosti 48h gajena na YDC podlozi, pomoću medicinskog šprica i igle, 
ubrizgana je u centralni nerv lista kupusa sorte Futoški. Pozitivnu kontrolu činila je 
inokulacija referentnim sojem NCPPB 1144 (Xcc), a negativnu sterilna destilovana 
voda. Inokulisani listovi postavljeni su u PVC kutije sa navlaženim filter papirom. 
Kutije su odložene u fitotrotonsku komoru gde su održavani konstantni uslovi 
temperature 25 °C. Rezultati su očitavani treći, peti i sedmi dan. Po završetku ogleda, 
rađena je reizolacija bakterija, a potom reinokulacija opisanom metodom infiltriranjem 
reizolata bakterije. 

 
Identifikacija 
 
Identifikacija bakterije do nivoa vrste je rađena prema Schaad et al. (2001), 

uzimajući u obzir morfološke i biohemijsko-fiziološke karakteristike izolata. Dodatni 
test su činile serološke karakteristike rađene primenom direktne imunoenzimske metode 
na ploči (DAS-ELISA) primenom poliklonalnih antitela specifičnih za detekciju Xcc. U 
testu su korišćene čiste kulture bakterije, starosti 48h gajene na podlozi od hranjvog 
agara pri 27 ºC. Metoda je izvedena prema uputvu proizvođača (Loewe Biochemica 
GmbH, Nemačka). Specifična poliklonalna antitela (IgG) i sekundarna antitela 
konjugovana sa akalnom fosfatazom (IgG-AP-Conjugate) korišćena su u razređenju 
1:200 u odgovarajućem puferu. Nakon 1-2 časa po dodavanju supstrata p-
nitrofenilfosfata (1 mg/ml), intenzitet bojene reakcije je očitavan spektrofotometrijski 
(Multiscan Ascent, Finland). Rezultati za svaki uzorak su izračunati kao prosečna 
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vrednost dva ponavljanja, uključujući kontrole. Pozitivnom reakcijom smatrane su 
vrednosti apsorpcije dva i više puta veće od vrednosti apsorpcije negativne kontrole. 

 
Rezultati istraživanja i diskusija 

 

Zasejavanjem macerata semena 37 uzoraka na YDC podlogu, nakon tri dana kod 15 
uzoraka, uočena je pojava žutih, ispupčenih kolonija, prečnika 2-3 mm, sluzaste 
konzistencije i sjajnog izgleda. Istog dana izvršena je subkultivacija konija i nakon dva 
dana formirana je kolekcija izolata (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Izolati bakterija poreklom sa semena  

Table 1. Isolate bacteria from the seeds 
 

Red. 
br. 

Šifra 
Datum 

izolacije 
Način 

proizvodnje* 
Poreklo 

Mesto 
uzorkovanja 

1. S-2 08.06.2015. N Domaćinstvo Futog 
2. S-3 08.06.2015. N Domaćinstvo Futog 
3. S-4 08.06.2015. N Domaćinstvo Futog 
4. S-5 08.06.2015 N Domaćinstvo Futog 
5. S-6 24.06.2015. N Domaćinstvo Despotovo 
6. S-7 29.06.2015. S Polj.apoteka Novi Sad 
7. S-8 14.07.2015. S Polj. apoteka Novi Sad 

8. S-9 05.04.2016. S Polj.apoteka Novi Sad 
9. S-11 12.06.2016. N Domaćinstvo Futog 
10. S-12 12.06.2016. N Domaćinstvo Futog 
11. S-13 12.06.2016. N Domaćinstvo Futog 
12. S-16 11.05.2017. N Domaćinstvo Despotovo 
13. S-17 11.05.2017. N Domaćinstvo Futog 
14. S-18 20.06.2017. N Domaćinstvo Futog 
15. S-19 16.06.2017. N Domaćinstvo Futog 

*S - sertifikovano seme: seme proizvedeno od semena poznatog genetičkog porekla i 
genetičke čistoće čija je proizvodnja kontrolisana; N - nautralno seme: neobrađeno i 
nedeklarsano seme (kategorizovano na osnovu Zakona o semenu „Sl. glasnik RS“ br. 
45/2005) 

 
Proverom patogenosti svi ispitivani izolati ispoljili su patogenost na biljci 

domaćinu. Na osnovu rezultata biohemijsko-fizioloških reakcija izolata koji su isti sa 
rezultatima testova kod referentnog soja NCPPB 1144, ispitivani izolati su preliminarno 
identifikovani kao vrsta Xanthomonas campestris pv. campestris (Tabela 2). 

Serološka ispitivanja su obuhvatila primenu direktne imunoenzimske metode na 
ploči (DAS–ELISA), korišćenjem komercijalnih poliklonalnih antiseruma (Loewe 
Biochemica GmbH, Nemačka) specifičnih za detekciju ove bakterije. Poređenjem 
srednjih vrednosti ekstinkcija proučavanih sojeva, utvrđeno je da su srednje vrednosti 
svih 15 izolata bile dva ili više puta veće od negativne kontrole, što je ocenjeno kao 
pozitivna reakcija.  
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Prema našim istraživanjima, na analiziranim uzorcima, potvrđeno je prisustvo 
bakterije Xcc. Naročito je značajna pojava bakterije na semenu koje je iz kontrolisane 
semenske proizvodnje.  

Pravilnikom o zdravstevom pregledu useva, dozvoljena je zaraza do 2% biljaka u 
polju (Službeni glasnik RS), međutim potrebno je posebnu pažnju posvetiti odabiru 
izvodnica koja moraju biti potpuno zdrave. 

 
Tabela 2: Biohemijsko-fiziološke karakteristike izolata poreklom sa semena i 

referentnog soja 
Table 2: Biochemical and physiological characteristics of the isolates derived from the 

seed and the reference strain 
 

Testovi* 
Ispitivani izolati 

(n=15) 
Referentni soj 
NCPPB 1144 

O/F test O O 

Stvaranje 
indola + + 
H2S + + 

Aktivnost 
oksidaze - - 
katalaze + + 

Razlaganje želatina + + 

Hidroliza 
skroba + + 

eskulina + + 
Redukcija nitrata - - 
Razlaganje citrata + + 
Proteoliza mleka + + 

Stvaranje 
kiseline iz: 

saharoze + + 
trehaloze + + 

D-arabinoze + + 

*Legenda: + pozitivna reakcija; - negativna reakcija / Legend: + positive reaction; - negative 
reaction 

 
Obilasci semenskih useva i eradikacija zaraženih izvodnica, nameće se kao 

neophodna mera u sprečavanju proizvodnje zaraženog semena. Imajući u vidu 
postojanje rasa patogena (Vicente and Holub, 2013), potrebna je sveobuhvatna analiza 
uvezenog semena kako ne bi došlo do introdukcije novih rasa sa izraženijom 
patogenosti. Proizvodnja semena lokalnih populacija kupusa, odvija se bez stručne 
kontrole, usled toga u razmeni semena između poljoprivrednih proizvođača, nalazi se 
značajan deo zaraženog sa Xcc. Posledica je veći procenat zaraženih biljaka na 
proizvodnim površinama (Vlajić i sar., 2017).  
 

Zaključak 
 

Analizom 37 uzorkaka sakupljenog semena (sertifikovanog i naturalnog), na 15 
uzoraka je utvrđena pojava žutih kolonija bakterija. Na osnovu provere patogenosti, 
biohemijsko-fizioloških i seroloških osobina kolekcija izolata je identifikovana kao 
vrsta Xanthomonas campestris pv. campestris. Obzirom da ova bakterija predstvlja 
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ozbiljan problem u proizvodnji kupusnjača, potrebno je zaraženo seme isključiti iz 
upotrebe u proizvodnji. 

Napomena 
 

Istraživanja u ovom radu deo su projekta Stvaranje sorta i hibrida povrća za gajenje 
na otvorenom polju i zaštićenom prostoru (TR 31030) koji finansira Ministarstvo nauke, 
prosvete i tehnološkog ravoja Republike Srbije. 
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DETECTION OF BACTERIA XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. 
CAMPESTRIS ON CABBAGE SEED 

 
Slobodan Vlajić1, Jelica Gvozdanović-Varga1, Stevan Maširević2, Renata Iličić2, 

Vladimir Božić3, Maja Ignjatov1, Dragana Milošević1 

 
Abstract 

 
In the period 2015-2017. collection of seed cabbage and detection of 

phytopathogenic bacteria was carried out. 37 samples (certified and natural seed) were 
collected, of which in 15 samples were observed yellow colonies typical for the genus 
Xanthomonas. Based on results of the pathogenicity, biochemical-physiological and 
serological tests, the isolates were identified as Xanthomonas campestris pv. campestris. 

 
Key words: cabbage, seeds, Xanthomonas campestris pv. campestris 
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