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BAKTERIJE KAO PARAZITI KOSTICAVIH VOCAKA I BADEMA NA PODRUCJU
CRNE GORE

SAZETAK

Proizvodnja kosticavog voca i badema ekonomski je vazna i obezbjeduje znacajne prihode
proizvodac¢ima Sirom svijeta. U Crnoj Gori karakteriSe je intenzivna i poluintenzivna proizvodnja,
dok je gajenje badema uglavnom namijenjeno za potrebe domacinstva.

Proizvodnja kosticavog vo¢a i badema u Crnoj Gori Cesto je ugrozena razli¢itim
fitopatogenim bakterijama, narocito kada povoljni klimatski uslovi pogoduju infekciji i Sirenju
bolesti.

Tokom dvogodisnjeg nadzora (2017-2018), prikupljeni su simptomati¢ni uzorci raznih
organa kostiavih voc¢aka 1 badema, iz razli¢itih lokaliteta Sirom Crne Gore. Iz oboljelog tkiva,
izolovano je 68 sojeva fitopatogenih bakterija koji su prouceni primjenom klasi¢nih i savremenih
metoda.

Svi proucavani sojevi su Gram negativni, stvaraju katalazu, ali ne i oksidazu, imaju
oksidativan metabolizam glukoze i prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju lista duvana i muskatle. Na
osnovu patogenih, morfoloskih, biohemijsko-fizioloskih i molekularnih odlika, izolovani sojevi
svrstani su u dva roda: Xanthomonas 1 Pseudomonas. Patogenost proucavanih sojeva potvrdena je
reprodukcijom simptoma na listovima, plodovima i mladarima odgovaraju¢ih biljaka domacina.

Na osnovu morfoloskih, patogenih, biohemijsko-fizioloskih i molekularnih karakteristika,
29 sojeva je svrstano u rod Pseudomonas. Proucavani sojevi stvaraju zeleni fluorescentni pigment
na Kingovoj podlozi B i male, okrugle, sjajne, sivkasto-bjelicaste kolonije na podlozi od hranljivog
agara. Uocena je varijabilnost u pogledu stvaranja levana i vitalnosti na hranljivoj podlozi
obogacenoj saharozom (NAS), kao i sposobnosti stvaranja Cestica leda. Rezultati GATTa testova
nisu dovoljni i pouzdani za diferencijaciju P. syringae sojeva do ili ispod nivoa patogenog
varijeteta. Kod 25 proucavanih sojeva detektovan je syrB gen koji kodira sintezu siringomicina.
Rezultati Rep-PCR primjenom BOX prajmera, pokazali su visok geneticki diverzitet medu
proucavanim sojevima Pseudomonas sp. Analiza multilokusnih sekvenci (MLSA) je izvedena za 28
proucavanih sojeva, pri ¢emu su umnozene nukleotidne sekvence Cetiri konstitutivna gena: gapA,
gltA, gyrB i rpoD. Rezultati MLSA pokazuju da 27 proucavanih sojeva pripada genomskoj vrsti 1,
P. syringae sensu stricto, rasporedenih u filogrupi 2. Medutim, sojevi iz iste filogrupe 2, nisu
grupisani u jedan monofiletski klaster. Izuzetak je predstavljao soj K6 izolovan iz kajsije, koji
pripada genomskoj vrsti 2, filogrupi 3. Kod cetiri soja kod kojih nije detektovan gen za sintezu
siringomicina, analiziran je 16S rRNK gen. Poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama u NCBI
bazi, utvrdeno je da ti sojevi ipak pripadaju bakteriji Pseudomonas syringae pv. syringae. Na
osnovu dobijenih rezultata, 29 sojeva je identifikovano kao Pseudomonas syringae pv. syringae.

Na osnovu dobijenih rezultata morfoloskih, patogenih, biohemijskih i molekularnih testova,
38 sojeva je identifikovano kao Xanthomonas arboricola pv. pruni. Na podlozi od kvascevog
ekstrakta, glukoze i kalcijum karbonata (YDC) formirali su zute, ispupcene i sluzaste kolonije. Svi
proucavani sojevi hidrolizuju eskulin 1 ne razvijaju se pri 37°C. Od svih proucavanih sojeva cCetiri
soja hidrolizuju skrob i dva soja ne hidrolizuju zelatin. Rezultati Rep-PCR koris¢enjem BOX
prajmera, ukazali su na homogenost populacije Xanthomonas arboricola pv. pruni i nizak geneticki
diverzitet proucavanih sojeva ovog patovara. KoriS¢enjem specificnih prajmera XapY17-
F/XapY17-R u reakciji lanCanog umnozavanja fragmenata DNK, umnozen je fragment veli¢ine 943
bp kod 37 proucavanih sojeva. Sekvencionom analizom konstitutivhog gyrB gena odredena je
genotipska srodnost 10 reprezentativnih sojeva porijeklom iz Crne Gore sa referentnim sojevima.
Na osnovu analize gyrB gena i grupisanja sojeva patovara pruni i juglandis u jednu homogenu
grupu, moze se zakljuciti da gyrB gen ne predstavlja pogodan geneticki marker za utvrdivanje



filogenetskih odnosa medu patovarima pruni i1 juglandis. Sekvenciona analiza 16S rRNA gena, soja
B15, izolovanog iz badema, pokazala je da proucavani soj takode pripada bakteriji Xanthomonas
arboricola pv. pruni.

Proucavanjem dejstva baktericida i antibiotika na razvoj bakterijskih celija u in vitro
uslovima, ustanovljen je visok nivo otpornosti na bakar sulfat i visok nivo osjetljivosti na
streptomicin sulfat.

Kljucne rijeci: kosticave vocke, badem, bakterioze, Pseudomonas syringae, Xanthomonas
arboricola pv. pruni, identifikacija, PCR, geneticki diverzitet, MLSA

Naucna oblast: Biotehnicke nauke
Uza naucna oblast: Fitopatologija

UDK broj: 632.35:[634.2+ 634.55(497.16)(043.3)



BACTERIA AS PATHOGENS OF STONE FRUITS AND ALMOND IN MONTENEGRO

ABSTRACT

Stone fruit and almond production are economically important and provide considerable
incomes for the growers worldwide. In Montenegro this production is characterized as intensive and
semi-intensive, while almond production is mainly intended for household consumption.

The Montenegro stone fruit and almond production is often compromised by different
phytopathogenic bacteria, especially when environmental conditions favour infection and spread of
the disease.

During the two year survey (2017-2018), symptomatic samples of plant material of stone
fruits and almond from different geographical locations in Montenegro were collected. From the
diseased tissue, 68 bacterial strains were isolated, and studied using conventional and modern
methods.

All studied strains were Gram-negative, catalase positive, oxidase negative, obligate aerobic,
and caused hypersensitive reaction of tobacco and geranium leaves. Based on pathogenic,
morphological, biochemical-physiological and molecular characteristics, isolated strains were
classified into two genera: Xanthomonas 1 Pseudomonas. Pathogenicity of tested strains was
confirmed by reproducing the simptoms on leaves, fruits and twigs of their corresponding host
plants.

Based on morphological, pathogenic, biochemical and molecular characteristics, 29 strains
were differentiated in the genus Pseudomonas. Investigated strains produced fluorescent pigment on
King's medium B and small, circular, glossy, greyish-whitish colonies on nutrient agar. The strains
differed in levan production, vitality on nutrient sucrose agar (NSA) and ice nucleation activity.
Results of GATTa tests were not sufficient and reliable for differentiating P. syringae strains at or
below the pathovar level. The syrB gene coding for syringomycin synthesis, was detected in 25 of
tested strains. The results of Rep-PCR using BOX primer, revealed high genetic diversity of the
Pseudomonas strains isolated from stone fruits and almond in Montenegro. Multilocus sequence
analysis (MLSA) was performed for 28 strains, using four housekeeping genes: gapA, gltA, gyrB
and rpoD. The results of MLSA showed that 27 studied strains belonged to the genomic species 1,
P. syringae sensu stricto, coresponding to P. syringae phylogroup 2. However, strains from the
same phylogroup 2 did not form a monophyletic cluster. The exception was the strain K6 isolated
from apricot, which belonged to genomic species 2, phylogroup 3. The 16S rRNA gene was
analyzed for four strains which did not have a gene for syringomycin synthesis. The comparison of
the obtained sequences with those previously deposited in the NCBI database showed that these
strains belong to Pseudomonas syringae pv. syringae. Based on the obtained results, 29 strains were
identified as Pseudomonas syringae pv. syringae.

A total of 38 strains were identified as Xanthomonas arboricola pv. pruni based on their
morphological, pathogenic, biochemical and molecular characteristics. Colonies on yeast extract-
dextrose-CaCO3 agar medium (YDC) were yellow, convex and mucoid. All strains hydrolyzed
esculin and didn’t grow at 37°C. Out of all, four strains hydrolyzed starch and two strains didn’t
hydrolyze gelatin. The results of Rep-PCR using BOX primer, indicated population homogeneity of
our Xanthomonas arboricola pv. pruni strains and low genetic diversity among them. PCR analysis,
with a pair of primers XapY17-F/ XapY17-R, produced a single characteristic band of 943 bp in 37
strains. Sequence analysis of housekeeping gyrB gene revealed genotypic relatedness of ten
representative strains originating from Montenegro with referent Xanthomonas arboricola pv. pruni
strains. Based on the analysis gyrB gene and grouping of strains of pathovars pruni and juglandis
into one homogeneous group, it can be concluded that the gyrB gene is not a suitable genetic marker
for determining phylogenetic relationships between pathovars pruni and juglandis. Sequence



analysis of 16S rRNA gene of the strain B15, isolated from almond, showed that the strain belonged
to Xanthomonas arboricola pv. pruni as well.

All tested strains in vitro showed high level of resistance to copper sulfate and high level of
sensitivity to streptomycin sulfate.

Key words: stone fruits, almond, bacterial diseases, Pseudomonas syringae, Xanthomonas
arboricola pv. pruni, identification, PCR, genetic diversity, MLSA

Scientific field: Biotechnical Science

Scientific subfield: Phytopathology

UDC number: 632.35:[634.2+ 634.55(497.16)(043.3)
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1. UVOD

Rod Prunus pripada familiji Rosaceae 1 obuhvata vrste znacajne za vocarsku proizvodnju
kao $to su P. armeniaca L. (kajsija), P. persica (L.) Batsch. (breskva/nektarina), P. domestica L.
(evropska, domaca Sljiva), P. salicina Lindl. (kinesko-japanska $ljiva), P. avium L. (treSnja), P.
cerasus L. (viSnja) i P. dulcus (Mill.) D.A.Webb (badem). Vo¢ne vrste kajsija, breskva, nektarina,
Sljiva, japanska Sljiva, treSnja 1 viSnja nazivaju se kosticave vocke zbog plodova tipa kostunice, koji
se sastoje od socnog mezokarpa (mesa ploda). U mesu ploda nalazi se ¢vrsta kostica (endokarp) u
kojoj se nalazi sjemenka. Badem ima isti tip ploda kao kosticavo voce, ali se ubraja u jezgraste
vocke jer je jestivi dio ploda sjemenka (jezgra) (Keserovic i sar., 2016).

Proizvodni zasadi kosti¢avih vocaka i badema su medu ekonomski najvaznijim zasadima
Sirom svijeta 1 uzgajaju se u razli¢itom obimu na svim kontinentima. Broj drzava koje gaje
kosti¢ave vocke se povecava u posljednjoj deceniji Sto je rezultiralo povec¢anjem povrsina u cijelom
svijetu (Lamichhane, 2014). Plodovi kosticavih vocaka i sjemenke badema imaju veoma veliku
bioloSku vrijednost zbog Cega su znacajni u ljudskoj ishrani, a u novije vrijeme postaju veoma
vazan faktor u prevenciji mnogih bolesti.

U svim podrucjima gajenja, rentabilnost proizvodnje kosti¢avih vo¢aka ugrozavaju razlicite
biljne bolesti. Parazitiraju ih gljive, bakterije, fitoplazme 1 virusi. Po znacaju, raSirenosti, ali i
nemogucnosti uspjesne kontrole, izdvajaju se oboljenja bakteriozne 1 fitoplazmozne prirode
(Obradovi¢ i sar., 2010).

Kao znacajni patogeni kosti¢avih vocaka i badema do sada su opisane Cetiri vrste bakterija:
Pseudomonas syringae sa svojim patogenim varijetetima: pv. syringae — prouzrokovac rak-rana i
bakterioznog izumiranja vocaka, pv. morsprunorum — prouzrokova¢ rak-rana i izumiranja grana
kosticavih vocaka, pv. persicae — prouzrokovac bakterioznog izumiranja breskve, nektarine i
kinesko-japanske Sljive, pv. avii — prouzrokova¢ bakterioznog raka treSnje; Xanthomonas
arboricola pv. pruni — prouzrokovac bakteriozne pjegavosti kosti¢avih vocaka; Xylella fastidiosa —
prouzrokovac¢ lazne patuljavosti breskve i1 palezi liS¢a badema, Sljive 1 treSnje i Agrobacterium
tumefaciens — prouzrokovac bakterioznog raka korijena.

U drzavama sa dugom tradicijom u gajenju ovih vo¢nih vrsta veoma su rasprostranjene
pojedine ekonomski znacajne vrste patogenih bakterija, dok se u mnogim drzavama svijeta sve
¢es¢e pojavljuju nalazi karantinskih bakterija, kao Sto su Xanthomonas arboricola pv. pruni,
Pseudomonas syringae pv. persicae 1 Xylella fastidiosa.

Glavni izvor infekcije moze biti zarazen sadni materijal. Sadnja zarazenog sadnog materijala
rezultira pojavom infekcije znacajnijeg intenziteta, Sto moZze ugroziti proizvodnju kosti¢avih voc¢aka
1 badema 1 umanjiti ekonomski efekat.

Sirenje proizvodnih zasada kosti¢avih voéaka u Crnoj Gori i intenzivan uvoz sadnog
materijala iz zarazenih podrucja, znacajno povecavaju rizik od pojave bakterioza jaeg intenziteta
ili od unoSenja karantinskih vrsta bakterija. lako u poslednjem periodu nisu zabiljezene Stete veceg
obima, imaju¢i u vidu da bakterioze kosticavih vocaka i badema nisu bile predmet intenzivnih
proucavanja duzi niz godina u Crnoj Gori, postoji opravdana potreba za sveobuhvatnim
proucavanjem ovog problema, koji bi u povoljnim uslovima za nastanak infekcije, mogao znacajno
da ugrozi proizvodne zasade kosti¢avih vocaka. Karantinski status Xanthomonas arboricola pv.
pruni, Pseudomonas syringae pv. persicae 1 Xylella fastidiosa opravdava potrebu da se provjeri i
utvrdi njihovo eventualno prisustvo na teritoriji Crne Gore, kao i da se detaljnije prouce ranije
utvrdene i1 ekonomski znaCajne vrste bakterija kao patogeni kosticavih vocaka 1 badema u Crnoj
Gori, koji mogu prouzrokovati znacajne Stete.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Porijeklo, znacaj i biologija koSticavih vo¢aka i badema

Kosticave vocke 1 badem pripadaju rodu Prunus, familiji Rosaceae, podfamiliji Prunoideae.
Rod Prunus obuhvata nekoliko stotina vrsta drveéa i Zbunova (Keserovi¢ i sar., 2016). Plodovi
kostiCavih vocaka na trziStu se koriste u svjezem stanju ili za preradu i proizvodnju raznih
proizvoda. Iako plodovi sadrZze manju koli¢inu ugljenih hidrata, a zanemarljivu masti i bjelancevina,
znacajni su u ishrani ljudi zbog velike koli¢ine minerala i vitamina. Kosticave vocke uspjesno se
uzgajaju u Sirokom rasponu klimatskih i zemljiSnih uslova, pri ¢emu plodnost i drenaza zemljista
imaju veliki uticaj na zdravstvenu ispravnost, proizvodnju 1 kvalitet voca.

Kajsija (Prunus armeniaca L.) se gaji u toplijim predjelima kontinentalne klime, izmedu 30°
juzne 1 45° sjeverne geografske Sirine (Keserovi¢ i sar., 2010), ali i u podru¢jima sa suptropskom
klimom. Porijeklom je iz Kine. Latinski naziv kajsije Prunus armeniaca dobijen je na osnovu
pretpostavke da je njeno porijeklo iz Jermenije (Armenije). Jermenija je samo put kojim je kajsija
stigla u Evropu. Kajsiju je u Gréku 1 Albaniju donio Aleksandar Veliki (356. — 323. godine p.n.e.),
odakle je stigla u Italiju (Janick, 2005). U sedmom vijeku Arapi su donijeli kajsiju u Spaniju, a u
juznu Francusku prije 1000 godina. Kajsija je donijeta u Englesku i Rusiju tek u sedamnaestom
vijeku. Dalje Sirenje kajsije po svijetu nastavili su Spanski doseljenici koji su kajsiju donijeli u
osamnaestom vijeku, u Virdziniju 1 Kaliforniju, a britanski doseljenici u Australiju (Faust et al.,
2011). Plod kajsije se koristi u svjezem, susenom ili preradenom stanju i izuzetno je vrijedan zbog
visokog sadrzaja B-karotena, kojeg ima viSe od 18 mg/kg (Kantoci, 2008). Visok sadrzaj Secera u
plodovima ¢ini ih pogodnim za suSenje.

Breskva (Prunus persica (L.) Batsch.) je vo¢ka umjerenog klimata i moze se uspjesno gajiti
na 300 do 500 m nadmorske visine (Keserovi¢ i sar., 2016), dok uspijeva i u suptropskoj klimi.
Latinski naziv breskve Prunus persica vezuje se za Persiju, gdje je breskva stigla vjerovatno iz Kine
u prvom vijeku p.n.e. (Janick, 2005). Breskva je u Kini uzgajana 3300-2500 godine p.n.e. (Faust et
al., 2011). 1z Kine, preko Persije prenijeta je u Grcku 332 godine p.n.e. (Janick, 2005), a zatim se
prosirila po cijelom svijetu. Breskva je znacajna vocéna vrsta, ¢iji se plodovi koriste u svjezem i
preradenom stanju. Nektarina (P. persica var. nectarina) je varijetet breskve ¢iji plod ima potpuno
glatku i sjajnu pokozicu.

TreSnja (Prunus avium L.) je najbolje prilagodena evropskoj kontinentalnoj klimi i uspjeva
do 1300 metara nadmorske visine (Keserovi¢ i sar., 2016). Poti¢e iz podrucja oko Kaspijskog i
Crnog mora, odakle se polako Sirila, u pocetku 1 pomocu ptica, otuda i latinski naziv treSnje P.
avium (Dirlewanger et al., 2007). Plodovi treSnje se pretezno koriste u svjezem stanju, a u manjoj
mjeri i za preradu u domacinstvu ili industriji u: slatko, kompot, dzem, vo¢ne salate, sokove 1 sl.

Visnja (Prunus cerasus L.) je porijeklom iz sli¢nih podrucja kao i treSnja (Watkins, 1995) i
najvise se koristi za industrijsku preradu. U industriji se od plodova viSnje spravljaju sokovi, dzem,
marmelada, kompot, slatko, voéni jogurt, Cokoladne bombone. Pored toga, plodovi viSnje se mogu
cuvati u zamrznutom stanju ili koristiti kao suSeni plodovi. Od plodova se mogu spravljati i
alkoholna pica, kao Sto su likeri i1 rakija visSnjevaca. Plodovi nekih sorti, koje se odlikuju manjim
sadrzajem kisjelina se mogu koristiti i za potros$nju u svjezem stanju.

Sljiva (Prunus domestica L.) je porijeklom sa Bliskog istoka, sa podruéja juzno od Kavkaza
izmedu Crnog i1 Kaspijskog mora koje obuhvata Gruziju, Jermeniju, Azerbejdzan i sjevernu
visoravan Irana (Hedrick, 1911). Nedavno otkri¢e divljih sastojina P. domestica u provinciji
Xinjiang na sjeverozapadu Kine ukazuje na moguénost kineskog porijekla §ljive (Lin and Shi,
1990). Dosadasnja istrazivanja ne mogu u potpunosti objasniti porijeklo Prunus domestica.
Japanska $ljiva (Prunus salicina Lindl.) vodi porijeklo iz Kine. Plod $ljive se koristi kao svjeze,
suseno ili preradeno voce. Od plodova §ljive se pravi pekmez, dzem, kompot, sokovi i rakija.



Badem (Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb) je porijeklom iz centalne do jugozapadne Azije
(Watkins, 1976). Badem se u pocetku pripitomio i Sirio po srednjoj i jugozapadnoj Aziji, od Irana
do Kine, Indije, Pakistana, Turske, Izraela i1 Sirije. Gr¢ka 1 persijska civilizacija imale su vaznu
ulogu u Sirenju badema u Sredozemlju. U Grcku je donesen oko 200 do 300 godine p.n.e. odakle se
Sirio po Mediteranu (Janick, 2005). Jezgra badema se mogu konzumirati sirova ili pe€ena, mogu se
mljeti u bademov maslac ili koristiti za proizvodnju bademovog mlijeka.

Vrste roda Prunus su visegodiSnje biljke koje formiraju deblo i1 kroSnju sa granama.
Kosticave voc¢ke imaju dvopolne (hermafroditne) cvjetove, a veéina sorti tresnje i badema, neke
sorte visnje, kajsije 1 §ljive su stranooplodne voéne vrste. Vecina vrsta roda Prunus su diploidi, ¢iji
broj hromozoma iznosi 16, viSnja (P. cerasus L.) je tetraploid sa 32 hromozoma, a evropska §ljiva
je heksaploid sa 48 hromozoma (Keserovi¢ i sar., 2016). Plod kosticavog voca je monokarpna
kostunica. Mesnati dio ploda je jestiv, a sacinjavaju ga pokozica (egzokarp) i meso (mezokarp). U
mesu ploda nalazi se ¢vrsta kosStica (endokarp) 1 u njoj sjeme. Plod se razvija iz plodnika tucka 1
naziva se pravi. Kod badema plod je takode tipa monokarpna koStunica prema botanickoj
klasifikaciji, ali se djelovi ploda egzokarp (pokozica), mezokarp (klapina) i endokarp (koStica) ne
koriste u ishrani, ve¢ upotrebnu vrijednost ima sjemenka (Keserovi¢ i sar., 2016).

2.2 Proizvodnja kosti¢avih voéaka i badema u svijetu

Rod Prunus obuhvata oko 200 vrsta, koje su rasprostranjene uglavnom u sjevernim
umjerenim podruc¢jima, dok gajene vocke ovog roda obuhvataju najmanje sedam razlicitih
botanickih vrsta: P. persica (breskva), P. armeniaca (kajsija), P. domestica (evropska §ljiva), P.
salicina (japanska $ljiva), P. avium (treSnja), P. cerasus (viSnja) i P. dulcis (badem). KostiCave
vocke se u velikom obimu uzgajaju u vecini drzava Europske unije, iako raspodjela vrsta varira
medu mediteranskim 1 sjevernim drzavama. Tre$nje se uzgajaju na cijelom Evropskom kontinentu,
dok se visnje uzgajaju u sredi$njim i sjevernim predjelima. Sljive se obi¢no uzgajaju u sredi$njim,
jugoisto¢nim 1 juznim drzavama, dok se japanska S§ljiva uzgaja u Mediteranskim podrucjima.
Breskve, nektarine i kajsije najviSe se uzgajaju oko Sredozemlja, u Spaniji, juznoj Francuskoj, Italiji
i Grékoj. Proizvodnja badema prisutna je u najtoplijim podru¢jima EU, kao $to su: Spanija, Gréka i
juzna Italija (EFSA, 2014).

Proizvodnja kajsije najve¢im dijelom je koncentrisana u drzavama Azije, medu kojima je
Turska najveci proizvoda¢. U sezoni 2018. godine, ona je proizvela 750.000 tona kajsije.
Uzbekistan je drugi najveci proizvodac kajsije sa 493.842 tona, dok je na treem myjestu Iran sa
342.479 tone (FAOSTAT, 2018). Od evropskih drzava najveci proizvodac kajsije je Italija, koja je
2018. godine proizvela 229.020 tona (FAOSTAT, 2018).

Najvecu proizvodnju breskve i nektarine ima Kina sa 15 miliona tona u 2018. godini. U EU
najveca proizvodnja breskve i nektarine je u Italiji, Grékoj i Spaniji. Italija je na drugom mjestu po
proizvodnji, sa 1 milionom tona, a slijede Gréka sa 968.720 tona i Spanija sa proizvodnjom od
903.809 tona (FAOSTAT, 2018).

Proizvodnja §ljive najveé¢im dijelom je koncentrisana u Aziji, Evropi i Sjevernoj Americi.
Najveci proizvodac §ljive u svijetu je Kina, u kojoj je 2018. godine proizvedeno 6.8 miliona tona, a
na drugom mjestu je Rumunija sa proizvodnjom od 842.132 tone, dok je na tre¢em mjestu Srbija sa
430.199 tona (FAOSTAT, 2018).

Vodec¢a drzava po proizvodnji treSnje u svjetu u 2018. godini je Turska, sa prosje¢nom
proizvodnjom od 639.564 tone. Slijede SAD sa 312.430 tona i Uzbekistan sa 172.035 tona. Od
evropskih drzava najve¢i proizvodaci treSnje su Italija, koja je 2018. godine proizvela 114.798 tona
i Spanija sa proizvodnjom od 106.584 tone (FAOSTAT, 2018).

Proizvodnja vi$nje najve¢im dijelom takode je koncentrisana u Aziji. Vodeca drzava po
proizvodnji visnje je Rusija, koja je 2018. godine proizvela 232.200 tona, na drugom mjestu je
Ukrajina sa proizvodnjom od 218.700 tona, dok je na tre¢em mjestu Poljska sa 200.632 tone
(FAOSTAT, 2018).



Badem se uzgaja u mnogim djelovima svijeta, a pet vodeéih drzava su SAD, Spanija, Iran
Maroko i Turska. SAD dominiraju u svjetskoj proizvodnji badema sa godiSnjom proizvodnjom u
2018. godini od 1,8 miliona tona. Slijede Spanija sa 339.033 tone i Iran sa 139.029 tona
(FAOSTAT, 2018).

2.3 Proizvodnja kosti¢avih voéaka i badema u Crnoj Gori

Posljednjih godina, mjerama podrSke Ministarstva poljoprivrede Crne Gore za podizanje
novih 1 modernizaciju/opremanje postoje¢ih proizvodnih voénih zasada, svjedoci smo povecanja
povrsina pod voénjacima. Investiranje u savremene zasade vocaka i redovna primjena agrotehnike
imaju za cilj redovan 1 stabilan prinos visokog kvaliteta, Sto dugoro¢no uti¢e na povecanje obima i
kvaliteta proizvoda, obima prerade, obogacivanje asortimana proizvoda i dostizanje viSeg nivoa
konkurentnosti.

Vocarska proizvodnja u Crnoj Gori dobija sve veci znacaj s obzirom na zemljiSne, klimatske
1 ekonomske prilike. Centralni dio Crne Gore, tj. podru¢je bazena Skadarskoj jezera, karakterise
mediteranska klima povoljna za voéarsku proizvodnju. Osim juznog i centralnog dijela izuzetno
povoljni uslovi za gajenje vocarskih kultura su 1 u sjevernom dijelu Crne Gore. U Zetsko—
Bjelopavli¢koj ravnici dominantna vrsta postaje breskva, dok u kontinentalnom dijelu najveci
znaCaj ima S§ljiva. Visnja 1 treSnja sve viSe zauzimaju znacajno mjesto u vocarstvu, posebno u
individualnom sektoru, dok su kajsija i badem sporadi¢no zastupljene, uglavnom na okuénicama i
za potrebe domacinstva. U strukturi vocarstva u Crnoj Gori, vo¢njaci breskve su na petom mjestu,
dok su u strukturi kosti¢avih vocaka, na drugom mjestu, odmah nakon zasada §ljive (Prenki¢ et al.,
2016).

Breskva je najznacajnija voéna vrsta u rejonu Podgorice i Crnogorskog primorja, gdje se
gaje rane 1 srednje rane sorte. Zajedno sa agrumima u Crnoj Gori, breskva se najviSe gaji u
intenzivnim zasadima (Prenki¢ i sar., 2011). Ukupna proizvodnja breskve u 2018. godini iznosila je
1.291,6 tona, od toga na plantazama se proizvodi 1.241,3 tone, sa povrSinom zasada od 61,4 ha i
prinosom od 20,2 t/ha (MONSTAT, 2019).

Najveci dio proizvodnje treSnje i visSnje u Crnoj Gori ostvaruje se na seoskim gazdinstvima
gdje se ove kulture gaje ekstenzivno ili poluintenzivno. TreSnja se uspjesno gaji u podrucjima sa
umjereno-kontinentalnom klimom (Prenki¢ 1 Odalovi¢, 2012). U toplijim regionima Crne Gore, kao
Sto je Crnogorsko primorje, rane sorte tre$nje sazrijevaju pocetkom maja, dok na visim nadmorskim
visinama pozne sorte treSnje sazrijevaju do kraja avgusta (Odalovi¢ i Prenki¢, 2011). TreSnja veoma
dobro uspijeva u srednjem dijelu Crne Gore, ali i na brdovitim proplancima sa viSom nadmorskom
visinom. Visnja predstavlja veoma perspektivnu voénu vrstu. Proizvodnja tresnje i1 viSnje u 2006.
godini iznosila je 1.916 tona (Prenkic¢ i sar., 2009).

Proizvodnja kajsije skoncentrisana je u $iroj okolini Podgorice i Bijelog Polja. Ova vo¢na
vrsta se gaji ekstenzivno na okuénicama ili u vidu manjih zasada sa veoma oskudnom primjenom
agrotehnickih mjera, pa je rodnost niska i alternativna (Odalovi¢ i Prenki¢, 2010).

U strukturi vocarstva Crne Gore, prema ukupnom broju stabala kao i prosjecnoj godiSnjoj
proizvodnji plodova, §ljiva ve¢ duzi niz godina zauzima vodece mjesto. Broj stabala Sljive Cini vise
od 50% ukupnog broja stabala kontinentalnih vo¢aka u Crnoj Gori (Prenki¢ i sar., 2009). Ukupna
proizvodnja Sljive u 2018. godini iznosila je 11.835,8 tona. Od toga na plantazama se proizvodi
1.378,6 tona, sa povr§inom zasada od 281,8 ha i prinosom od 4,9 t/ha (MONSTAT, 2019). Sljiva se
pretezno gaji u brdovitim 1 planinskim podruc¢jima sjevernog dijela Crne Gore. Ukupan broj stabala
se posljednjih 10 godina neznatno smanjuje, ali se ukupna proizvodnja na godiSnjem nivou
povecava, Sto ukazuje na to da se ekstenzivna proizvodnja sve viSe zamjenjuje poluintenzivnim i
intenzivnim na¢inima uzgoja. Ogite su i promjene u sortimentu ove vrste voéaka (Sebek i sar.,
2013).

U Crnoj Gori postoje povoljni prirodni i ekonomski uslovi za intenzivnu vodarsku
proizvodnju, ali te mogucnosti joS uvijek nisu dovoljno iskoriS¢ene (Prenki¢ i sar., 2009).



Upotrebna vrijednost plodova kosticavih vo¢aka u Crnoj Gori je uglavnom za svjezu potrosnju, dok
je prerada ogranicena preradivackim kapacitetima.

2.4 Bakterioze kosti¢avih vo¢aka i badema

Kao znacajni patogeni kosti¢avih vocaka i badema do sada je u svjetu opisano sedam vrsta
bakterija: Pseudomonas syringae sa patogenim varijetetima syringae, morsprunorum, avii, persicae
1 cerasicola - prouzrokovaci bakterioznog raka i izumiranja kosti¢avih vocaka; Xanthomonas
arboricola pv. pruni — prouzrokovac bakteriozne pjegavosti kosticavih vocaka; Xylella fastidiosa —
prouzrokovac lazne patuljavosti breskve i palezi liS¢a badema, §ljive i treSnje 1 Agrobacterium
tumefaciens — prouzrokovac bakterioznog raka korijena. U novije vrijeme opisane su tri nove vrste
bakterija: Pseudomonas cerasi - prouzrokova¢ bakterioznog raka treSnje u razliCitim regionima
Poljske (Katuzna et al., 2016), Xanthomonas prunicola - novi patogen nektarine u Spaniji (Lopez et
al., 2018) 1 Agrobacterium arsenijevicii patogen dzanarike (Prunus cerasifera) (Kuzmanovi¢ et al.,
2015).

2.4.1 Pseudomonas syringae — prouzrokovac bakterioznog raka i izumiranja koSticavih
vocaka

Bakteriozni rak, nakon viSe od jednog vijeka od pojave i1 proucavanja, predstavlja i dalje
aktuelan problem i pri¢injava znacajne gubitke u proizvodnji kosticavih vocaka Sirom svijeta. Do
danas, opisano je Sest filogenetski razliitth patogenih varijeteta bakterije P. syringae koji
prouzrokuju ekonomski znacajne bolesti na vrstama roda Prunus: P. syringae pv. syringae (Pss), P.
syringae pv. morsprunorum rasa 1 (Psm R1), P. syringae pv. morsprunorum rasa 2 (Psm R2), P.
syringae pv. avii (Psa), P. syringae pv. persicae (Psp) i P. syringae pv. cerasicola (Psc).

Pss ima najsiri krug domacina u okviru vrste P. syringae, jer parazitira i jabucaste vocke kao
i veliki broj drvenastih i zeljastih biljaka (Arsenijevi¢, 1997). Patogeni varijeteti syringae i
morsprunorum $iroko su rasprostranjeni i pri¢injavaju znacajne gubitke u rasadnicima i voénjacima
kosti¢avih vocaka i badema Sirom svijeta, redukujuci kvalitet i kvantitet plodova.

2.4.1.1 Patogeni varijeteti bakterije Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae kao patogen vocaka je veoma rasprostranjen i smatra se ekonomski
Stetnom bakterijom u Citavom svijetu. Bakterija Pseudomonas syringae prvi put je opisana u
Holandiji 1902. godine, od strane van Hall na jorgovanu (Syringa vulgaris L.), po ¢emu je 1 dobila
ime. Prva proucavanja bakterioznog raka zapoceta su u Poljskoj od strane Brzezinski (1902), koji je
ustanovio da je gumoza i izumiranje kosti¢avih vocaka (kajsije, breskve, §ljive 1 tresnje)
bakterioznog porijekla. U Engleskoj, Wormald (1932), opisuje bakteriju Pseudomonas
morsprunorum kao prouzrokovaca bakterioznog raka u zasadima Sljive. U Americi, u drzavi
Oregon, Cameron (1960; 1962) dokazuje da suSenje spavajucih popoljaka treSnje prouzrokuje
bakterija P. syringae. Crosse 1 Garrett (1963) 1 Garrett 1 sar. (1966), na osnovu proucavanja
osjetljivosti prema bakteriofagima, kao 1 biohemijsko-fizioloskih karakteristika 1 testova
patogenosti, dokazuju da su P. syringae i P. morsprunorum posebne vrste, iako prouzrokuju iste
simptome (suSenje grana, cvjetova i formiranje rak-rana) na kosti¢avim voc¢kama. Kasnije Freigoun
1 Crosse (1975) u Engleskoj opisuju P. morsprunorum rasu 2 kao patogena tresnje, koja se razlikuje
u patogenim i nekim biohemijskim karakteristikama od P. morsprunorum rase 1. Taksonomska
pozicija P. syringae i P. morsprunorum je promijenjena nakon revizije statusa vrste P. syringae,
kada dobijaju taksonomsku poziciju patogenog varijeteta vrste P. syringae (Young et al., 1978;
Young et al., 1992). Kasnija klasifikacija P. syringae patogenih varijeteta u genomovrste,
primjenom DNK:DNK hibridizacije, pokazuje da su Psm R1 i Psm R2, dva potpuno razlicita
organizma jer pripadaju genomskoj vrsti 2 i1 3, dok baterija Pss pripada genomskoj vrsti 1 (Gardan
et al.,, 1999). Psa, patogen divlje treSnje 1 Psp, patogen breskve, nektarine 1 japanske Sljive,
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pripadaju genomskoj vrsti 3, dok Psc, patogen tresnje i kajsije pripada genomskoj vrsti 2. Spektar
domacina patogenog varijeteta morsprunorum ogranic¢en je na kosStiave vocke, najcesce Sljivu,
vi$nju 1 tre$nju, dok patogeni varijetet syringae moze parazitirati 1 jabucaste vocke, kao 1 Citav niz
drugih drvenastih i zeljastih biljaka (Arsenijevi¢, 1997). Najnovija istrazivanja svrstavaju patogene
varijete bakterije P. syringae u tri filogenetske grupe (PG): PG1 obuhvata Psm R2, Psa i Psp; PG2 -
Pss 1 PG3 — Psm R1 i Psc (Ruinelli et al., 2019).

Posljednjih godina, u Evropi, sojevi P. syringae porijeklom iz kosti¢avih vocaka i badema
su proucavani u Njemackoj (Hinrichs-Berger, 2004), Belgiji (Gilbert et al., 2009), Poljskoj
(Sulikowska and Sobiczewski, 2008; Bultreys and Katuzna, 2010; Katluzna et al., 2010), Srbiji
(Balaz et al., 2016), Engleskoj (Hulin et al., 2018), Italiji (Giovanardi et al., 2018), gdje razliciti
patogeni varijeteti i rase P. syringae prouzrokuju bakteriozni rak kosti¢avih vo¢aka. U Americi, u
drzavama Oregon (Spotts et al., 2010) i Micigen (Renick et al., 2008), P. syringae prouzrokuje
bakteriozni rak treSnje i viSnje. Bakteriozni rak kajsije 1 breskve u regionu Kurdistan (Karimi-
Kurdistani and Harighi, 2008), i badema u provinciji Isfahan (Samavatian, 2006) je jedna od
najznacajnijih bolesti ovih vrsta u Iranu.

Problematika bakterioznog raka i izumiranja kosti¢avih vocaka proucavana je posljednjih 50
godina u Srbiji, §to je od izuzetnog znacaja i za Crnu Goru, zbog intenzivnog uvoza i zasnivanja
voénjaka sadnim materijalom porijeklom iz Srbije. U ranijem periodu P. syringae je najvise
proucavan kao prouzrokoval prevremenog susenja kajsije (Arsenijevi¢, 1968; Arsenijevi¢, 1976;
Arsenijevi¢ 1 Balaz, 1978; Arsenijevi¢, 1982), a kasnije kao patogen plodova visnje na kojima
prouzrokuje nekrozu u veoma visokom procentu (Balaz 1 sar., 1988; Balaz i Arsenijevi¢, 1989).
Detaljnija proucavanja bakterioza treSnje u Srbiji su zapoceta tokom posljednjih godina (Gavrilovié¢
and Miljjasevi¢, 2004; Gavrilovi¢ 1 sar., 2005). Bakterija je u Srbiji eksperimentalno potvrdena kao
patogen kruske, jabuke, kajsije, treSnje, viSnje, §ljive 1 maline, a njeni patogeni sojevi su izolovani i
iz dzanarike i breskve (Gavrilovi¢, 2006; Obradovi¢ et al., 2008; Gavrilovi¢ et al., 2009). SuSenje
stabala §ljive zabiljezeno je u zapadnoj Srbiji u periodu od 2003-2005. godine, posle ekstremno
niskih temperatura tokom zimskih mjeseci, a osjetljivom se naro¢ito pokazala sorta Cacanska
lepotica (Gavrilovi¢, 2009). Bakterija P. syringae je izolovana i iz nekroti¢nih pupoljaka breskve
tokom 2008. i 2009. godine u regionu Smedereva, gdje breskva ima veliki ekonomski znacaj 1
zastupljena je na velikim povrSinama (Gavrilovi¢ et al., 2009). Bakteriozni rak je i dalje aktuelan
patogen kostiCavih vocaka u Srbiji (Ivanovi¢ et al., 2009; Obradovi¢ i sar., 2010; Ivanovic¢ et al.,
2012; Balaz et al., 2016).

Psp prouzrokuje bakteriozni rak breskve. Ova bakterija je prvi put izolovana iz breskve u
Francuskoj (Vigouroux, 1967; loc. cit. EPPO Standards PM 7/43 (1)). Kasnije, utvrdena je na
breskvi, nektarini i japanskoj Sljivi u Novom Zelandu (Young, 1987, 1988) i na dzanarici u
Engleskoj (Garrett and Crosse, 1967; loc. cit. Young et al., 1996). Takode, prisutna je i u Hrvatskoj,
gdje se nalazi na A2 karantinskoj listi. Ovaj patogen moze dovesti do brzog izumiranja vocaka 1
zabiljezene su ozbiljne Stete u regionima gajenja breskve i1 nektarine u Francuskoj i Novom
Zelandu. S obzirom da su inficirani i plodovi, dolazi do znacajnog smanjenja njihovog kvaliteta 1
prinosa.

Japanski naucnici su 2000. godine, opisali novi patogeni varijetet - Psc, koji prouzrokuje
gale na stablu i granCicama treSnje (Kamiunten et al., 2000), dok je u Francuskoj 2003. godine,
opisan Psa kao patogen divlje tresnje (Ménard et al., 2003). Psa se odlikuje slabim razvojem na
Kingovoj podlozi B, na kojoj se razvijaju kolonije od 1-1,5 mm u precniku, koje ne proizvode
fluorescentni pigment ni nakon tri dana inkubacije. Simptomi oboljenja koje prouzrokuje Psa slicni
su bakterioznom izumiranju. Na oboljelim biljkama uoc€avaju se rak-rane, isticanje smole i nekroza
ksilema.



2.4.1.2 Ekonomski znacaj

Posljednjih godina, Pseudomonas syringae na kosti¢avim vockama prouzrokuje znacajne
gubitke Sirom svijeta i u povoljnim klimatskim uslovima moZze predstavljati ogranicavaju¢i faktor
proizvodnje. Bakteriozni rak kajsije je Siroko rasprostranjen u Turskoj (Donmez et al., 2010), gdje
je u periodu od 2006-2007. godine, u provinciji Malatya, stradalo do 20% stabala kajsije (Donmez
et al., 2010), dok je u periodu od 1999-2001. godine, bolest primjecena na oko 80% stabala kajsije u
komercijalnim voénjacima i u okuénicama u provincijama Erzurum, Erzincan i Artvin (Kotan and
Sahin, 2002). U sjeveroistonom dijelu Bugarske, u provincijama Rouse, Silistra, Dobrich, vise od
85% stabala kajsije je inficirano prouzrokovacem bakterioznog raka u periodu od 2004-2006.
godine (Ivanova, 2009). U centralnoj Italiji Pss uocen je u gotovo 30% jednogodiSnjih stabala
kajsije (Scortichini, 2006). U Poljskoj se zbog povoljnih klimatskih uslova, bolest javlja svake
godine. Posljednja epidemija iz 2007. godine, prouzrokovala je znaCajne ekonomske gubitke u
voénjacima visnje (Bultreys and Katuzna, 2010). U Americi, u drzavi Oregon, Stete na mladim
stablima tre$nje, u uslovima povoljnim za razvoj patogena, mogu biti i do 75% (Spotts et al., 2010).

2.4.1.3 OpSste karakteristike i taksonomija Pseudomonas syringae

P. syringae je aerobna, Gram-negativna, asporogena i Stapicasta bakterija, sa lofotrihim ili
amfitrihim rasporedom cilija. Pripada klasi IIl: Gammaproteobacteria, red 1X: Pseudomonadales,
familija: Pseudomonadaceae, rod: Pseudomonas (Garrity et al., 2004).

Rod Pseudomonas je podijeljen u dvije filogenetske linije (Pseudomonas aeruginosa i
Pseudomonas fluorescens) na osnovu evolucionih odnosa, analizom multilokusnih sekvenci
(MLSA) Cetiri konstitutivna gena (Mulet et al., 2010). Linija P. fluorescens sadrzi Sest filogenetskih
grupa, jedna od njih predstavlja Pseudomonas syringae 1 ukljucuje vecinu fitopatogena iz roda
Pseudomonas (Bull et al., 2010).

Pseudomonas syringae kompleks se kao termin tradicionalno koristi da iskaze taksonomsku
“zbrku” (Gutiérrez-Barranquero et al., 2019), trenutno obuhvata 15 bakterijskih vrsta 1 vise od 60
razli¢itih patogenih varijeteta vrste P. syringae sensu stricto (Gomila et al., 2017). Taksonomija P.
syringae kompleksa se u posljednjih 40 godina znatno mijenjala, i joS uvijek ostaje sporna i do kraja
nedefinisana.

Na osnovu spektra domacina i simptomatologije, vrsta P. syringae je podijeljena na
patogene varijetete (Dye et al., 1980; Young et al., 1978; Young, 2010). Klasifikacija koja se
zasniva na patogenim varijetetima Siroko je prihvacena i1 danas, iako ne otkriva genetske odnose
izmedu patogenih varijeteta. Na osnovu DNK homologije u okviru Pseudomonas syringae
kompleksa definisano je devet genomovrsta (eng. genomospecies) (Gardan et al., 1999), koje nam
pruzaju informacije o povezanosti patogenih varijeteta u okviru Pseudomonas syringae kompleksa.
Pss pripada genomskoj vrsti 1, Psm R1 i Psm R2 genomskim vrstama 2 1 3, dok Psp i Psa
genomskoj vrsti 3.

Filogenetski pristup zasnovan na analizi multilokusnih sekvenci (MLSA) imao je znacajan
uticaj na klasifikaciju vrste P. syringae (Sarkar and Guttman, 2004; Hwang et al., 2005; Almeida et
al., 2010; Bull et al., 2011; Berge et al., 2014). P. syringae kompleks se analizom parcijalnog rpoD
gena, sastoji od sedam razli€itih filogenetskih grupa (Parkinson et al., 2011). Takode na osnovu
analize velikog broja sojeva izolovanih iz razli¢itih zivotnih stanista, utvrdeno je da u okviru vrste
P. syringae sensu lato postoji veliki geneticki diverzitet (Berge et al., 2014). Do danas je unutar
vrste P. syringae kompleksa definisano ukupno trinaest filogrupa, pri ¢emu grupe od 1. do 8.
obuhvataju najzastupljenije patovare i patotipske sojeve, dok su u ostale uglavnom smjesteni sojevi
izolovani iz prirodnog okruzenja (Berge et al., 2014). Nedavna studija koja se zasnivala na
poredenju sekvenci Citavih genoma vrste P. syringae potvrdila je da je veliki broj sojeva pogresno
klasifikovan (Gomila et al., 2017).



2.4.1.4 Simptomi bolesti

Bakteriozni rak je najcesc¢e korisS¢en naziv za oboljenja koje izazivaju patogeni Pss i Psm.
Ovi patogeni mogu inficirati sve nadzemne biljne organe (stablo, grane, plodove, cvjetove, listove i
(Slika 1d), a koje mogu dovesti do izumiranja ¢itavih biljaka. Oboljeli ljetorasti zaostaju u porastu,
pozute i izumiru, dok rak-rane na starijim granama dovode do usporavanja njihovog razvoja, a na
kraju 1 do potpunog susenja. Ako je zaraza jaka dolazi do djelimi¢nog (Slika 1a) ili potpunog
susenja vocaka (Arsenijevi¢, 1997). Povrede nastale orezivanjem ili nekim drugim mehanickim
putem, najcesce predstavljaju pocetna mjesta obrazovanja rak-rana. Na granama, u ranim fazama
infekcije uocava se ulegnuto, vodenasto i blago smede obojeno tkivo, koje kasnije postaje tamnije 1
na kraju crvenkasto-crne boje (Bultreys and Katuzna, 2010). Rak-rane i nekroze su Cesto pracene
isticanjem smole. IzraZzenost simptoma zavisi od starosti biljke, tkiva koje je inficirano, agresivnosti
bakterijskih sojeva, kao i klimatskih i zemlji$nih faktora (Obradovi¢ i sar., 2010).

Rak-rane na grancicama razvijaju se u osnovi cvjetnih i lisnih pupoljaka. Na tresnji 1 vi$nji,
ve¢ina rak-rana se uocava na rodnim gran¢icama i to na mjestima lisnih oziljaka, Sto najceSce
dovodi do izumiranja rodnih grancica. Na §ljivi, rak-rane se ve¢inom formiraju na stablu i glavnim
granama, $to dovodi do izumiranja odraslih biljaka (Obradovi¢ i sar., 2010).

Simptomi na listovima su u vidu sitnih okruglastih pjega (Slika 1b), razlicite veli¢ine, koje
mogu biti okruzene hloroticnim oreolom, u pocetku svijetlosmede, a koje kasnije postaju
tamnosmede boje. Patogeni Cesto inficiraju cvjetove, koji postaju smedi 1 ¢esto opadaju prije punog
otvaranja.

Lisni 1 cvjetni pupoljci na kajsiji, tre$nji i breskvi inficirani ovim patogenima, se ne otvaraju
u proljece, suSe se i1 izumiru (Slika 1c). Na mladim plodovima viSnje i treSnje kod osjetljivih sorti,
razvijaju se ulegnute, smede-crne, nekroticne povrSine razliCitog oblika (Slika le) (Bultreys and
Katuzna, 2010).

2. 4.1.5 Epidemiologija patogena

Bakterije Pss, Psm i Psp se tokom perioda mirovanja odrzavaju endofitno u rak-ranama na
oboljelim granama i pupoljcima vocaka (Young, 1988; Scortichini, 2010). Pss i Psm se mogu
odrzavati i na povrsini tkiva (na pupoljcima i granama), dok su korovi i biljni ostaci zna¢ajan izvor
zaraze za Pss (Arsenijevi¢, 1997; Obradovi¢ i sar., 2010).

Patogeni Pss i Psm u godi$njem ciklusu bolesti, imaju zimsku i ljetnju fazu (Crosse, 1966),
pri cemu se zimska faza odvija u kori debla i grana, a ljetnja na listovima 1 drugim zelenim tkivima.
Pss, Psm 1 Psp tokom jeseni i zime inficiraju razne djelove kosti¢avih vocaka kroz povrede nastale
orezivanjem, preko inficiranih pupoljaka 1 lisnih oziljaka (Arsenijevi¢, 1997; Hinrichs- Berger,
2004; Obradovi¢ i sar., 2010). Na oboljelim vockama obi¢no se ispoljavaju simptomi rak-rana i
susSenja vocaka ve¢ naredne godine (Arsenijevi¢, 1997). Rak-rane se obrazuju tokom jeseni, sporije
tokom zime, najintenzivnije pocetkom vegetacije, dok je njihov razvoj zaustavljen tokom ljeta
(Obradovi¢ 1 sar., 2010). U slucaju infekcije debla nastaje izumiranje cijele vocke, a kod infekcije
grana suse se njeni pojedini djelovi (Arsenijevi¢, 1997; Kennelly et al., 2007). Infekcija pupoljaka
bakterijama Pss 1 Psm deSava se u jesen kada Sirenjem bakterija kroz biljno tkivo dolazi do infekcije
u osnovi pupoljaka i njihovog izmrzavanja tokom zime (Obradovi¢ i sar., 2010).

U vrijeme vegetacije bakterija Pss kolonizira elemente ksilema, dok tokom perioda
mirovanja vocaka bakterija kolonizira kako elemente drveta (ksilema), tako i elemente kore
(kambijum, floem) (Arsenijevié, 1997).

U proljece patogeni Pss i Psm koloniziraju listove, cvjetove i mlade plodove, §to oznacava
pocetak epifitne faze (Scortichini, 2010). Epifitna populacija bakterija Pss, Psm i Psp je veoma
vazan Cinilac u nastanku infekcije. Pri vlaznom i prohladnom vremenu tokom cvjetanja, preko
prirodnih otvora i povreda, Pss i Psm vrSe infekciju cvjetova. Bakterije kroz cvijet prodiru do
rodnih grancica i glavnih grana gdje dolazi do formiranja rak-rana (Obradovi¢ i sar., 2010).
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Infekcija lis¢a ostvaruje se kroz stomine otvore. Najcesce infekcije su tokom prohladnog i vlaznog
proljeca. Pojava simptoma tipa pjegavosti na listovima je rezultat intercelularnog Sirenja patogena
koji svojim toksinima izaziva smrt ¢elija (Obradovic i sar., 2010). Epifitna faza Zivotnog ciklusa Pss
i Psm odvija se na listovima gotovo tokom cijelog vegetacionog perioda, ali je brojnost epifitne
populacije najveca tokom prolje¢a i1 jeseni, kada su temperature nize i povecava se koli¢ina
padavina (Scortichini, 2010). Tokom ljetnjih mjeseci, nastupanjem visokih temperatura, brojnost
epifitne populacije se smanjuje, a bakterije nalaze zastitu u stominim dupljama. U jesen, kiSovito
vrijeme uvecava brojnost epifitne populacije, koja tada predstavlja izvor inokuluma za svjeze lisne
oziljke, pupoljke i1 grane Cime pocinje zimska faza bolesti (Crosse, 1966). Inficirano liS¢e
predstavlja takode znacajan izvor inokuluma za §irenje patogena Psp tokom prolje¢a i jeseni.

Epidemiologija patovara syringae 1 morsprunorum na kostiCavim vockama je vrlo sli¢na.
Ipak, utvrdeno je postojanje razlike u pogledu odrzavanja bakterija u rak-ranama i razvoju rak-rana
(Crosse, 1966; Arsenijevi¢, 1997). Kao posljedica infekcije patogenim varijetetom morsprunorum,
u jesen i zimu, formiraju se rak-rane, iz kojih se u proljec¢e infekcija Siri na lis¢e. U slucaju
patogenog varijeteta syringae, rak-rane mogu biti viSegodiSnje 1 u njima prezimljava manja
populacija bakterija (Obradovi¢ i sar., 2010).

v

Slika 1. Simptomi bakterioznog raka i izumiranja kosticavih vocaka: (a) suSenje grana kajsije; (b) pjegavost listova
tresnje; (c) nekroza i susenje pupoljaka kajsije; (d) nekroza grane kajsije; (e) ulegnute nekroze na plodovima tresnje.
(Foto: www.atlasplantpathogenicbacteria)

2.4.1.6 Detekcija, identifikacija i geneticki diverzitet Pseudomonas syringae

Za identifikaciju sojeva P. syringae Koriste se klasicne i molekularne metode. Klasi¢ne
bakterioloske metode su zahtjevne, iziskuju obiman laboratorijski rad 1 vrijeme za njihovo
izvodenje, a dobijeni rezultati su nedovoljni za diferencijaciju patogena do nivoa patovara. Ipak
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klasicne metode u identifikaciji fitopatogenih bakterija su jo$ uvijek nezaobilazne i obuhvataju
izolaciju bakterija, proucavanje morfoloskih, biohemijskih i patogenih odlika.

Provjera patogenosti na biljkama domacinima, pored hipersenzitivne reakcije na listovima
duvana, osnovni je test u identifikaciji sojeva P. syringae. Patogenost sojeva P. siringae moze se
provjeriti na biljci domacinu, njenim mladarima, listovima ili plodovima (Bedford et al., 2003;
Katuzna and Sobiczewski, 2009; Hulin et al., 2018; Ruinelli et al., 2019).

Najcesc¢e koriS¢ena podloga za izolaciju patogena kosticavih vocaka i badema je Kingova
podloga B. Medu patogenim varijetetima koji parazitiraju kosticave vocke, persicae 1 avii ne
stvaraju fluorescentni pigment na Kigovoj podlozi B, dok kod patogenog varijeteta morsprunorum
reakcija moze biti promjenjiva (Bultreys and Katuzna, 2010).

LOPAT testovi (eng. levan production, oxidase activity, potato rot, arginine dihydrolase
activity, tobacco hypersensitivity reaction) omogucuju razlikovanje P. syringae sojeva od ostalih
fluorescentnih vrsta Pseudomonas (Lelliot et al., 1966).

GATTa testovi (eng. gelatine hydrolysis, aesculin hydrolysis, tyrosinase activity, utilization
of tartaric acid), su korisni za diferencijaciju Pss i Psm R1 (Latorre and Jones, 1979), ali ne i za Psm
R2 i druge patogene varijete P. syringae, za koje su uglavnom rezultati promjenjivi ili nepoznati
(Gilbert et al., 2009).

Neke vrste roda Pseudomonas, ukljuujuéi Pss, P. viridiflava 1 P. fluorescens, posjeduju
osobinu stvaranja Cestica leda (eng. Ice Nucleation Activity - INA). Ovaj test se koristi za
diferencijaciju sojeva Pss i Psm. INA nikada nije utvrdena u testiranim sojevima Psm R1 (Lindow,
1983; Mittelstddt and Rudolph, 1998; loc cit. Bultreys and Katuzna, 2010). Za stvaranje Cestica leda
kod Pss odgovoran je jedan gen koji kodira protein spoljne membrane (Moore, 1988).

Jedna od karakteristika Pss jeste sposobnost da sintetiSe toksin siringomicin, koji ima vaznu
ulogu u patogenosti ove bakterije. Detekcija gena za sintezu siringomicina izvodi se PCR metodom
koris¢enjem specificnih prajmera Syr B1/B2 (Sorensen et al., 1998). Bultreys 1 Katuzna (2010)
navode da su rezultati ispitivanja toksina samo informativni, jer proizvodnja toksina nije konstantna
kod Pss. Takode, sinteza siringomicina moZze se ispitati koriS¢enjem gljiva indikatora Geotrichum
candidum (Latorre and Jones, 1979), Rhodotorula pilimanae 1 Saccharomyces cerevisiae. Seroloske
metode (ELISA 1 IF test), takode se primjenjuju za identifikaciju Pss 1 Psm (Vicente and Roberts,
2007; Lopez et al., 2010).

U identifikaciji patogenih varijeteta Pseudomonas syringae, zbog njihove fenotipske i
genomske heterogenosti, treba koristiti integrisani pristup, odabirom razli¢itih raspolozivih tehnika
(Lopez et al., 2010). Molekularne metode nalaze sve vise primjenu jer omogucuju brzu i preciznu
identifikaciju kao i odredivanje genetickog diverziteta sojeva P. syringe. NajceS¢e koriScene
molekularne metode su Rep-PCR analiza, analiza gyrB 1 rpoD sekvence, 16S rRNA sekvence,
analiza multilokusne sekvence (MLSA) i druge metode.

U cilju utvrdivanja razlika u populaciji izolovanih sojeva koji uzrokuju bolesti kosti¢avih
vocaka primjenu nalaze Rer-PCR metode (Versalovic et al., 1994; Schaad et al., 2001). Ove metode
se zasnivaju na upotrebi specificnih prajmera koji vezuju i umnozavaju relativno kratke
ponavljajuce nukleotidne sekvence u genomu, oznacene kao repetitivne ekstragenske palindromske
sekvence (REP — PCR), enterobakterijske repetitivne intergenske konsenzus sekvence (ERIC —
PCR) i BOX elementi. Za rod Pseudomonas, najveéi prag diskriminacije imaju BOX prajmeri
(Zlatkovi¢, 2018). Nedavne studije o ovim metodama potvrdile su da postoji homogenost u
razli¢itim DNA regionima kod rasa patovara morsprunorum 1i velika heterogenost medu sojevima
patovara syringae (Gilbert et al., 2009; Katuzna et al., 2010).

Analiza multilokusnih sekvenci (eng. Multilocus sequencing analysis - MLSA) predstavlja
jednu od najsavremenijih 1 najpreciznijih molekularnih metoda. Koristi se u identifikaciji sojeva
bakterija do nivoa vrste i podvrste, kao i prouCavanjima genetickog diverziteta usko povezanih
vrsta. MLSA se zasniva na analizi konstitutivnih (eng. housekeeping) gena, koji su odgovorni za
najvaznije procese i funkcionisanje svake celije. Na osnovu filogenetskih analiza konstitutivnih
gena sojevi Pseudomonas spp. se svrstavaju u Cetiri (Sarkar and Guttman 2004; Hwang et al.,
2005), sedam (Parkinson et al., 2011) i 13 filogenetskih grupa (Berge et al., 2014). Najnovija
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proucavanja patogena kosticavih vocaka svrstavaju vrste 1 patovare unutar P. syringae kompleksa u
tri filogenetske grupe (PG1, PG2 i PG3) (Ruinelli et al., 2019).

Genska sekvenca ribozomalne RNK nije podlozna brzim promjenama tokom evolucije. Zato
analiza 16S rRNA gena predstavlja relativno jednostavan i pouzdan put u filogenetskim
proucavanjima razli¢itih vrsta bakterija. Analiza sekvenci 16S rRNA gena i konstitutivnih gena, kao
1 ponavljaju¢ih sekvenci u genomu su korisne metode za identifikaciju i klasifikaciju, kao i za
pro¢avanje raznolikosti sojeva P. syringae (Hwang et al., 2005; Bultreys and Katuzna, 2010).

2.4.1.7 Kontrola bolesti

Suzbijanje fitopatogenih Pseudomonas spp. gotovo je nemoguce, zbog nedostatka efikasnih
hemijskih ili bioloSkih preparata, osjetljivosti biljaka domacdina i endofitne prirode patogena
(Kennelly et al., 2007). Nedostatak hemijskih preparata za zaStitu od bakterioznih bolesti u
vo¢njacima, namece potrebu za alternativnim metodama kontrole patogena, koje se zasnivaju na
preventivnim mjerama, bioloskoj kontroli i otpornosti biljaka.

Zastita od P. syringae podrazumjeva integralni pristup koji obuhvata primjenu
agrotehnickih, mehanickih 1 hemijskih mjera =zaStite. Agrotehnicke mjere podrazumjevaju
koriS¢enje zdravstveno ispravnog sadnog materijala. Zato je neophodno kontrolisati zdravstveno
stanje sadnog materijala prilikom uvoza, kao 1 u proizvodnji. Sadni materijal u rasadnicima moze se
inficirati preko pupoljaka ili podloge (Hattingh and Roos, 1995), pri ¢emu infekcija uglavnom
ostaje latentna. Posebnu paznju treba posvetiti izboru sortimenta i porijeklu sadnog materijala.
Povecanju rizika od unoSenja i Sirenja P. syringae u Crnoj Gori doprinosi i intenzivan uvoz sadnog
materijala, kao 1 uvodenje u proizvodnju novog osjetljivog sortimenta. Stvaranje otpornih sorti 1
sadnja manje osjetljivih sorti je mjera koja u buduénosti moze doprinijeti boljoj zastiti od P.
syringae. lIspitivanjem osjetljivosti sortimenta kosStiCavih vocaka bavili su se brojni autori
(Scortichini et al., 1999; Santi et al., 2004; Singh et al., 2005; Donmez et al., 2010; Gormez et al.,
2013; Soleimani et al., 2016). Od agrotehnickih mjera vazno je vrijeme i nacin rezidbe. Tokom
rezidbe vazno je vrSiti dezinfekciju alata, kako bi se ogranicilo Sirenje patogena. Rezidba koja se
vrsi krajem ljeta, u odnosu na onu tokom jeseni i zime, smanjuje mogucnost infekcije (Hattingh and
Roos, 1995).

Izbijanje bakterioznog raka u mladim voénjacima Cesto se pripisuje loSoj poljoprivrednoj
praksi (Hattingh and Roos, 1995). Stresni uslovi prilikom zasnivanja voénjaka (transport sadnica,
povrede koje nastaju njihovom manipulacijom, manje optimalni uslovi proizvodnje) mogu
doprinijeti osjetljivosti sadnog materijala na infekciju. Zato je vazan i pravilan izbor podloga i sorti
za odredeni geografski region proizvodnje (Hattingh and Roos, 1995).

Bakteriozni rak se ¢eS¢e javlja na pjeskovitim zemljiStima, na zemljiStima koja se teSko
isusuju 1 tokom dugotrajnih susa. Takode, mnogi drugi stresni uslovi (povrede od izmrzavanja, rane,
prisustvo nematoda 1 fitopatogenih gljiva, neadekvatna primjena mineralnih dubriva i
navodnjavanja) doprinose osjetljivosti biljaka i razvoju infekcije. Uklanjanje korova u vo¢njacima
na kojima se ova bakterija moZe odrzati epifitno, je vazna mjera u cilju smanjenja infekcionog
potencijala.

Mehanic¢ke mjere podrazumjevaju uklanjanje i spaljivanje grana i zarazenih stabala kako bi
se sprijeCilo dalje Sirenje patogena na zdrave biljke. Periodi¢no uklanjanje grana sa simptomima
rak-rana doprinosi smanjenju razvoja bolesti (Hattingh and Roos, 1995).

Hemijska zastita uglavnom se zasniva na primjeni preparata na bazi bakra. Medutim njihova
primjena ima nekoliko nedostataka: nedostatak sistemi¢nog djelovanja, pojava rezistentnosti i
fitotoksi¢nost (Obradovi¢ 1 sar., 2010). Jesenjim tretiranjem bakarnim preparatima suzbija se
epifitna populacija bakterija, sprijeava se infekcija tkiva kroz lisne oziljke nastale tokom opadanja
lis¢a 1 smanjuje se inokulum u rak-ranama. U proljece, primjenom bakarnih preparata sprijeCava se
razvoj epifitne populacije, pri ¢emu se mora voditi ratuna o fitotoksi¢nosti. Za hemijsku zastitu
preporucuje se koriS¢enje antibiotika, koji u vecini evropskih drzava, kao 1 u Crnoj Gori nemaju
dozvolu za primjenu u zastiti bilja. Primjena pojedinih antibiotika uglavnom daje pozitivne
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rezultate, ali pored njihove ograni¢ene dozvole za primjenu, utvrdena je i rezistentnost fitopatogenih
bakterija prema vecini antibiotika (McManus et al., 2002).

Usled pojave rezistentnih sojeva bakterija prema bakarnim preparatima i1 antibioticima sve
ve¢i znaCaj ima primjena bakteriofaga kao bioloskih agenasa u kontroli bolesti prouzrokovanih
fitopatogenim bakterijama. Bakteriofagi posjeduju specificnost prema srodnim vrstama
fitopatogenih bakterija, pa se osim za suzbijanje bolesti koriste i za diferencijaciju srodnih vrsta.
Najnovija laboratorijska prouc¢avanja o efikasnosti faga @6 u kontroli bolesti Pss, pokazuju da se
primjenom ovog faga moze smanjiti koncentracija patogena. Kako je fag ¢6 osjetljiv na UV dio
spektra suncevog zraCenja, treba ga primjenjivati na kraju dana ili tokom no¢nog perioda. Dalja
proucavanja potrebno je obaviti u polju kako bi se u potpunosti potvrdio potencijal ovog faga za
kontrolu infekcija uzrokovanih Pss (Pinheiro et al., 2019). Fag ¢6 je jedan od najbolje proucenih
faga i komercijalno dostupan, koji se koristi za suzbijanje infekcija prouzrokovanih patogenom P.
syringae pv. phaseolicola (Vidaver et al., 1973).

2.4.2 Xanthomonas arboricola pv. pruni — prouzrokova¢ bakteriozne pjegavosti
kosti¢avih voéaka

Xanthomonas arboricola pv. pruni (Vauterin et al., 1995; sin. X. campestris pv. pruni
(Smith, 1903), spada u ekonomski veoma znacajne fitopatogene bakterije u svijetu. X. arboricola
pv. pruni (Xap) je regulisan Stetni organizam u Evropskoj uniji i nalazi se na Anexu II Direktive
2000/29/EC, a zbog organiCene rasprostranjenosti unutar EPPO regiona nalazi se na EPPO A2 listi.

Ova bakterija inficira samo Prunus vrste prouzrokujuéi bolest poznatu pod razliitim
imenima: bakteriozni rak kosSticavih vocaka, bakteriozna lisna pjegavost kosticavih vocaka,
bakteriozna reSetavost kosti¢avih vocaka i crna pjegavost kosticavih vocaka (Chitambar, 2015).
Najces¢i domacini su breskva, nektarina, japanska Sljiva, kajsija 1 badem (Ritchie, 1995).
Bakteriozna pjegavost kosticavih vocaka je prvo opisana u Sjevernoj Americi (Mi€igen) 1902.
godine, na japanskoj S§ljivi (Smith, 1903) 1 do danas je njeno prisustvo utvrdeno na svim
kontinentima gdje se gaje kosticave voc¢ke (EPPO Standards PM 7/64 (1)).

2.4.2.1. Rasprostranjenost i ekonomski znacaj Xanthomonas arboricola pv. pruni

Xap je trenutno prisutna na pet kontinenata i u gotovo svim drzavama u kojima se proizvodi
kosticavo voce (EFSA, 2014): Juzna Afrika 1 Zimbabve u Africi; Argentina, Bermuda, Brazil,
Kanada, Meksiko, SAD i Urugvaj u Americi; Kina, Indija, Japan, Sjeverna i Juzna Koreja, Libanon,
Pakistan, Saudijska Arabija, Tajvan i Tadzikistan u Aziji; Belgija, Francuska, Njemacka, Madarska,
Italija, Moldavija, Crna Gora, Holandija, Norveska, Rumunija, Rusija, Slovenija, Spanija,
Svajcarska i Ukrajina u Europi; Australija i Novi Zeland u Okeaniji (EPPO, 2020) (Slika 2).
Distribucija patogena nije homogena, u nekim drzavama patogen je Siroko rasprostranjen, dok su u
drugim zabiljeZzene samo lokalne 1 sporadi¢ne epidemije (Garita-Cambronero et al., 2018). Trenutna
rasprostranjenost Xap, gdje patogen povremeno uzrokuje znacajne gubitke, ograni¢ena je na
nekoliko podru¢ja u Mediteranskom dijelu EU, kao §to su neke srediSnje i istocne pokrajine
Spanije, nekoliko podruéja u jugoistoénoj Francuskoj i isto¢na dolina rijeke Po u Sjevernoj Italiji.

U Svajcarskoj patogen je prvi put identifikovan 2005. godine na stablima i plodovima
kajsije (Prunus armeniaca), u cCetiri voénjaka smjeStena u kantonu Valais, najznacajnijoj
proizvodnoj regiji (Pothier et al., 2010). Tokom intenzivnih istrazivanja izmedu 2006. 1 2009. u
cijeloj regiji gdje je bakterija prvi put otkrivena (208 ha), nije zabiljezena pojava bolesti izvan Cetiri
izvorna zarazena vocénjaka, Sto ukazuje na vjerovatno unosenje patogena putem sadnog materijala
(Pothier et al., 2010). U tri voénjaka Xap se smatra iskorijenjenim, a u ¢etvrtom su uklonjena sva
stabla sa simptomima bolesti.

U Italiji patogen je povremeno zabiljezen tridesetih godina i u kasnijim decenijama
dvadesetog vijeka (Verneau, 1954; Ciccarone, 1958; Ercolani, 1970). Od kraja 1970-ih na
sjeveroistoku drzave (Emilia Romagna, Veneto i Friuli Venezia Giulia) zabiljeZeno je nekoliko
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pojava bolesti na $ljivi 1 breskvi (Bazzi and Mazzucchi, 1980; Stefani et al., 1989; Saccardi and
Goio, 1990), a kasnije i u centralnim i juznim italijanskim regionima (Scortichini, 1990; Balestra
and Varvaro, 1997; Camele et al., 2001; Marchi et al., 2011). Ovi slucajevi izbijanja bolesti se
povezuju sa uvodenjem nove sorte japanske sljive (P. salicina), pod nazivom Calita. Ova sorta je
nastala ukrStanjem Gaviota x Eldorado 1 stvorena je 1963. godine u Americi. Sorta Calita je
uvedena u proizvodnju zbog izuzetnog kvaliteta ploda. Medutim, Calita se pokazala kao visoko
osjetljiva na Xap u klimatskim uslovima sjevernog italijanskog regiona. Vec¢ina voénjaka pod ovom
sortom je morala biti iskr¢ena. Takode, zamjena evropskih sorti (P. domestica) japanskim sortama
Sljive, za koje je poznato da su umjereno do vrlo osjetljive (Topp et al., 1989; Bazzi et al., 1990),
bila je uzrok ponovljenih epidemija u Italiji, sa negativnim ekonomskim efektima (Stefani, 2010).
Uvodenje novih sorti breskve za svjezu potroSnju i industrijsku preradu imalo je za posljedicu
nekoliko epidemija u sjevernoj Italiji (Stefani et al.,, 1989) i pojavu bolesti (sa ograni¢enom
distribucijom) u drugim evropskim drzavama, poput Francuske na breskvi i Spanije na breskvi i
bademu (Bernadette et al., 1997; Rosello et al., 2012). U Pistoji (Toskana, centralna Italija), patogen
je utvrden na vrsti Prunus laurocerasus, sorta Novita, u rasadnicima, gdje moze znacajno uticati na
komercijalnu proizvodnju ove ukrasne vrste (Marchi et al., 2011).

U Francuskoj, prisustvo Xap je prvi put utvrdeno 1995. godine, na breskvi pri ¢emu su
inficirana tri vo¢njaka u jugoisto¢nom djelu departmana Gard (Garcin, 2000). Tokom 2000. godine
doslo je do pojave bolesti jaCeg intenziteta, koja se Sirila svake godine u nove zasade kosti¢avih
voc¢aka (Boudon et al., 2005). Trenutno, patogen je lokalno prisutan u slijede¢im departmanima:
Gard, Hérault, Drome, Ardéche, Lot i Garonne, Bouches-du-Rhone (Anonymous, 2013). Glavni
domacini su breskva i japanska §ljiva.

U Spaniji Xap je sporadi¢no pronaden prvo u Ekstremaduri na japanskoj §ljivi 2002. godine
1 kasnije je doslo do nekoliko epidemija u razli¢itim regijama, koje su pogodile uglavnom japansku
Sljivu, breskvu 1 badem, kako u komercijalnim voénjacima, tako i u rasadnicima (Rosello et al.,
2012). Patogen je po prvi put otkriven na bademu (Prunus dulcis) u Spaniji, u 14 lokaliteta
Comunidad Valenciana (isto¢na Spanija) i Aragona (sjeveroistok Spanije) izmedu 2006. i 2009.
poput Antofieta, Guara, Marta, Mas Bovera i Vayro (Palacio-Bielsa et al., 2010). Takode doslo je
do presretanja posiljke Prunus laurocerasus koja je uvezena iz Francuske u sjevernu Spaniju
(Anonymous, 2013). Nekoliko presretanja je prijavljeno na biljkama bez simptoma, potvrdujuci da
je biljni materijal koji se uvozi ili premjesta, glavni put unosSenja i Sirenja patogena (Palacio-Bielsa
etal., 2014).

Xanthomonas arboricola pv. pruni (XANTPR)

2020-03-13

O Present @ Transient (c) EPPO https:/igd.eppo.int

Slika 2. Rasprostranjenost Xanthomonas arboricola pv. pruni u svijetu. https://gd.eppo.int/taxon/XANTPR/distribution
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U Madarskoj Xap je prvi put utvrden na kajsiji (Prunus armeniaca), u komercijalnom
vocnjaku u Fejér okrugu, pri cemu se infekcija kretala od 10% na sorti Toyesi do 90% na sorti
Bergecot. Proizvodnja kajsije u Madarskoj je ekonomski znacajna (na oko 5.000 ha) i prisustvo
patogena moze znacCajno uticati na njenu profitabilnost (Schwarczinger et al., 2017). Takode,
patogen je prvi put identifikovan na breskvi (Prunus persica), na sortama: Royal Summer, Royal
Time, Cresthaven, O’Henry i Redkal, u komercijalnom vo¢njaku povrSine 100 ha, u okrugu Pest.
Proizvodnja breskve je ekonomski znacajna i odvija se na oko 6.000 ha u komercijalnim
voénjacima u Madarskoj (Schwarczinger et al., 2018).

U sjevernom i juznom dijelu Holandije patogen je prvi put utvrden na ukrasnoj vrsti Prunus
laurocerasus (Tjou-Tam-Sin et al., 2013). U ostalim drzavama EU (Rumunija i Slovenija) Xap ima
ograni¢enu rasprostranjenost u zasadima kosti¢avih vocaka. U Bugarskoj je pojava patogena
povremeno prijavljena u proslosti, ali nakon 2007. godine nema novih podataka (EFSA, 2014).

U Tajvanu, patogen je prvi put utvrden na japanskoj Sljivi (Prunus salicina), u voénjaku u
Lishanu (Shen et al., 2013). Xap je prvi put utvrden na bedemu na Novom Zelandu, gdje predstavlja
jednu od najznacajnijih bolesti kosticavih vocaka, jer je pronaden i na kajsiji, japanskoj Sljivi,
nektarini i breskvi (Young, 1977).

Uticaj Xap na Prunus vrste, izrazava se kroz tri glavna ekonomska faktora: smanjenje
kvaliteta 1 trziSnosti plodova, smanjenje produktivnosti vo¢njaka i povecanje troSkova proizvodnje
sadnog materijala u rasadnicima (Stefani, 2010; Lamichhane, 2014). Patogen je sposoban da
izazove ozbiljnu defolijaciju 1 time oslabi stabla. Jako zarazena stabla postepeno postaju
neekonomicna, a plodovi su sitni i Cesto netrziSni. Propisani standardi kvaliteta voca, koji vaze za
vec¢inu drzava koje proizvode kostiCavo voce, ne dozvoljavaju stavljanje na trziSte plodova sa
simptomima prisustva patogena ili kod nekih drzava, dozvoljeno je samo ako plod sadrzi jednu ili
dvije povriinske pjege preénika oko 1 mm? (Stefani, 2010). Infekcija patogenom uti¢e na
produktivnost voénjaka, koja se ogleda kroz dodatni rad koji je potreban da bi se rezidbom uklonile,
a zatim 1 uniStile grane 1 grancice sa simptomim prisustva patogena, $to dodatno slabi i smanjuje
produktivnost samog voénjaka, kao i kroz povecan broj hemijskih tretmana (Stefani, 2010).

Procijenjeni gubici na Prunus vrstama u Australiji tokom godina pogodnih za razvoj bolesti,
iznose 3,1 miliona australijskih dolara godiSnje (Stefani, 2010). Bolest ima znacajan ekonomski
uticaj na proizvodnju japanske Sljive, breskve i nektarine, gdje su procijenjeni gubici tokom
epidemijskih godina, na vise od 10.000 €/ha (Stefani, 2010). U sjevernoj Spaniji gubici prinosa u
komercijalnim voénjacima badema iznosili su izmedu 23% 1 47% proizvodnje u 2013. 1 2014.
godini (Palacio-Bielsa et al., 2015).

2.4.2.2 Opste karakteristike i taksonomija Xanthomonas arboricola pv. pruni

Prouzrokovac bakteriozne pjegavosti kostiCavih vocaka pripada razdjelu Proteobacteria,
klasi  Gammaproteobacteria, redu Xanthomonadales, familiji Xanthomonadaceae, rodu
Xanthomonas, vrsti Xanthomonas arboricola, patovaru pruni (Saddler and Bradbury, 2005).
Bakterije iz roda Xanthomonas (Dowson, 1939), Siroko su rasprostranjene u prirodi, ve¢inom kao
biljni patogeni, ali i kao epifiti, ne prouzrokujuéi vidljive simptome (Hayward, 1993).

Vrste roda Xanthomonas su Gram-negativne, obligatno aerobne, asporogene, Stapicaste
bakterije, veli¢ine oko 0,8-2,0 um x 0,4-0,6 um (Saddler and Bradbury, 2005). Pokretne su
pomoc¢u pojedinacne polarne flagele. Vecina se odlikuje stvaranjem zutog pigmenta
ksantomonadina (Arsenijevié, 1997; Saddler and Bradbury, 2005). Zuta boja ksantomonadina
predstavlja vazan Cinilac za epifitni opstanak Xanthomonas vrsta, Stite¢i bakterije od Stetnog dejstva
UV zracenja i svjetla (Poplawsky et al., 2000). Naziv vrste "arboricola", §to na latinskom jeziku
znaCi "stanovnici stabla", pripisuje se Vauterin i sar. (1995), i obuhvata bakterije koje zive i
uzrokuju bolesti drvenastih vrsta.

Rod Xanthomonas trenutno sadrzi 32 bakterijske vrste koje parazitiraju Sirok spektar biljnih
vrsta, prouzrokujuéi bolesti ekonomski vaznih usjeva (Jacques et al., 2016; Lopez et al., 2018).
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Medutim, taksonomija roda Xanthomonas je do danas dozivjela brojne promjene i1 jo§ uvijek se
mijenja. Prva klasifikacija roda Xanthomonas zasnivala se na konceptu “nova biljka domacin —
nova vrsta”, na osnovu ¢ega je rod sadrzao viSe od 100 vrsta (Vauterin et al., 2000). Dye i Lelliott
(1974) smanjuju broj vrsta roda Xanthomonas na pet: Xanthomonas albilineans, Xanthomonas
ampelina, Xanthomonas axonopodis, Xanthomonas campestris 1 Xanthomonas fragariae. Glavnu
reklasifikaciju roda Xanthomonas izvrsili su Vauterin i sar. (1995), koji su na osnovu DNK-DNK
hibridizacije i fizioloskih testova, izdvojili 20 homologih DNK grupa. Ovom sistematikom, rod
Xanthomonas je podijeljen na 20 vrsta i 62 patovara, pri ¢emu je najbrojnija vrsta X. campestris,
podijeljena na 16 genetickih grupa (Vauterin et al., 1995).

X. arboricola je kompleksna vrsta koja pripada DNK homologoj grupi 4 i na osnovu
specijalizacije prema biljci domacinu izdvojeno je Sest patogenih varijeteta unutar vrste: pruni
(Prunus sp., kosticave vocke), corylina (Corylus sp., lijeska), juglandis (Juglans sp., orah), populi
(Populus sp., topola), poinsetticola (Poinsettia sp., poinsecija), celebensis (Musa sp., banana)
(Vauterin et al., 1995). Svi imenovani X. arboricola patovari poticu iz grupe bakterija koje su
prethodno pripadale vrsti X. campestris. 1zuzetak je patogen jagode, pv. fragariae, koji nije bio
opisan u to vrijeme. Janse i sar. (2001) opisali su novi patogeni varijetet unutar vrste X. arboricola,
pv. fragariae, koji prouzrokuje palez lis¢a jagode. Nedavna proucavanja dovode u pitanje status
patogenog varijeteta sojeva X. arboricola pv. fragariae, koji ukljucuje filogenetski razlicite sojeve
koji ne ¢ine jednu biolosku cjelinu (Vandroemme et al., 2013).

Patovari pruni, juglandis i1 corylina su najvirulentniji i ekonomski najznacajniji. Krug
domacina ovih patogena ogranicen je na jednu ili nekoliko biljnih vrsta, Sto ukazuje na visoku
specifi¢nost 1 adaptaciju prema domacinu. Patovari pruni i corylina klasifikovani su kao karantinski
Stetni organizmi u mnogim drzavama, kao 1 u EU (EFSA, 2014; Fischer-Le Saux et al., 2015).
Medu patovarima pruni, juglandis 1 corylina, patovar pruni je monomorfan, visoko prilagoden
Prunus vrstama, sa izrazenom patogenoS¢u i niskom genetskom varijacijom izmedu sojeva
(Fischer-Le Saux et al., 2015). Preostali patovari X. arboricola, su sastavljeni od ,,slabo patogenih
sojeva“ ili su ,,saprofitski ili oportunisticki patogeni®, jer ne prouzrokuju epidemije na biljkama
domacinima (Vandroemme et al., 2013; Lamichhane, 2014; Fischer-Le Saux et al., 2015).

2.4.2.3 Simptomi bolesti

Simptomi bolesti koje prouzrokuje Xap, mogu varirati u zavisnosti od vrste inficirane biljke
1 biljnog dijela. Bakterija inficira kako zeljaste (listovi, pupoljci, mladi izdanci, plodovi) tako i
drvenaste (grancice, grane, stablo) djelove. Medutim, simptomi se ne pojavljuju na cvjetovima.

Simptomi bakteriozne pjegavosti kosticavih vocaka se mogu razlikovati u zavisnosti od
regiona gajenja. U Italiji simptomi oboljenja su razli¢iti od uobicajeno opisanih. Ispoljavaju se samo
na listovima 1 plodovima breskve i nektarine, dok se rak-rane razvijaju na granama i stablu §ljive
(Battilani et al., 1999).

U proljece u vr$nom dijelu prezimljelih grancica breskve pojavljuju se rak-rane prije nego se
razviju zeleni izdanci. Ove rak-rane su najéesée izduZene, mogu postepeno obuhvatiti granu, nakon
Cega djelovi grana iznad rane izumiru. Tkivo, neposredno ispod izumrle kore tamne je boje i u
njemu su prisutne bakterije. Ovakve promjene na granama su poznate pod nazivom "crni vrh".
Kasnijom infekcijom grancica, stvaraju se ljetnje rak-rane oko lenticela, koje su tamne, ulegnute,
kruzne do elipticne, oivicene vodenastom zonom. Na granCicama S$ljive i kajsije, rak-rane su
viSegodiSnje 1 progresivno se Sire u periodu od dvije do tri godine.

Na lis¢u breskve, simptomi se prvo uocavaju na nali¢ju kao male, blijedo zelene do zute,
kruzne ili nepravilnog oblika zone sa svijetlijim centrom. Ove pjege se uvecavaju i postaju vidljive
na licu lista, postaju uglaste i poprimaju tamnoljubicastu, smedu ili crnu boju. Pjege mogu biti
okruzene hloroticnim oreolom. Kasnije dolazi do ispadanja tkiva u okviru pjega ¢ime lis¢e dobija
Supljikav izgled (Slika 3a). Pjege su uglavnom koncentrisane pri vrhu lista ili duz centralnog nerva,
zbog zadrzavanja kapljica kise ili rose, Sto uti¢e na povecanu koncentraciju bakterija. U jakim
infekcijama moZe do¢i do defolijacije (EPPO Standards PM 7/64 (1)). Fenofaza u kojoj dolazi do
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infekcije je obicno neposredno prije nego Sto listovi dostignu svoj puni razvoj. Kod breskve 1
nektarine moZe se primjetiti karakteristicno smjenjivanje boja smede, zZute do zelene pri vrSnom
dijelu listova (Garita-Cambronero et al., 2018).

Na povrsini nesazrelih plodova breskve pojavljuju se male, ulegnute kruzne pjege smede
boje sa vodenastim ivicama ili svjetlozelenim oreolom. Usled prirodnog uvecavanja plodova dolazi
do pucanja tkiva u okviru pjega (Slika 3b). Smola se moze izluciti iz pukotina na tkivu, posebno
nakon obilnih kisa (EPPO Standards PM 7/64 (1)). Sli¢ni simptomi su i na podovoma kajsije 1
nektarine.

Na lis¢u §ljive, pocetni simptomi su u vidu nepravilnih vodenastih pjega, koje veoma brzo
postaju crvenkasto-smede, zatim smede nakon ¢ega dolazi do nekroze zarazenih djelova (Slika 3c).
Nekroti¢ne pjege ispadaju stvaraju¢i Supljikavost lis¢a (EPPO Standards PM 7/64 (1)). Kod
evropske 1 japanske §ljive, tresnje 1 visnje lis¢e dobija Supljikav izgled i ostaje na drvetu (Garita-
Cambronero et al., 2018).

Simptomi na plodu §ljive mogu biti razliciti, od kruznih ulegnutih crnih zona vodenastih
ivica do sitnih jamicastih pjega (Slika 3d). Na plodovima treSnje i viSnje u nekim slucajevima, rane
infekcije mogu izazvati njihovu deformaciju i1 bakterije su prisutne u tkivu epidermisa sve do
kostice. Simptomi na podovima se pojavljuju 3-5 nedjelja nakon precvjetavanja i razvijaju se dok se
mijenja boja ploda, tj. do pocetka procesa zrenja. Veoma cCesto se simptomi pojavljuju nakon
povreda nastalih kao posljedica grada (EPPO Standards PM 7/64 (1)).

Slika 3. Simptomi bakteriozne pjegavosti kostiCavih vocaka: (a) pjegavosti i Supljikavosti lis¢a breskve; (b) ulegnute,
nekroti¢ne pjege na plodovima breskve; (¢) uglaste i vodenaste pjege na listu §ljive; (d) krupne, ulegnute, crne pjege na
plodu $ljive; (e) ulegnute, plutaste lezije iz kojih se izlucuje smola na plodu badema; (f) pjegavost listova badema.
(Foto: https://gd.eppo.int/taxon/XANTPR/photos)
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Na mladarima badema pojavljuju se sitne, okruglaste, vlazne pjege, sive boje. One ubrzo
postaju smede, slivaju se medusobno i na njima se, pri ve¢oj vlaznosti vazduha uocava sluzasto-
zuckast bakterijski eksudat. Na oboljelim granama badema pojavljuju se karakteristicne rak-rane
koje dovode do njihovog susenja. Nekroza i suSenje grana pocinje od perifernih grancica, prelazi
postepeno na starije grane zahvatajuc¢i veci dio kroSnje, Sto dovodi do suSenja cijelog stabla.
Razvojem ovih simptoma kod badema, dolazi do masovne i prevremene defolijacije (Pani¢ et al.,
1998).

Na lis¢u badema prvo se pojavljuju sitne, prozirne pjege, koje se proSiruju dobijajuci
okruglast ili nepravilan oblik. Boja ovih pjega, u pocetku je zuckasto crvena, vremenom prelazi u
crvenu i na kraju smedu (Slika 3e). Pjege su okruzene hloroti¢nim oreolom. Tkivo u okviru pjega
postepeno nekrotira, susi se i ispada, §to dovodi do Supljikavosti ili reSetavosti lis¢a (Pani¢ et al.,
1998). Na liS¢u badema rijetko se primjec¢uje zucenje i defolijacija (Palacio-Bielsa et al., 2010;
Rosello et al., 2012).

U rano proljece, na zarazenim plodovima badema uocavaju se ulegnute, plutaste lezije iz
kojih se izluc¢uje smola (Palacio-Bielsa et al., 2010; Rosello et al., 2012). ZaraZeni plodovi prerano
opadaju ili ostaju pric¢vrséeni na granama gdje vremenom mumificiraju. Mumificirani plodovi sluze
kao potencijalni izvor inokuluma (Slika 3f).

U literaturi je nedovoljno podataka o simptomima koje Xap prouzrokuje na tresnji i viSnji.
Na lis¢u treSnje razvijaju se simptomi slicni kao i na breskvi, ali su rijetko znacajni. Inficirano lis¢e
ostaje na granama, dok u okviru pjega dolazi do ispadanja tkiva ¢ime liS¢e dobija Supljikav izgled
(Garita-Cambronero et al., 2018).

Simptomi bakteriozne pjegavosti kosti¢avih vocaka ponekad se mogu zamjeniti sa
simptomima koje prouzrokuju druge bakterije, gljive, virusi ili koji nastaju zbog nedostatka
hranjivih materija ili abiotskih faktora (rane uzrokovane vjetrom ili mehanickim putem) (Rosello et
al., 2012; Lamichhane, 2014). Simptom pjegavosti lis¢a osim Xap, prouzrokuju 1 gljiviéni patogeni
Wilsomomyces carpophilus 1 Venturia carpophila (Rosell6 et al., 2012).

2.4.2.4 Epidemiolosko - ekoloske karakteristike patogena

Bakteriozna pjegavost prouzrokovana Xap razvija se po start/stop obrascu, tako da izbijanje
1 intenzitet bolesti uglavnom zavisi od prolje¢nih vremenskih uslova (Lamichhane, 2014). Zbog
relativno dugog Zivotnog ciklusa, kosticave voc¢ke i1 badem pruzaju stalno utociSte za opstanak i
umnozavanje patogenih bakterija. Na vrstama roda Prunus, patogen prezimljava u biljnim tkivima
pupoljaka, pukotinama kore (koje pruzaju zaStitu patogenu od nepovoljnih klimatskih uslova i
hemijskih tretmana) i lisnim oziljcima (Chitambar, 2015).

Utvrdeni su razli€iti izvori inokuluma, u zavisnosti od regiona ili Prunus vrste. Rak-rane na
granicama su prvo opisane kao najvjerovatnije mjesto za prezimljavanje bakterije na Sljivi u Juznoj
Africi i1 Sjevernoj Americi (Dunegan 1932; Du Plessis, 1987). Na breskvi Xap prezimljava pretezno
u meducelijskom prostoru tkiva kore, floema 1 ksilema vrSnih djelova ljetorasta (Ritchie, 1995:
EPPO/CABI, 1997).

U Italiji, u dolini rijeke Po, utvrdeno je da patogen na breskvi moze prezivjeti tokom zime u
inficiranom opalom li¢u na zemlji, u pupoljcima (Dhavantari, 1973) i lisnim oziljcima, ne
prouzrokujuci proljeéne rak-rane (Zaccardelli et al., 1998). Tokom dvogodi$njeg proucavanja, nisu
uocene proljeéne i ljetnje rak-rane. Jedini simptomi nalik proljeénim rak-ranama su bili nekoliko
nekroti¢nih crnih vrhova, iz kojih patogen nije izolovan. Uprkos odsustvu rak-rana, prili¢no jake
infekcije bakteriozne pjegavosti zabiljezene su narocito u ljetnjim mjesecima. Ovi podaci potvrduju
prethodna zapazanja u regijama Veneto (Saccardi and Goio, 1990) i Friuli (Stefani et al., 1989) da
pupoljci, lisni oziljci 1 opalo lis¢e mogu biti vazni izvori inokuluma za proljeéne infekcije cak i u
odsustvu simptoma ,,crnih vrhova®“ na gran¢icama. Zaccardelli i sar. (1998) su uspje$no izolovali
bakterijske ¢elije iz opalih listova, nakon sedam mjeseci od opadanja, dokazuju¢i da se nastanak
primarnih infekcija iz opalog lis¢a ne moze iskljuciti. Kao zaklju¢ak Zaccardelli 1 sar. (1998),
navode da se bioloski ciklus Xap na breskvi u dolini rijeke Po razlikuje od bioloSkog ciklusa na
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Sljivi, gdje su rak-rane vazni izvori inokuluma za rane infekcije (Bazzi and Mazzucchi, 1980). Do
ozbiljnih infekcija breskve u voénjacima moze doci i ako se rijetko uocavaju rak-rane, jer patogen
prezimljava u spavaju¢im pupoljcima i lisnim oziljcima (Shepard and Zehr, 1994).

Na grancicama japanske $ljive i kajsije, rak-rane nastale tokom prethodne sezone nastavljaju
sa razvojem u proljece 1 predstavljaju izvor inokuluma (Ritchie, 1995). Na bademu patogen prezimi
na mumificiranim plodovima i rak-ranama na granc¢icama (Chitambar, 2015). Osim toga, bakterija
moze prezivjeti 1 umnozavati se nekoliko sedmica na povrsini biljaka domacina ne prouzrokujuci
simptome bolesti, a takode moZe pod povoljnim uslovima prezivjeti i umnozavati se i na biljkama
koje nisu domacini (Timmer et al., 1987). Simptomi rak-rana i pjegavosti kosti¢avih vocaka, koje
prouzrokuju patovari Pseudomonas syringae se razvijaju sredinom proljeca, dok se simptomi koje
prouzrokuje Xap pojavljuju tokom kasnog prolje¢a - pocetkom ljeta, a kasne infekcije mogu se
pojaviti i u jesen (Stefani, 2010).

Pojava primarnih i1 sekundarnih infekcija zavisi uglavnom od lokalnih klimatskih uslova.
Primarne infekcije nastaju nakon najmanje tri uzastopna kisna dana, sa temperaturama izmedu 14 i
19°C, a napredovanje bolesti je usko povezano sa brojem kiSnih dana nakon pocetka bolesti
(Battilani et al., 1999). Temperatura 19-28°C i visoka vlaznost pogoduju umnozavanju bakterija
(Morales et al., 2017).

U proljece prije kretanja vegetacije, bakterija se umnozava u intercelularima prouzrokujuéi
pucanje epidermisa i formiranje prolje¢nih rak-rana. Inokulum se iz ovih rak-rana Siri kapljicama
rose, vjetrom i kiSom na novonastalo lis¢e i mlade plodove. Infekcija se odvija kroz prirodne otvore
i rane (Lamichhane, 2014).

Prirodni otvori, lisni oZiljci i rane nastale prirodnim putem (kisa, grad i mraz) i pod uticajem
covjeka (rezidba 1 berba) ili od strane insekata, predstavljaju ulazna mjesta za infekciju. Iz ovog
razloga, infekcije su ¢eS¢e 1 ozbiljnije tokom vegetativnog rasta u proljece, naro€ito kada je pracen
cestim padavinama. Prodor patogena kroz lisne oziljke u jesen je potvrden na japanskoj §ljivi u
dolini rijeke Po u sjevernoj Italiji (Gasperini et al., 1984).

Bakterija se intenzivno umnozava na povrsini listova i drugih nadzemnih organa biljke
domacina, gdje se odrzava u vidu epifitne populacije. Xap se moze epifitno odrZavati na gran¢icama
1 pupoljcima breskve i §ljive, ne prouzrokuju¢i simptome bolesti (Shepard and Zehr, 1994).

Cesti periodi vlage tokom kasnog cvjetanja do nekoliko sedmica nakon opadanja latica su
veoma pogodni za primarne infekcije na plodovima i listovima breskve 1 nektarine (Ritchie, 1995;
Battilani et al., 1999). 1z pjega koje se razvijaju na listovima, istice bakterijski eksudat kojim se
ostvaruju sekundarne infekcije. Topla sezona sa temperaturama od 19 do 28°C, cCeste kise, vjetrovi i
obimna rosa tokom vegetacije pogoduju razvoju sekundarnih infekcija (Zehr et al., 1996). Nasuprot
tome, manji broj infekcija se javlja kada su klimatski uslovi topli 1 suvi, kao 1 kada je hladno, s
obzirom da je Xap mezofilna bakterija i zahtjeva temperature iznad 20°C za njenu reprodukciju
(Ritchie, 1995). Periodi vlaznosti duzi od 10 h pri temperaturama oko 20°C ili 5 h pri
temperaturama izmedu 25 i 35°C bili su neophodni za razvoj bolesti jaceg inteziteta (Morales et al.,
2018).

Bakterije se mogu sistemi¢no Siriti kroz grane sve do listova (Du Plessis, 1987), ali i u
obrnutom pravcu. Glavni put infekcije grancica kod japanske §ljive je sistemi¢no premjestanje
bakterije kroz lisne peteljke iz zazenih listova (Ritchie, 1995). Broj pjega prouzrokovanih Xap na
breskvi direktno je proporcionalan koncentraciji inokuluma (Civerolo, 1975).

Lisne pjege obezbjeduju sekundarni inokulum koji inficira rane i kasno-sezonske plodove
voca. Tokom kasno-sezonskih infekcija plodovi breskve su manje zahvaceni infekcijom u odnosu
na listove, §to bi se moglo povezati sa nizom gustinom stoma na povrsini plodova u poredenju sa
listovima. Pretpostavlja se da epifitna populacija bakterija, koja dugo opstaje na listovima (Shepard
and Zehr, 1994), sluzi kao inokulum za razvoj bolesti na plodovima breskve.

Simptomi lisne pjegavosti se primjecuju 6-26 dana nakon kiSnog perioda koji pogoduje
uspostavljanju infekcije. Inkubacioni period na breskvi zavisi od temperature i trajanja vlaznosti
listova (Zehr et al., 1996). Inkubacioni period varira izmedu 7 1 25 dana u zavisnosti od toplog ili
hladnog vremena, odnosno kada je temperatura 24°C inkubacioni period je 14 dana bez vlaznosti
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listova 1 10 dana sa 48 h vlaZenja listova. Inkubacioni period se povecava od 6 do 14 dana kada se
koncentracija inokuluma smanjuje od 107 do 10° cfu/ml (Battilani et al., 1999).

Uporedo sa infekcijom listova, na mladim izdancima se obrazuju ljetnje rak-rane, ali obi¢no
njihov rast biva zaustavljen sa stvaranjem peridermnog tkiva. Takode, rak-rane imaju tendenciju da
se isuSe tokom ljetnih mjeseci ¢ime se smanjuje vitalnost bakterija u njima. Iz tog razloga, rak-rane
na granCicama Sljive i breskve, nastale u ljetnim mjesecima, ne smatraju se vaznim mjestom
prezimljavanja ili izvora inokuluma za proljeéne infekcije. Generalno, kasnije infekcije izdanaka
koje se javljaju tokom jesenjeg kiSnog perioda, neposredno prije opadanja lis¢a, kada odbrambena
moc¢ biljaka slabi, obezbjeduju primarni izvor inokuluma za sljede¢e proljece (Obradovic i sar.,
2010).

Bolest se pojavljuje i Siri u proljece, zatim ljeti malo napreduje, ali u jesen se deSavaju kasne
infekcije. Bolest je rijetka u suvljim regionima. Vece Stete nastaju na oslabljenim stablima.

Xap se Siri razli¢itim putevima Sirenja lokalno i na daljinu. Lokalno Sirenje patogena deSava
se kalemljenjem, rezidbom i vektorima kao S§to su grinje i insekti (Goodman and Hattingh, 1986,
1988; Lamichhane, 2014). Kalemljenjem u rasadnicima dokazano je prenosenje patogena (Hattingh,
1988). Lokalno Sirenje patogena iz rak-rana i mumificiranih plodova je ogranic¢eno i zavisi od rose,
kiSe 1 vjetra.

Sirenje Xap na daljinu uslovljeno je medunarodnom trgovinom preko zarazenog sadnog
materijala 1 plodova (osim sjemena). Sadni materijal moze biti latentno zarazen patogenom i
predstavlja put za unoSenje i Sirenje patogena u nova podru¢ja (Goodman and Hattingh, 1986;
Anonymous, 2013; Palacio-Bielsa et al., 2014). Patogen moze prezimjeti u spavaju¢im pupoljcima i
nakon budenja (otvaranja) pupoljaka, patogen kolonizira mlade listove i plodove (Zaccardelli et al.,
1998).

U razli¢itim drzavama i podrucjima primjeceno je da epidemije prouzrokavane Xap mogu
biti povezane sa razlikama u patogenosti bakterijskih sojeva, varijacijama u osjetljivosti biljnih
vrsta 1 sorti i stanjem zasada (navodnjavanje, ishrana bilja, vrijeme i ucestalost rezidbe) (Stefani,
2010). Pojava bolesti je u visokoj korelaciji sa poljoprivrednom praksom 1 stresom uzrokovanim
nepovoljnim zemljiSnim i klimatskim uslovima. Bakteriozna pjegavost Prunus vrsta je izrazenija u
podrucjima gdje se kostiCave vocke gaje na laganim, pjeskovitim zemljiStima i u vlaznim i toplim
uslovima tokom vegetacije (Scortichini, 2010). Pjeskovita i veoma glinovita zemljiSta se smatraju
predispozicionim faktorima za pojavu bakterijske pjegavosti (Matthee and Daines, 1968; Zehr et al.,
1996).

Dodatno, uvodenjem u proizvodnju osjetljivog sortimenta Prunus vrsta doslo je do ucestale
pojave bolesti. Neke sorte japanske Sljive (Calita, Angeleno, Frontier, Santa Rosa, Black grupa,
Anna, T.C. Sun), kao 1 neke sorte breskve (Summer Rich, O’Henry, Rich Lady, Red Valley,
Elegant Lady, Big Top, Flavorcrest, Flavortop, Cassiopea) su veoma osjetljive prema ovom
patogenu (Ritchie, 1995; Scortichini, 2001). Sorte kajsije osjetljive na Xap su Blenril, Early Golden,
Veecot, dok su umjereno osjetljive Newcastle, Stella, Superb, Viceroy i Moorpark (Ritchie, 1995).
U Spaniji sorte badema koje su najvise rasirene u proizvodnji: Antofieta, Guara, Marta, Masbovera i
Vayro, pokazale su se osjetljivim (Palacio-Bielsa et al., 2010). U Kaliforniji najvece Stete Xap je
prouzrokovao u proizvodnji badema sorte Fritz, ali su sli¢ne Stete primjeCene i1 na sortama
Monterey, Padre i Nonpareil (Holtz et al., 2013). U Australiji sorte badema Fritz, Neplus Ultra,
Mission 1 Monterey su osjetljive, dok su sorte Nonpareil i Price srednje osjetljive prema patogenu
(Holtz et al., 2013).

2.4.2.5 Detekcija, identifikacija i geneticki diverzitet Xanthomonas arboricola pv. pruni

Xap je Gram negativna bakterija, Stapicasta, pokretna jednom flagelom, veli¢ine oko 0.2-0.4
% 0.8—1.0 um, strogi aerob, sa optimalnom temperaturom za razvoj 24—29°C (EPPO Standards PM
7/64 (1)). EPPO standard iz 2006. godine (EPPO Standards PM 7/64 (1)), opisuje dijagnosticki
protokol za Xap koji se zasniva na izolaciji patogena na vjestackim hranjivim podlogama i1 njegovu
naknadnu identifikaciju primjenom biohemijskih testova, profilisanjem proteina (SDS-PAGE),
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analizom sadrzaja masnih kisjelina (FAME), imunofluorescencijom (IF) i testovima patogenosti.
Sve navedene metode u EPPO protokolu su efikasne i pouzdane ali i zahtjevne u dijelu
laboratorijskog rada i vremena. Zato sve vecu prednost u identifikaciji Xap dobijaju molekularne
metode koje su vrlo efikasne i specificne.

U skadu sa Xap dijagnostickim protokolom (EPPO Standards PM 7/64 (1)), prvi korak u
detekciji patogena iz biljnog tkiva sa simptomima ili bez simptoma prisustva patogena, je izolacija
bakterija. Za izolaciju patogena treba uzorkovati biljni materijal u ranijim fazama razvoja, sa
simptomima prisustva patogena. Tokom vegetacije smanjuje se koncentracija bakterija u biljnom
tkivu do nivoa koji se teze moze detektovati. Ekstrakcija 1 izolacija patogena iz sadnog materijala
koji je u fazi mirovanja, zahtjeva drugaciji postupak. Kod biljnog materijala bez simptoma, posebnu
paznju treba obratiti na veli¢inu uzorka i koncentrovanja patogena u cilju njegove detekcije u niskoj
koncentraciji (EPPO Standards PM 7/64 (1)).

Izolacija patogena vrsi se na vjeStackim hranljivim podlogama. Podloge koje sadrze kvaScev
ekstrakt, glukozu i kalcijum karbonat (GYCA, YDC, YPGA) su pogodne za izolaciju vrsta roda
Xanthomonas (Lelliot and Stead, 1987; Klement et al., 1990; Schaad et al., 2001). Nakon inkubacije
od 2-3 dana pri 27 + 2° C, na hranjivim podlogama razvijaju se krupne, ispupcene, sjajne i sluzaste
kolonije, svijetlo do krem Zute boje (EPPO Standards PM 7/64 (1)). Selektivna podloga XPSM
(Civerolo et al., 1982), moze se koristiti za izolaciju epifitnih populacija Xap iz biljnog materijala
bez simptoma (Shepard and Zehr, 1994; Ballard et al., 2011). Nakon izdvajanja cCistih kultura
karakterizacija bakterijskih sojeva Xap vrsi se na osnovu biohemijsko-fizioloskih osobina i testova
patogenosti.

Prema Fahy 1 Persley (1983), Schaad 1 Stall (1988), Schaad i sar. (2001) i Palacio-Bielsa i
sar. (2012) Xap ispoljava sljedece karakteristike: Gram negativna; oksidaza negativna; katalaza
pozitivna; posjeduje oksidativni metabolizam glukoze; ne hidrolizuje skrob, ne redukuje nitrate,
arginindehidrolazu, ureazu, indol, ne raste u hranjivom bujonu pri koncentraciji 5% NaCl 1 pri
37°C; hidrolizuje kazein, zelatin, Tween 80 i eskulin, koristi citrate, raste u prisustvu 2% NaCl i u
hranjivom bujonu pri 35°C. Xap proizvodi kisjelinu iz: galaktoze, D-glukoze, D-fruktoze, D-
manoze, celobioze, saharoze, trehaloze, D-fukoze i L-fukoze (Palacio-Bielsa et al., 2012).

Provjera patogenosti na biljkama domacinima, pored hipersenzitivne reakcije na listovima
duvana, je osnovni test u identifikaciji sojeva Xap. Patogenost sojeva Xap moZe se provjeriti na
listovima osjetljivih sorti breskve 1 §ljive (Randhawa and Civerolo, 1985). Na inokulisanim
listovima simptomi se pojavljuju nakon 6-9 dana u vidu vodenastih, tamnosmedih, nekroti¢nih zona
na mjestu inokulacije. Na listovima mladih izdanaka breskve i §ljive, nekroticne zone se mogu
pojaviti 1 - 4 sedmice nakon inokulacije (Randhawa and Civerolo, 1985; Du Plessis, 1988).
Patogenost sojeva se moze provjeriti 1 na nesazrelim plodovima biljke domacina (Giovanardi et al.,
2016).

Primjena molekularnih metoda u identifikaciji Xap je postala nezaobilazna zbog brzine
dobijanja rezultata i osjetljivosti metoda, kojima je moguce detektovati patogena i u veoma niskim
koncentracijama, kako u simptomati¢nim, tako i u asimptomati¢nim uzorcima. Molekularne metode
su posebno znacajne u detekciji karantinskih patogena, kao Sto je i Xap, na sadnom materijalu, kada
je izolacijom tesko utvrditi njihovo prisustvo.

Posljednjih godina razvijene su brojne PCR metode koje omogucavaju brzu i pouzdanu
detekciju 1 identifikaciju Xap. Prvi PCR protokol za identifikaciju Xap je razvio Pagani (2004), a
nedavno je razvijeno nekoliko novih PCR protokola (Parkinson et al. 2007, 2009; Park et al., 2010;
Pothier et al., 2011; Ballard et al., 2011; Palacio-Bielsa et al., 2011).

U proucavanju genetickih varijacija u populaciji bakterija veliku primjenu nalazi Rep-PCR
metoda (Repetitive sequence-based PCR). Ovom metodom se mogu diferencirati sojevi bakterija
istog patogenog varijeteta. Metoda se zasniva na umnozavanju fragmenata DNK koji se nalaze
izmedu specificnih, ponovljivih sekvenci u genomima prokariota (Louws et al., 1998). Ove
ponovljive sekvence su oznatene kao REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergeneric Consensus) i BOX (Box elements) sekvence, za Cije
umnozavanje su dizajnirani istoimeni prajmeri. Umnozavanjem djelova DNK ograni¢enih ovim
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prajmerima, stvara se veliki broj DNK fragmenata razliCite veli¢ine 1 dobija visoko specifi¢an
genetski profil (Versalovic et al., 1991; 1994; Louws et al., 1998). Proucavanja strukture populacije
Xap primjenom ove metode ukazala su na homogenu strukturu 1 mali diverzitet sojeva (Boudon et
al., 2005; Rademaker et al., 2005; Barionovi and Scortichini, 2008; Kawaguchi, 2012, 2014;
Giovanardi et al., 2016).

Analiza 16S rRNK gena predstavlja standardnu metodu za identifikaciju bakterija. Genska
sekvenca ribozomalne RNK nije bila podloZzna promjenama tokom evolucije, zato je pogodna u
filogenetskim proucavanjima razliCitih vrsta bakterija. Analiza multilokusnih sekvenci (eng.
Multilocus sequencing analysis - MLSA) zasniva se na analizi konstitutivnih (“housekeeping”)
gena koji su odgovorni za sintezu proteina od vitalnog znafaja za funkcionisanje svake celije
(Parkinson, 2009).

Pojava bolesti u razli¢itim geografskim podru¢jima pruza moguénost analize genetske
strukture viSe populacija patogena, obezbjeduju¢i informacije o genetskoj raznolikosti patogena.
Proucavanje genetske populacije Xap porijeklom iz Francuske, Italije i Sjedinjenih Americkih
Drzava (SAD), ukazuje na nizak populacioni diverzitet. Isti genotip otkriven je u pet drzava na tri
kontinenta, pa se geografska distribucija patogena moZze objasniti uces¢em ljudskog faktora u
Sirenju bakterija, Sto podrzava hipotezu da se patogen iz drzave porijekla tj. SAD, dalje Sirio u
druge regije proizvodnje kosti¢avih vocaka u svijetu (Boudon et al., 2005). Filogenetska analiza
rpoD gena ukazala je na blisku filogenetsku srodnost unutar svjetske kolekcije sojeva Xap, Sto
objasSnjava hipotezu da sojevi patovara pruni pripadaju jednoj populaciji sa veoma niskim
genetickim diverzitetom koja se uspjela odrzati godinama i rasiriti po cijelom svijetu (Hajri et al.,
2012). Filogenetska analiza 97 sojeva roda Xanthomonas, zasnovana na parcijalnom sekvenciranju
sedam konstitutivnih gena (Fischer-Le Saux et al., 2015), pokazala je da su tri ekonomski
najznacajnija patovara (pruni, corylina 1 juglandis) genetski srodna i grupisana u tri klonska
kompleksa, ¢ime je podrzana hipoteza o zajednickom pretku ova tri patovara. Suprotno tome, sojevi
izolovani iz razli¢itih domacina koji su slabo patogeni ili nisu patogeni, bili su genetski heterogeni.
Medu najznacajnijim patovarima, patovar pruni je najvise monomorfan, visoko prilagoden Prunus
vrstama sa izrazenom patogenoscu, i pokazuje nisku genetsku varijaciju izmedu sojeva (Fischer-Le
Saux et al., 2015). MLSA konstitutivnih gena (dnak, fyud, gyrB i rpoD) (Young et al., 2008;
Garita-Cambronero et al., 2018), takode ukazuje na filogenetsku povezanost patovara pruni,
corylina 1 juglandis. MLSA zasnovana na analizi gyrB 1 rpoD gena pokazala se korisnom u
identifikaciji dva karantinska patovara pruni i corylina (Fischer-Le Saux et al., 2015).

U novije vrijeme razvijaju se LAMP metode (loop-mediated isothermal amplification) koje
predstavljaju brz, jeftin, jednostavan i prenosiv dijagnosticki alat, koji se odlikuje velikom
specificnoscu 1 osjetljivoséu (Biihimann et al., 2013; Palacio-Bielsa et al., 2015; Li et al., 2019).
LAMP test za detekciju Xap moze imati prakticnu primjenu u dijagnostici na terenu, a njegova
glavna prednost je dobijanje rezultata reakcije za samo 15 minuta (Biihlmann et al., 2013), odnosno
45 minuta (Li et al., 2019). LAMP metodom moze se testirati direktno svjeze biljno tkivo, bez
prethodne ekstrakcije DNK 1ili inkubacije (Li et al., 2019). LAMP test koji su predlozili Li 1 sar.
(2019), mogao je detektovati 1,8 ng/ul genomske DNK, $to ukazuje na njegovu vecu osjetljivost i
specificnost u odnosu na tradicionalnu PCR metodu (Pagani, 2004). LAMP testom mogu se
uspjesno testirati listovi 1 plodovi sa simptomima prisustva patogena, ali i listovi bez vidljivih
simptoma bolesti, Sto govori o njegovoj visokoj osjetljivosti 1 preciznosti (Li et al., 2019). Ove
metode detekcije patogena mogu naci primjenu u poboljSanju strategije kontrole bolesti.

2.4.2.6 Kontrola bolesti

Strategija za efikasnu i odrzivu kontrolu bolesti zasniva se na integrisanom pristupu koji
podrazumjeva gajenje otpornih ili manje osjetljivih sorti, dobru poljoprivrednu praksu i primjenu
hemijskih i/ili bioloSkih preparata na osnovu prognoze bolesti (Sundin et al., 2016). Budu¢i da je
Xap regulisan karantinski patogen, sadni materijal prilikom proizvodnje i uvoza, mora se
zdravstveno pregledati u cilju sprijecavanja unoSenja i Sirenja Xap. Nakon utvrdenog prisustva Xap
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obavezno je sprovodenje fitosanitarnih mjera koje podrazumijevaju uklanjanje zarazenih stabala
kao i1 uniStavanje zaraZenih grana, liS¢a i plodova. Preporucuje se upotreba dezinfikovanog alata
prilikom rezidbe i kalemljenja, kao 1 izbjegavanje upotrebe prskalica za navodnjavanje u cilju
sprije¢avanja Sirenja patogena u vo¢njaku i njegovoj okolini.

Agrotehnicke mjere odnose se na izbor odgovaraju¢eg zemljiSta za podizanje vocénjaka
(vlazna 1 zbijena zemljiSta pogodnija su za razvoj bolesti u odnosu na propusna i rastresita); izbor
vrste 1 sorte 1 sadnju sertifikovanog sadnog materijala; izbalansiranu upotrebu sredstava za ishranu
bilja (viSak azota doprinosi osjetljivosti biljaka na bakterijske infekcije); vrijeme i1 nacin rezidbe
(Stefani, 2010). Sorte breskve, nektarine, kajsije 1 §ljive, koje su vise ili manje tolerantne na Xap
navode u svojim radovima Bazzi i sar. (1990), Garcin i sar. (2005), Garcin i Bresson (2009) i
Cambra (2014).

DugogodiSnja primjena bakarnih preparata i antibiotika i1 veliki broj njihovih aplikacija
tokom vegetacionih sezona, povezana je sa razvojem otpornosti patogena (Sundin et al., 2016).
Ogranicenja u koriS¢enju bakarnih preparata odnose se na pojavu fitotoksicnosti kod nekih vrsta
kostiCavih vocaka kao Sto su breskva i nektarina (Lalancette and McFarland, 2007). Upotreba
bakarnih preparata u periodu od prolje¢a do jeseni, na kosti¢avim vockama moze prouzrokovati
fitotoksicnost koja je pracena lisnom nekrozom i defolijacijom (Ritchie, 1995). U cilju izbjegavanja
fitotoksi¢nosti primjenom bakarnih preparata, vazno je voditi racuna o fizioloskoj fazi biljke i
koncentraciji aktivne materije (Stefani, 2010). U Francuskoj Garcin 1 sar. (2005), opsezno su
proucavali kontrolu Xap primjenom bakarnih preparata formulacije oksihlorida i sulfata. Vece
koncentracije bakarnih preparata se mogu koristiti za kasna jesenja, zimska tretiranja (prije
otvaranja pupoljaka), dok se u toku vegetacije moze vrsiti tretiranje svakih 12-15 dana, u zavisnosti
od vremenskih uslova. Takode, dosli su do zakljucka da se fitotoksi¢nost i defolijacija moze pojaviti
na visoko osjetljivim sortama. Da bi se negativni uticaji primjene bakarnih preparata sveli na
minimum i precizirala njihova efikasnost primjene razvijaju se razli¢iti modeli za prognozu bolesti.
Razvoj modela za prognozu bolesti doprinio bi procjeni Sirenja i pojave bolesti u polju, na osnovu
predvidanja rizika od infekcije, kao 1 pravovremenoj primjeni baktericida, onda kada su uslovi
povoljni za razmnozavanje bakterija i infekciju (Morales et al., 2017). Zbog visoke povezanosti
klimatskih faktora (narocito kiSe i temperature) i razvoja bolesti, razvijen je prognozni model za
procjenu pravovremene primjene prskanja, koji moze pomoci proizvodacima kosticavih vocaka da
kontrolisu Sirenje bolesti. Model predvidanja uzima u obzir nivo inokuluma prethodne godine,
datum otvaranja prvog cvijeta, dnevnu temperaturu i vlaznost (Garcin et al., 2011b). Medutim, ovaj
model 1 dalje treba testirati u narednim godinama kako bi se poboljsala njegova preciznost. Takode,
razvijen je matematicki model predvidanja razvoja Xap in vitro, u funkciji temperature (Morales et
al., 2017).

Osim bakarnih preparata, u zastiti bilja se upotrebljavaju i antibiotici. Medutim primjena
antibiotika u zastiti bilja zabranjena je u vecini evropskih drzava kao 1 u Crnoj Gori, dok se u SAD
oni uspjeSno primjenjuju. Antibiotici koje se najviSe koriste u zastiti bilja su streptomicin i
oksitetraciklin. Rezistentnost biljnih patogena na oksitetraciklin je rijetka, i ovaj antibiotik je
registrovan za suzbijanje Xap na breskvi i nektarini u SAD (McManus et al., 2002). U SAD,
vocénjaci breskve u kojima je Xap raSiren, tretiraju se u prosjeku, najmanje Cetiri puta godisSnje
oksitetraciklinom (McManus et al., 2002). Upotreba antibiotika za zastitu bilja, poput streptomicina
ili oksitetraciklina, pokazala se efikasnom protiv Xap (Dhanvantari et al., 1978; Blaauw et al.,
2017). Nepravilnom i nekontrolisanom primjenom antibiotika i bakarnih preparata u zastiti bilja
doslo je do pojave rezistentnosti patogena, odnosno smanjene efikasnosti baktericida.

Stepen osjetljivosti sojeva prema baktericidima moze se utvrditi u laboratorijskim uslovima
mjerenjem koncentracije jedinjenja potrebnog za inhibiciju rasta. Koncentracija bakar sulfata od
300 ppm ihibira rast bakterijskih sojeva izolovanih iz breskve i §ljive u Italiji (Giovanardi et al.,
2016).

Aternativni pristup hemijskoj kontroli, u suzbijanju biljnih bolesti je bioloska kontrola, gdje
se kao bioloski agensi koriste razli¢ita hemijska jedinjenja koja indukuju otpornost biljaka, bakterije
antagonisti 1 bakteriofagi. Primjena bakterija antagonista (Pseudomonas fluorescens) pokazala se
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efikasnom u inhibiciji Xap in vitro. Tokom poljskih ispitivanja 2006. i 2007. godine, Pseudomonas
fluorescens je znaCajno smanjio intezitet bolesti (Biondi et al., 2009). Nepatogeni sojevi
Xanthomonas campestris izolovani u Japanu, znacajno su smanjili infekciju Xap na listovima i
plodovima breskve u poljskim ispitivanjima (Kawaguchi et al., 2014). Najnovija pro¢avanja
zasnovana su na upotrebi mlijec¢nokisjelinskih bakterija (Lactobacillus plantarum) za kontrolu vise
patogena: Pseudomonas syringae pv. actinidiae, Xanthomonas arboricola pv. pruni i Xanthomonas
fragariae. Proucavani sojevi L. plantarum pokazali su efikasnost kada se koriste preventivno za
kontrolu navedenih bakterijskih patogena. Medutim smanjenje populacije L. plantarum u
nepovoljnim uslovima moze ugroziti njihovu primjenu u zastiti bilja. Potrebno je sprovesti i
proucavanja u razli¢itim poljoprivrednim i klimatskim uslovima da bi se potvrdila efikasnost sojeva
L. plantarum u polju (Daranas et al., 2019).

Primjena bakteriofaga u bioloskoj kontroli ima veliki potencijal jer su Siroko rasprostranjeni
u prirodi, nisu toksi¢ni za eukariote, specificni su za odredene bakterijske vrste ili sojeve,
primjenom ne oStecuju druge korisne pripadnike autohtonog mikrobioma, prili¢no jednostavno se
mogu izolovati, proizvoditi 1 cuvati (Jones et al., 2007). Dva glavna ogranicavajuca faktora koja
uti¢u na efikasnost bakteriofaga su stabilnost u zivotnoj sredini (sunceva svjetlost i UV zraenje
utiCu na smanjenje populacije faga) i mutacije bakterija koje mogu dovesti do otpornosti prema
fagima (koriS¢enje jedne vrste faga u kontroli bolesti je rizicno) (Jones et al., 2007; Sundin et al.,
2016). Civerolo 1 Keil (1969) su utvrdili da je tretiranjem liS¢a breskve fagima, 1 h prije inokulacije
bakterijom Xap, procenat inficiranih listova bio 22% u poredenju sa 58% kod kontrolnih biljaka.
Saccardi 1 sar. (1993) redukuju pojavu Xap na breskvi dvonedjeljnom primjenom suspenzije faga.
Kontrola Xap u voénjacima breskve je moguca pomocu odabranih bakteriofaga dobijenih iz
inficiranih vo¢njaka breskve (Zaccardelli et al., 1992).

U cilju sprijeCavanja pojave i Sirenja Xap rjeSenje treba traziti u integralnom pristupu.
Stvaranje otpornih sorti i bioloSke mjere borbe, jo§ uvek nisu dovoljno razvijeni. Neophodna su
dalja istrazivanja koja bi trebalo da budu usmjerena na bioloske mjere borbe, primjenom bakterija
antagonista 1 aktivatora sistemi¢ne otpornosti, kao 1 na pronalaZenje izvora otpornosti prema
patogenu koje bi omogucilo trajniju kontrolu patogena.

2.4.3 Xylella fastidiosa - prouzrokovac lazne patuljavosti breskve i palezZi liS¢a badema,
Sljive i treSnje

Xylella fastidiosa je trenutno jedna od najopasnijih fitopatogenih bakterija u podrucjima
njenog rasprostranjenja. Prouzrokuje rezliCite bolesti sa velikim ekonomskim uticajem na
poljoprivredu, javne povrSine 1 okolinu.

Bakterija X. fastidiosa je Gram-negativna, Stapicasta, bez biceva, dimenzija 0,3 x 1-4 um, i
obligatni je aerob. Optimalne temperature za razvoj bakterije krecu se od 26 do 28°C (Davis et al.,
1978). Pripada razdjelu Proteobacteria, klasi Gammaproteobacteria, redu Xanthomonadales,
familiji Xanthomonadaceae, rodu Xylella. To je ksilemom-ograniena, tesko-odgajiva bakterija,
opisana kao prouzrokovac bolesti i poremecaja brojnih biljnih vrsta (Wells et al., 1987).

X. fastidiosa je regulisan karantinski Stetni organizam u skladu sa Direktivom 2000/29, dok
su Odlukom Evropske Komisije (EU 2015/789) propisane mjere za sprije€avanje unosenja i Sirenja
patogena na teritoriju EU. Mjere se odnose na obiljezavanje podru¢ja u slucaju potvrdenog
prisustva X. fastidiosa, posebne zahtjeve u vezi vrSenja nadzora, uklanjanje zaraZenih biljaka i
druge mjere koje ukljucuju dobru poljoprivrednu praksu i kontrolu populacije vektora.

X. fastidiosa je najvecu paznju privukla kao prouzrokovac Pirsove bolesti vinove loze (eng.
Pierce’s Disease) u SAD. Bolest je nazvana po nau¢niku N. B. Pierce, koji ju je prvi detaljno opisao
nakon epidemije u vinogradima u Kaliforniji (1892).

Nakon vise od jednog vijeka, X. fastidiosa je 1 dalje znacajan patogen u vinogradima na jugu
SAD, narocito u Kaliforniji, Teksasu i Floridi (Janse and Obradovi¢, 2010). Spektar biljaka
domacina jos$ uvijek nije do kraja proucen, jer bakterija kolonizira, osim drvenastih visegodiSnjih
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biljaka, 1 brojne ukrasne i korovske biljke. Lista osjetljivih biljaka domacina obuhvata 563 biljne
vrste iz 82 botanic¢ke familije (EFSA, 2018a).

Bakterija je u biljkama prisutna isklju¢ivo u ¢elijama ksilema, a prenosi se iz zarazenih
biljaka u zdrave insektima vektorima (Cercopidae, Cicadellidae, Aphrophoridae), koji se hrane
sisanjem sokova iz ksilema. Livadska pjenusa — Philaenus spumarius L. (Hemiptera,
Aphrophoridae), $iroko rasprostranjena insekatska vrsta u evropskim drzavama, potvrdeni je vektor
X. fastidiosa soja CoDiRO u regiji Pulja u Italiji (Saponari et al., 2014; Cornara et al, 2016) i na
Korzici u Francuskoj (Cruaud, 2018). Takode, u eksperimentalnim uslovima, vektori mogu biti
Neophilaenus campestris 1 Philaenus italosignus (Hemiptera, Aphrophoridae) (Cavalieri et al.,
2018). Bakterija se moze Siriti i zarazenim biljnim materijalom za reprodukciju.

X. fastidiosa je rasprostranjena na ameriCkom kontinentu, odakle vodi porijeklo 1 gdje
znacajno ugrozava gajenje vinove loze i citrusa. Velike gubitke pri¢injava u proizvodnji breskve u
SAD, gdje je bolest primjecena 1890. godine, a kasnije su zabiljezene epidemije, uglavnom u
Dzordziji (1929, 1951 1 1976) (Wells et al., 1983; Janse and Obradovi¢, 2010). Bolest je na osnovu
simptoma koje pruzrokuje na breskvi nazvana lazna patuljavost breskve (eng. Phony peach disease).
X. fastidiosa je veoma znacajan patogen badema i §ljive na kojima izaziva palez lis¢a (eng. leaf
scorch) (Davis et al., 1980; Janse and Obradovi¢, 2010). Glavni areal rasprostranjenosti ove
bakterije doskora bio je tropski i suptropski pojas. Medutim prisustvo X. fastidiosa utvrdeno je i na
azijskom kontinentu, na Tajvanu (Su et al., 2014), na bademu u Iranu i Turskoj (Guldur et al., 2005;
Amanifar et al., 2014).

Bakterija je nedavno uneSena u Evropu S$to predstavlja vaznu promjenu u geografskoj
distribuciji bakterije. Prisustvo X. fastidiosa subsp. pauca, soj CoDIRO, otkriven je na maslinama u
regiji Pulja, na jugu Italije, 2013. godine (Saponari et al., 2013). Od tada, patogen se Siri na teritoriji
Italije prouzrokuju¢u suSenje ogromnog broja stabala masline i velike ekonomske gubitke. X.
fastidiosa subsp. multiplex je 2018. godine, utvrdena u Toskani (provincija Grosseto) na ukrasnom i
samoniklom mediteranskom bilju (Saponari et al., 2019). U juznoj Francuskoj i Korzici tokom
2015-2017., utvrdeno je prisustvo X. fastidiosa subsp. multiplex i subsp. pauca na oko 30 razlicitih
biljaka domadina (Denancé et al., 2017). U Spaniji je 2017. godine utvrdeno prisustvo X. fastidiosa
subsp. multiplex, pauca 1 fastidiosa na bademu, tresnji, Sljivi 1 vinovoj lozi, na Balearskim
ostrvima, u provinciji Alikante i regionu Madrida (Olmo et al., 2017). Pocetkom 2019. godine
prisustvo X. fastidiosa subsp. multiplex je potvrdeno u Portugaliji (Vila Nova de Gaia, podrucje
Porto) (EUROPHYT, online).

X. fastidiosa je podijeljena na tri podvrste: fastidiosa, multiplex 1 pauca, na osnovu DNK-
DNK hibridizacije (Schaad et al. 2004). Daljim molekularnim proucavanjima, analizom
multilokusnih sekvenci (MLST) X. fastidiosa je podijeljena na Sest podvrsta (fastidiosa, multiplex,
pauca, sandyi, tashke 1 morus) (Scally et al., 2005; Yuan et al., 2010), medutim, samo su podvrste
fastidiosa 1 multiplex zvani¢no prihvacene 1 nalaze se na azuriranoj listi imena fitopatogenih
bakterija (Bull et al., 2012). Nedavno je predloZena revizija podvrsta X. fastidiosa na osnovu
uporednih analiza genoma (Marceletti and Scortichini, 2016).

X fastidiosa se razvija isklju¢ivo u ksilemu biljke domacina, a simptomi koje prouzrokuje
posljedica su blokade ksilema u kojem se bakterija umnozava. Nakon zaraze, X. fastidiosa se unutar
biljke Siri u oba smjera, ali zaraza domacina gotovo nikada nije sistemi¢na i bakterija nije
ravnomjerno rasporedena unutar biljke (Janse and Obradovi¢, 2010).

Simptomi infekcije variraju u zavisnosti od podvrste patogena, starosti i vrste biljaka, kao 1
uslova spoljne sredine. UopSteno, simptomi se mogu opisati kao: palez liS¢a, hloroza, krzljavost,
izumiranje vrhova mladara, opSte slabljenje, suSenje i izumiranje stabla u cjelini. Na bademu,
karakteristiCan simptom je palez liS¢a, koji je pracen umanjenom produktivnos¢u i slabljenjem
zarazenih biljaka. Prvi simptomi se mogu uociti tokom juna i jula mjeseca u vidu zutila oboda lista,
a najuocljiviji su krajem jula i tokom avgusta kada vrhove i obod lista zahvata nekroza i susenje.
Zarazene biljke osjetljivih sorata mogu opstati viSe godina, ali smanjenje prinosa nastupa par godina
posle infekcije kod vecine sorata. Slicno bademu, X. fastidiosa izaziva palez i oZegotine listova
Sljive i treSnje. Promjene su na $ljivi najizrazenije u drugoj polovini ljeta. X. fastidiosa moze dovesti
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do potpunog izumiranja stabla Sljive. Simptomi tipa palezi liS¢a se uocCavaju i na tres$nji. LiSc¢e
dobija izgled kao da je spaljeno. ZaraZena stabla treSnje izumiru u potpunosti. X. fastidiosa
prouzrokuje oboljenje pod nazivom laZna patuljavost breskve. ZaraZena stabla formiraju zbijenu
kroS$nju zbog skracenih internodija na izdancima, cvjetaju nekoliko dana prije zdravih biljaka,
slabije radaju, formiraju sitnije plodove koji imaju intenzivniju boju. Ova bakterija ne dovodi do
izumiranja stabala breskve, ali povecava njihovu osjetljivost prema drugim patogenima (EPPO
standards PM 7/24 (4)).

Bakteriju prenose insekti koji se hrane sisanjem sokova iz ksilema. Zarazeni biljni materijal
je glavni put unosenja X. fastidiosa u nova podruc¢ja. Posebnu opasnost predstavlja biljni materijal u
fazi mirovanja, kao i latentna infekcija, odnosno odsustvo simptoma prisustva patogena. Postoji
mogucnost unoSenja X. fastidiosa i infektivnim vektorom.

Brza i tacna identifikacija izuzetno je vazna u sprijeCavanju Sirenja X. fastidiosa. EPPO
standard PM 7/24 (4) propisuje dijagnosticki protokol za detekciju 1 identifikaciju X. fastidiosa. Za
detekciju bakterije u velikom broju uzoraka kao prva brza metoda koristi se seroloski ELISA test.
Za potvrdu pozitivnih nalaza, kao druga brza metoda, koristi se molekularna metoda lancanog
umnozavanja specificnog fragmenta DNK patogena (Polymerase Chain Reaction - PCR). Lancana
reakcija polimeraze u realnom vremenu (Real-time PCR) jos je osjetljivija metoda kojom je moguce
detektovati bakteriju ako je ona u domadinu prisutna u niskoj koncentraciji, a metodu je zbog
osjetljivosti preporucljivo koristiti za uzorke biljnog materijala bez simptoma i za uzorke insekata -
potencijalnih vektora.

Mjere zastite od bolesti koje prozrokuje X. fastidiosa podrazumijevaju proizvodnju i
upotrebu nezarazenog sadnog materijala, suzbijanje vektora, suzbijanje korovskih biljaka,
uniStavanje zarazenih biljaka domacina (mehanicko uniStavanje, vadenje biljaka sa korijenom i
spaljivanje ili mljevenje svih biljnih ostataka) kao i selekciju i gajenje otpornih ili tolerantnih sorti.
Mjere zastite za sprijeCavanje unosenja X. fastidiosa, podrazumijevaju ograni¢avanje uvoza sadnog
materijala iz podrucja gdje je patogen prisutan, zdravstvenu kontrolu biljaka domacina na prisustvo
patogena i insekata vektora.

Najveci broj istrazivanja u prethodnom periodu, bio je usmjeren na razrijeSavanje etiologije,
pronalazak i optimizaciju preciznih metoda detekcije, novih metoda identifikacije, opisivanje
simptomatologije i utvrdivanje kruga domacina, pronalazak vektora i dokazivanje prenoSenja. Sva
navedena podrucja istrazivanja klju¢na su za uspjeSno propisivanje i sprovodenje fitosanitarnih
mjera, kojima bi Sirenje bakterije u Evropi trebalo biti sprijeeno.

Ovaj patogen nije prisutan u Crnoj Gori i nalazi se na listi karantinskih Stetnih organizama.
X. fastidiosa predstavlja veliki fitosanitarni rizik za Crnu Goru, zbog prisustva velikog broja biljaka
domacina i povoljnih klimatskih uslova za opstanak patogena i1 razvoj bolesti. Uvoz biljnog
materijala porijeklom iz Italije, Spanije i Francuske mogao bi biti primaran na¢in unosenja bakterije
u Crnu Goru. S obzirom da se kosticave vocke dosta gaje na podruc¢ju Crne Gore, namece se
potreba kontrole zdravstvenog stanja sadnog materijala Prunus vrsta u prometu preko granice jer
postoji stalna opasnost od unoSenja zaraZzenog biljnog materijala iz drzava u kojima je prisustvo
patogena potvrdeno.

2.4.4 Agrobacterium tumefaciens - prouzrokova¢ bakterioznog raka korijena

Agrobacterium tumefaciens prouzrokovac bakterioznog raka korijena rasprostanjen je u
svim krajevima svijeta, a Stete od ove bakterije u vocarstvu mogu biti velike, pogotovo ako se javi u
rasadnicima vo¢nog sadnog materijala (Pulawska, 2010; Pulawska et al., 2016), gdje mogu iznositi
visSe od 80% (Garrett, 1987). Smatra se glavnim bakterioznim patogenom kosticavih vocaka u
rasadnicima mediteranskih drzava (Krimi et al., 2002). Gubici od 10-30% u rasadnicima voc¢nog
sadnog materijala su uobicajeni (Sobiczewski et al., 1991).

Agrobacterium tumefaciens ima Sirok krug domacina medu drvenastim i zeljastim biljkama,
a najvece Stete nanosi kostiCavim 1 jabucastim vockama (Arsenijevi¢, 1997). Bakterija A.
tumefaciens je aerob, pokretna, asporogena, Gram-negativna i Stapicasta sa peritrihim flagelama.
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Patogen rijetko izaziva suSenje biljaka, ali dovodi do usporenog rasta i smanjenja prinosa
(Pulawska, 2010). Oboljeli zasadi badema (Flint, 2002) i tresnje (Holubowicz et al. 1988), mogu
biti smanjene produktivnosti, a biljke su krzljavog izgleda.

Sojevi A. tumefaciens, prilikom infekcije biljaka, ugraduju dio Ti plazmida (Tumor iducing
— izaziva¢ tumora) u biljni genom, $to uzrokuje nekontrolisanu diobu i rast biljnih ¢elija i rezultira
stvaranjem tumora (Zhu et al., 2000). Simptomi raka ispoljavaju se pretezno u zoni korijenovog
vrata ili na korijenu, a na mladim biljkama u rasadnicima mogu se uociti i na stablu. Tumori su
lokalizovani, sfericnog oblika i razli¢ite veli¢ine. Bakterija prodire u biljku kroz ozlede nastale
kalemljenjem, obradom zemljiSta, rezidbom, insektima ili izmrzavanjem. Kada su temperature
iznad 20°C, tumori se pojavljuju Cetiri nedjelje nakon infekcije. Infekcija se prenosi zarazenim
zemljistem, alatom, sadnicama i podlogama. Sirenju patogena doprinose i latentne zaraze, kada je
patogen prisutan u biljnom materijalu bez ispoljavanja simptoma. Tumori inhibiraju fizioloSke
funkcije biljke kao S§to su transport vode i1 hranjivih sastojaka (Pulawska, 2010). Veliki 1 brojni
tumori dovode do usporenog porasta i krzljavosti biljaka. Pored toga, tumori stvaraju rane na
korijenu biljaka, koje su ulazno mjesto infekcije za druge patogene koji se prenose zemljiStem
(Pulawska, 2010).

Nomenklatura 1 taksonomski status roda Agrobacterium jo$ uvek je u procesu revizije.
Ranije su sve bakterije koje prouzrokuju tumore klasifikovane u vrstu 4. tumefaciens (Conn, 1942).
Medutim, daljim proucavanjima otkriveno je da bakterije razvrstane u rod Agrobacterium ne ¢ine
monofiletsku grupu organizama, na osnovu ¢ega su Young i sar. (2001) vrste roda Agrobacterium
pripojili rodu Rhizobium. Nedavna istrazivanja genotipa, dovela su do izmjenjene filogenije familije
Rhizobiaceae (Mousavi et al., 2015). Trenuto je opisano osam vrsta tumorogenih bakterija
(Agrobacterium arsenijevicii, A. larrymoorei, A. nepotum, A. radiobacter, A. rubi, A.
skierniewicense, Allorhizobium vitis 1 Rhizobium rhizogenes) 1 osam genomovara, koji formalno
nisu imenovani, unutar kompleksa vrsta A. tumefaciens (ranije nazvan biovar 1 Agrobacterium)
(Costechareyre et al., 2010; Putawska et al., 2016). Sekvenciona analiza sojeva porijeklom iz
kosti¢avih vocaka u Poljskoj, pokazala je da je u vecini slucajeva vrsta R. rhizogenes prouzrokuje
tumore (Pulawska et al., 2016).

Identifikacija Agrobacterium vrsta moze se izvrSiti pomoc¢u standardnih bakterioloskih
testova i primjenom molekularnih metoda. Od molekularnih metoda, najvise se primjenjuje lan¢ana
reakcija umnozavanja fragmenata DNK (PCR), kojom se pomocu specificnih prajmera mogu
diferencirati sojevi Agrobacterium (Haas et al., 1995; Sawada et al., 1995; Pulawska and
Sobiczewski, 2005; Pulawska et al., 2006).

Kontrola bolesti podrazumijeva proizvodnju zdravog sadnog materijala. Prilikom
proizvodnje sadnog materijala treba voditi raCuna o izboru parcele, dezinfekciji pribora za
kalemljenje i izbjegavanju povreda biljaka tokom sadnje. Ukoliko je bolest prisutna, potrebno je
oboljele biljke eliminisati 1 spaliti. Preporucuje se primjena plodoreda u trajanju od pet godina
(Arsenijevi¢, 1997).

U Crnoj Gori ova bakterija nije detaljnije prouavana. Pojava ove bakterije zabiljeZena je na
sadnicama breskve i badema u Baru i Danilovgradu, gdje je u Baru vise od 50% sadnica bilo
zarazeno (Mijuskovi¢, 1999).

2.4.5 Pregled proucavanja bakterioza kosti¢avih vo¢aka i badema u Crnoj Gori

Intenzivnim uvozom sadnog materijala, porijeklom iz drzava u kojima su prisutni ovi
patogeni kosti¢avih vocaka i badema, povecava se fitosanitarni rizik za Crnu Goru od njihovog
unoSenja i Sirenja, koji u povoljnim klimatskim uslovima mogu prouzrokovati velike ekonomske
gubitke u proizvodnji. Zato se namece podreba za stalnom zdravstvenom kontrolom biljaka Prunus
vrsta, prilikom njihovog uvoza ali i kasnije na mjestu sadnje. Radi sprijeCavanja unoSenja
karantinskih Stetnih organizama na teritoriju Crne Gore, neophodno je jaCati sve kapacitete u
fitosanitarnom sistemu, a naroCito laboratorijske. Razvoj laboratorijskih kapaciteta za pouzdanu 1
brzu detekciju patogena je vazan u cilju zastite bilja kao nacionalnog blaga i znacajnog privrednog
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resursa koji je od narocitog znaCaja za mala domacinstva i ruralna podruc¢ja (Popovi¢ 1 Obradovi¢,
2019).

Bakterije kao karantinski ili ekonomski Stetni organizmi kosticavih vocaka 1 badema,
nedovoljno su prouc¢ene u Crnoj Gori. Medu saopsStenjima o pojavi bakterioza Prunus vrsta,
znacCajnijeg intenziteta u Crnoj Gori nalaze se proucavanja bakterija Pseudomonas syringae i Xap.

Pseudomonas syringae, iako opsStepoznat patogen kosti¢avih vocaka, proucen je samo kao
patogen viSnje u Crnoj Gori. Pojava ove bakterioze viSnje prvi put je zapazena 1979. godine u
okolini Bjelog Polja, NikSi¢a i na pojedinim stablima na Primorju. U okviru plantaznog zasada
vi$nje Agrokombinata ,,13. jul“ na Cemovskom polju 1983. godine ustanovljeno je da je od
ukupnog broja 187.405 stabala, zarazom bilo zahvaceno 11.668, a u 1984. godini ovaj broj uve¢an
je za jos 32.000 stabala. Pri tome je konstatovano da je najveci broj zarazenih stabala pripadao
sortama: Hajmanova konzervna, Reksele, Gorsemska i Hajmanov rubin. U plantaznom zasadu na
Cemovskom polju, bolest se u toj mjeri prosirila, da je 1987. godine utvrdeno da broj oboljelih
stabala iznosi 51% od ukupnog broja. S obzirom da primjena hemijskih i drugih mjera borbe nije
dala pozitivan efekat u suzbijanju patogena, moralo se pristupiti postepenom kréenju vocaka, tako
da je vise od 200 ha povrsine pod zasadom moralo biti iskréeno. Brzo Sirenje bolesti objasnjava se
visokom zastupljenoS¢u osjetljivog sortimenta u ovom vocnjaku (oko 60%), kao 1 povoljnim
vremenskim uslovima za razvoj bakterioza. Na osnovu patogenosti izolovanih sojeva i njihovih
morfoloSko-odgajivackih 1 nekih biohemijsko-fizioloSkih osobina, zaklju¢eno je da oni
predstavljaju patogeni varijetet bakterije Psedomonas syringae i ispoljavaju najvise sli¢nosti sa Pss i
Psm (Vucini¢ i sar., 1992).

Prisustvo Xap utvrdeno je na bademu u Crnoj Gori na podrucju Podgorice. Tokom 1994.
godine na dijelu plantaznog zasada badema (Prunus dulcis), PD ,Plantaze® u sastavu
Agrokombinata ,,13. jul* u Podgorici (objekat ,,Miljes, Tuzi, veli¢ine 1.6 ha), zapazena je pojava
pjegavosti 1 Supljikavosti liS¢a 1 rak-rana kao 1 suSenja grancica i grana badema. Zbog intenzivnog
Sirenja ove, do tada nepoznate, bolesti badema i suSenja vo¢nih stabala uz prestanak plodonosenja,
iskréeno je 32.9 ha plantaznog zasada (objekat ,,Dubrave*, Tuzi). U blizini ovog zasada iskrceno je
oko 20 ha japanske $ljive, na kojoj su se pojavili sli¢ni simptomi kao i na bademu. Sa preostale
povrsine pod sortama Texas 1 Troito, tokom 1994-1996. godine, iz oboljelih biljnih organa badema,
izvrSena je izolacija bakterija. Proucavanjem patogenih, morfoloskih, odgajivackih i biohemijsko-
fizioloskih odlika izolovanih sojeva, oni su identifikovani kao Xap, ¢ime je potvrdeno prisustvo
ovog patogena u Crnoj Gori (Pani¢ et al., 1998). Prisustvo Xap utvrdeno je na breskvi na podrucju
Podgorice, tokom 2017 — 2018. godine (Popovi¢ et al., 2020). Xap je regulisan karantinski Stetni
organizam u Crnoj Gori i nalazi se na listi Stetnih organizama cije je prisustvo utvrdeno na teritoriji
Crne Gore na ograni¢enom podrucju.
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3. RADNA HIPOTEZA

Polazna pretpostavka u ovom istrazivanju je da vrste roda Prunus parazitira viSe vrsta
patogenih bakterija. Takode, glavni izvor infekcije moze biti zarazeni sadni materijal. Sadnja
zarazenog sadnog materijala rezultira pojavom infekcije znacajnijeg intenziteta, Sto moze ugroziti
proizvodnju kosti¢avih vocaka i badema i umanyjiti ekonomski efekat.

Imaju¢i u vidu da bakterioze kostiCavih vocaka 1 badema nisu bile predmet intenzivnih
proucavanja u Crnoj Gori duzi niz godina, kao i da se za zasnivanje proizvodnih zasada svake
godine uveze znacajna koli¢ina biljnog materijala, koji ¢esto dolazi iz rizicnih podrucja, osnovna
pretpostavka je da se u populaciji bakterija prisutnih u zasadima ovih biljaka u Crnoj Gori mogu
naci neke ve¢ ranije poznate vrste, ali 1 one koje su na listi karantinskih organizama.

Karantinski status Xap, Psp 1 Xylella fastidiosa opravdava potrebu da se provjeri 1 utvrdi
njihovo eventualno prisustvo na teritoriji Crne Gore.

Takode, pretpostavlja se da su u proizvodnim zasadima kosticavih vocaka prisutne
nekarantinske vrste patogenih bakterija koje jo§ uvijek nisu dovoljno proucene kao patogeni biljaka
u Crnoj Gori, a koje mogu prouzrokovati znacajne Stete. KoriS¢enjem klasicnih 1 specifi¢nih
diferencijalnih bakterioloskih testova, kao i molekularnih metoda, izvrSice se identifikacija i
proucavanje patogena, i tako provjeriti pretpostavka o prisustvu i rasprostranjenosti razlicitih vrsta
fitopatogenih bakterija.

Preparati na bazi bakra se redovno koriste u zastiti bilja, ne samo od patogenih bakterija, u
Crnoj Gori. Pretpostavka je da se, usled neujednacene ili prekomjerne primjene ovih preparata, u
populaciji fitopatogenih bakterija mogu naci sojevi razliCite osjetljivosti. Primjena antibiotika u
zaStiti bilja zabranjena je u Crnoj Gori, pa je pretpostavka da se u populaciji fitopatogenih bakterija
nalaze sojevi osjetljivi na antibiotike. Stoga, bi¢e proucCena reakcija izolovanih sojeva prema
baktericidima.

Navedena istrazivanja upotpunila bi znanje o patogenima kosti¢avih vocaka i badema u
Crnoj Gori.
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4. MATERIJAL I METODE RADA

4.1 Obilazak terena i prikupljanje uzoraka biljnog materijala

U periodu od 2017. do 2018. godine prikupljeni su uzorci kosticavih vocaka i badema, sa
simptomima koji mogu biti bakteriozne etiologije, iz razli¢itih lokaliteta Sirom Crne Gore,
prvenstveno iz regiona znacajnih po gajenju ovih vocaka. Uzorkovanje biljnog materijala vrSeno je
tokom cijele godine. Uzorkovan je biljni materijal sa simptomima nalik prisustvu i aktivnosti
patogenih bakterija (rak-rane, susenje jednogodiSnjih grancica, crni vrhovi grancica, zutilo 1 uvelost
lis¢a, pjegavost lis¢a i plodova, nekroza pupoljaka).

Uzorkovani biljni materijal je spakovan u plasti¢ne kese 1 obiljezen karticom na kojoj su
unoSeni osnovni podaci o uzorku (vrsta biljnog materijala, sorta (ukoliko je poznata), lokalitet,
datum uzorkovanja i GPS kordinate). Takode, vocka sa koje je uzet biljni materijal je obiljezena
¢ime je uspostavljena sljedljivost uzorka.

Obrada uzoraka vrSena je u Fitosanitarnoj laboratoriji Biotehni¢kog fakulteta u Podgorici.
Uzorci su obradivani neposredno po dopremanju u laboratoriju, a u periodu do obrade ¢uvani su u
frizideru na 4°C, do zavrsSetka izolacije.

4.2 Izolacija patogena iz biljnog materijala

U cilju izolacije patogena iz svjezeg biljnog materijala uzorci su kratko ispirani pod mlazom
¢esmenske vode, a potom povrSinski dezinfikovani 70% alkoholom 1 prosuseni na filter papiru.
Izolacija patogena vrSena je isjecanjem fragmenata biljnog tkiva, na prelazu zdravog u oboljelo
tkivo, sterilnim skalpelom. Fragmenti biljnog tkiva su potom macerirani u 1 ml sterilne destilovane
vode sterilnim tuckom u avanu. Nakon nekoliko minuta, kap macerata zasijavana je metodom
iscrpljivanja u cCetiri poteza pomocu bakterioloske petlje, na hranjivi agar (HA) (Klement et al.,
1990; Arsenijevi¢, 1997), u Petri-kutijama, u dva ponavljanja. Zasijane podloge su inkubirane u
termostatu, pri 27°C, u trajanju 48 h. Nakon 2-4 dana razvijale su se bjeliCaste ili Zute kolonije.
Pojedinacne bijele kolonije su prihvacene i presijane na novu HA podlogu, a zute kolonije na
podlogu od dekstroze, kvascevog ekstrakta i CaCO3 (YDC) (Lelliott and Stead, 1987; Schaad et al.,
2001), radi preciS¢avanja i izdvajanja Cistih kultura. Za dalje proucavanje odabrano je ukupno 68
sojeva bakterija (Tabela 1).

Kao kontrolni sojevi u razli¢itim testovima koriS¢eni su sojevi iz kolekcije fitopatogenih
bakterija Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu i inostrani sojevi, porijeklom iz razliCitih
medunarodnih kolekcija (Tabela 2).

4.3 OdrZzavanje i cuvanje bakterija u kolekciji

Sojevi bakterija cuvani su tokom nekoliko mjeseci, u radnoj kolekciji, u vidu suspenzije
Ciste kulture bakterija. Suspenzija je pripremljena tako Sto je pun zahvat kolonije starosti 24 h
suspendovan u 1 ml sterilne ¢esmenske vode u mikroepruvetama i ¢uvan pri temperaturi 4-7°C u
frizideru (Klement et al., 1990). Sojevi bakterija se na duzi vremenski period ¢uvaju u podlozi od
hranljivog bujona sa 30% glicerola u krioepruvetama pri temperaturi -80°C u zamrzivacu (Schaad
et al., 2001) u kolekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fitomedicinu Poljoprivrednog
fakulteta u Beogradu. Za sve oglede koriS¢ene su kulture starosti 24-48 h, gajene u termostatu pri
27°C.
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4.4 Izgled i razvoj kolonija na hranljivim podlogama

Razvoj 1 izgled proucavanih sojeva bijelih kolonija posmatrani su gajenjem bakterija na
standardnoj podlozi od hranljivog agara (HA). Razvoj 1 izgled sojeva zutih kolonija posmatran na
podlozi sa dekstrozom, kvascevim ekstraktom 1 CaCOs; (YDC) (Lelliott and Stead, 1987;
Arsenijevi¢, 1997; Schaad et al., 2001). Proucavani sojevi zasijavani su metodom razmaza pomocu
bakterioloske petlje po povrSini podloge u Petri kutijama i inkubirani 3 dana u termostatu pri 27°C
(Arsenijevi¢, 1997). Predstavnici roda Pseudomonas na podlozi HA obrazuju ispupcéene, sjajne,
sivobjelicaste kolonije, dok predstavnici roda Xanthomonas na podlozi YDC obrazuju mukoidne,
ispupcene, sjajne, krem-zute kolonije (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna kontrola u ovom testu na
HA, koris¢en je soj Pss (KFB 0103), dok je na podlozi YDC koris¢en kontrolni soj Xap (KFB
0104).

4.5 Patogene odlike sojeva

Patogene odlike izolovanih sojeva proucene su provjerom sposobnosti da prouzrokuju
hipersenzitivnu reakciju lista duvana i muskatle, kao preliminarnim testom za diferencijaciju
patogenih sojeva, kao i inokulacijom Prunus vrsta, njihovih prirodnih domacina.

4.5.1 Hipersenzitivna reakcija (HR)

Sposobnost sojeva da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju provjerena je na biljkama
duvana sorte White Burley, u fazi razvoja 5-6 stalnih listova. Za ovaj test koriS€ena je suspenzija
bakterija u sterilnoj destilovanoj vodi, koncentracije oko 10% cfu/ml. Inokulacija duvana izvrsena je
infiltracijom suspenzije bakterija izmedu dva lisna nerva sa nalicja listova, pomo¢u medicinskog
Sprica bez igle. Kao pozitivne kontrole koris¢eni su sojevi bakterija Pss (KFB 0103) i Xap (KFB
0104), a kao negativnha - sterilna destilovana voda. Inokulisane biljke odrzavane su u
laboratorijskim uslovima. Rezultati su o€itani nakon 24-48 h, a pojava nekroze tkiva mezofila lista
na mjestu infiltracije znak je patogenosti bakterije (Arsenijevi¢, 1997). Takode, provjerena je i
sposobnost sojeva da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju listova muskatle (Arsenijevié, 1997).

4.5.2 Test patogenosti na biljci domacinu

Patogenost sojeva proucena je i na biljci domacinu iz koje je soj izolovan. Patogenost sojeva
izolovanih iz kajsije provjerena je na sortama kajsije Orange Rubis i Roksana, sojeva izolovanih iz
breskve i nektarine provjerena je na sorti breskve Royal Time, sojeva iz treSnje provjerena je na
sorti treSnje Stella, sojeva izolovanih iz badema je provjerena na sorti badema Texas, 1 sojeva iz
japanske §ljive provjerena je inokulacijom nepoznate sorte japanske §ljive. Za provjeru patogenosti
sojeva koriS¢eni su mladari, listovi 1 plodovi. Biljni materijal, vizuelno dobrog zdravstvenog stanja,
je prije inokulacije kratko ispiran pod mlazom ¢esmenske vode, a potom povrSinski dezinfikovan
70% alkoholom 1 prosusen. Vjestatka inokulacija je radena istog dana kada je biljni materijal
dopremljen u laboratoriju. Test je izveden u Fitosanitarnoj laboratoriji Biotehnickog fakulteta u
Podgorici. Kao pozitivna kontrola za sojeve potencijalne predstavnike roda Pseudomonas, koris¢eni
su mladari, listovi i plodovi inokulisani kontrolnim sojem Pss (KFB 0103), dok su za sojeve
potencijalne predstavnike roda Xanthomonas, mladari, listovi i plodovi inokulisani kontrolnim
sojem Xap (KFB 0104). Kao negativna kontrola, biljni djelovi su inokulisani sterilnom
destilovanom vodom. Test je izveden u tri ponavljanja (po tri mladara, lista 1 ploda za svaki soj).

Mladari breskve, kajsije, treSnje, japanske Sljive i badema, stavljeni su u plasti¢ne case
zapremine 250 ml, napunjene Cesmenskom vodom i inokulisani metodom prskanja bakterijskom
suspenzijom, koncentracije oko 10® cfu/ml, ruénom prskalicom. Nakon inokulacije, mladari su
odrzavani u vlaznoj komori pri sobnoj temperaturi. Simptomi su praceni do 12 dana od dana
inokulacije. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava nekroze na mladarima.
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Mladi listovi breskve, kajsije, tresnje, japanske $ljive i badema, inokulisani su infiltracijom
suspenzije bakterija, koncentracije oko 10 cfu/ml, izmedu dva lisna nerva sa nali¢ja listova, na vise
mjesta, pomocu medicinskog Sprica bez igle. Nakon toga, listovi su postavljeni u sterilne Petri
kutije, na filter papir koji je prethodno navlazen sterilnom destilovanom vodom. Pojedini listovi su
sterilnim makazama skraceni kako bi bili postavljeni u Petri kutije. Petri kutije sa inokulisanim
listovima su zatvorene i dalje ¢uvane u laboratorijskim uslovima. Simptomi su praceni do sedam
dana od dana inokulacije. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava nekroze tkiva mezofila lista na
mjestu inokulacije.

Nesazreli plodovi tre$nje 1 kajsije inokulisani su unoSenjem suspenzije bakterija pipetom u
tkivo ploda, dok su na plodovima breskve, badema i japanske sljive, pravljeni bunarci¢i dubine oko
2-3 mm, vrhom sterilnog Sprica u koje je unosena suspenzija bakterija. Nakon inokulacije, plodovi
su postavljeni u otvorene sterilne Petri kutije, na filter papir koji je prethodno navlaZen sterilnom
destilovanom vodom, a zatim smjeSteni u vlaznu komoru. Simptomi su prac¢eni do 10 dana od dana
inokulacije. Pozitivhom reakcijom smatrana je pojava nekroze oko udubljenja na plodu ili mjesta
inokulacije.

4.6 OpSti testovi za identifikaciju sojeva bakterija

U cilju grupisanja sojeva bakterija, osim odgajivackih (izgled i razvoj kolonija na HA 1
YDC podlogama) i patogenih odlika, primjenjeni su opsti testovi: reakcija po Gramu, aktivnost
oksidaze i katalaze i oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze (O/F test).

4.6.1 Razlikovanje bakterija po Gramu

Reakcija po Gramu je diferencijalni test koji se koristi za razlikovanje Gram-pozitivnih 1
Gram-negativnih bakterija. Za proucavanje ove osobine sojeva primjenjena je metoda sa 3% KOH.
Pun zahvat petlje bakterijskih kolonija starih 24h, homogenizovan je u kapi 3% rastvora KOH,
sterilnom drvenom cackalicom u sterilnoj staklenoj Petri posudi. Pod uticajem baze dolazi do
razgradnje ¢elijskog zida kod Gram-negativnih bakterija i oslobadanja nukleinske kisjeline, Sto se
ispoljava pojavom sluzaste konzistencije. Stvaranje elasti¢ne niti koja nastaje podizanjem cackalice
u vis, predstavlja pozitivhu reakciju. Kod Gram-pozitivnih bakterija ne dolazi do razgradnje
¢elijskog zida, pa izostaje pojava sluzaste konzistencije u kapi baze u kojoj su suspendovane
bakterijske Celije 1 stvaranje elasti¢ne niti (Arsenijevi¢, 1997; Schaad et al., 2001). Kao pozitivna
kontrola kori$¢en je soj P. fluorescens (B 130) (Gram-negativna bakterija), a kao negativna kontrola
Bacillus pumilus (B122) (Gram-pozitivna bakterija) (Schaad et al., 2001).

4.6.2 Aktivnost oksidaze

Oksidaza test se koristi za identifikaciju bakterija rada Pseudomonas, poSto mnogi
predstavnici ovog roda ne posjeduju citohrom c, za razliku od P. cichorii, P. marginalis pv.
marginalis 1 saprofitskih vrsta ovog roda (Arsenijevi¢, 1997). Za odredivanje prisustva citohrom
oksidaze u respiratornom lancu bakterija primjenjen je Kovacev metod (Kovacs, 1956., loc. cit.
Arsenijevi¢, 1997). Za izvodenje testa koriS¢ene su bakterijske kulture gajene na HA, starosti 24 h.
U Petri posude je postavljen sterilan filter papir, koji je potom navlaZen sa nekoliko kapi 1% (w/v)
vodenog rastvora tetrametil-parafenilen-diamin-dihlorhidrata (TMPPD). Pun zahvat bakterijskih
kolonija starih 24 h, preneSen je i razmazan platinskom bakterioloSkom petljom na filter papir.
Pojava ljubicaste boje na mjestu razmaza u toku 5-10 sekundi znak je da bakterija posjeduje enzim
citohrom oksidazu i smatra se pozitivnom reakcijom (Arsenijevi¢, 1997). Odsustvo promjene boje
na mjestu razmaza bakterijskih kolonija predstavlja negativan rezultat. Kao pozitivna kontrola
koriséen je soj P. fluorescens (KFB B 130), a kao negativna kontrola soj Pss (KFB 0103). Takode
proucena je aktivnost oksidaze kod referentnih sojeva Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120 i
KFB 0121), Psp (KFB 0102) i Xap (KFB 0104).
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4.6.3 Aktivnost katalaze

Aerobne bakterije posjeduju enzim katalazu koja razlaze toksi¢ni vodonik peroksid (H20»),
koji nastaje u procesu disanja, na vodu i molekularni kiseonik. Bakterijske kolonije, stare 24 h,
zahvacene su sterilnom drvenom ¢ackalicom 1 homogenizovane u kapi 3% H>0O>, na mikroskopskoj
plocici. Pojava mjehuri¢a gasa, nastala kao rezultat izdvajanja slobodnog kiseonika, znak je
pozitivne reakcije, odnosno prisustva enzima katalaze (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna kontrola
koriséeni su sojevi Pss (KFB 0103) i Xap (KFB 0104).

4.6.4 Oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze (O/F test)

Sposobnost razlaganja glukoze oksidativnim ili fermentativnim putem proucena je
koris¢enjem Hugh-Leifson-ove podloge (1953, loc. cit. Lelliott and Stead, 1987) u koju je nakon
sterilizacije 1 hladenja do 50°C, dodat filterom sterilisan 10% rastvor glukoze do konacne
koncentracije 1%. U jednu epruvetu prije inokulacije, dodato je oko 2 ml sterilnog parafina radi
stvaranja anaerobnih uslova. Ciste kulture bakterija zasijavane su ubodom pomoéu igle u po dvije
epruvete sa podlogom, jednu sa parafinskim uljem 1 drugu bez parafinskog ulja.

Inokulisana podloga inkubirana je pri temperaturi 27°C. Rezultati testa ocitani su nakon
cetiri 1 sedam dana, a reakcija je pracena do 14 dana. Pozitivna reakcija ispoljava se promjenom
boje podloge iz plave u zutu, usled stvaranja kisjelina iz glukoze. Bakterije sa oksidativnim
metabolizmom glukoze stvaraju kisjelinu samo u aerobnim uslovima, §to se ispoljava promjenom
boje podloge u gornjem sloju (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivne kontrole, u testu su koris¢eni
sojevi: Dickeya chrysanthemi (KFB 206) koji razlaze glukozu oksidativno i1 fermentativno, Pss
(KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101), Psp (KFB 0102) i Xap (KFB 0104), koji imaju oksidativan
metabolizam glukoze. Kao negativna kontrola koriS¢ene su nezasijane epruvete.

4.7 Identifikacija sojeva bakterija roda Pseudomonas

Na osnovu rezultata proucavanja patogenih odlika, razvoja kolonija na podlozi HA, kao 1
rezultata opstih testova (Gram test, aktivnost oksidaze i katalaze, O/F test), grupa od 29 sojeva
bakterija je ukazivala na pripadnost rodu Pseudomonas, stoga je dalje prouCavana primjenom
testova koji se koriste za identifikaciju i diferencijaciju bakterija roda Pseudomonas.

4.7.1 Stvaranje fluorescentnog pigmenta

U cilju diferencijacije bakterija roda Pseudomonas prouceno je stvaranje fluorescentnog
pigmenta na Kingovoj podlozi B (King et al., 1954). Sojevi bijele boje kolonija su zasijavani
bakterioloSkom petljom u Cetiri poteza, na KB podlogu u Petri kutijama. Pozitivhom reakcijom se
smatra stvaranje fluorescentnog pigmenta u podlozi, vidljivog izlaganjem podloge ultraljubicastom
svjetlu (365 nm). Reakcija se posmatra nakon 24 do 48 h (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivne
kontrole koris¢eni su sojevi Pss (KFB 0103) i Psm R2 (KFB 0101), dok je kao negativna kontrola
koris¢en soj Psp (KFB 0102).

4.7.2 Vitalnost bakterija na NAS podlozi

U identifikaciji sojeva bakterija proucena je njihova vitalnost. Na hranljivoj podlozi sa 5%
saharoze (NAS) zasijani su ispitivani sojevi, razmazom po povrsini podloge. Nakon razvoja,
pojedinacne bakterijske kolonije prihvacene su sterilnom drvenom ¢ackalicom i homogenizovane u
kapi 3% H20», na mikroskopskoj plo€ici. Pojava mjehuri¢a gasa, nastala kao rezultat izdvajanja
slobodnog kiseonika, znak je pozitivne reakcije, odnosno vitalnosti bakterije (Garrett et al., 1966).
Rezultati testa ocCitani su nakon 3, 4. 1 7. dana. Kao kontrolni sojevi u testu su koris¢eni Pss (KFB
0103), Psp (KFB 0102) i Psm R2 (KFB 0101).
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4.7.3 LOPAT testovi

LOPAT testovi se koriste za identifikaciju patogenih varijeteta vrste P. syringae. Termin
“LOPAT” je skracenica (akronim) pocetnih slova naziva sljedecih pet reakcija: L (eng. Levan
production) - stvaranje levana, O (eng. Oxidase activity) - aktivnost oksidaze, P (eng. Potato rot) -
trulez kriski krompira, A (eng. Arginine dihydrolase activity) - aktivnost arginin-dehidrolaze, T
(eng. Tobacco hypersensitivity reaction) - hipersenzitivna reakcija (HR) duvana (Lelliot et al., 1966,
loc.cit. Arsenijevi¢, 1997). Na osnovu izgleda bakterijskih kolonija na HA podlozi i sposobnosti
stvaranja fluorescentnog pigmenta na Kingovoj podlozi B, izdvojeno je 29 sojeva kao potencijalnih
Pseudomonas vrsta ¢ije su karakteristike provjerene LOPAT testovima.

4.7.3.1 Stvaranje levana

Levan je polisaharid koji nastaje razgradnjom saharoze. Bakterije koje stvaraju levan na
podlogama obogacenim saharozom, formiraju ispupcene, krupne, sjajne, glatke i sluzaste kolonije
(levan tip). Sinteza levana proucena je na hranjivoj podlozi sa 5% saharoze (NAS) (Schaad et al.,
2001), na osnovu izgleda kolonija nakon 2 do 3 dana razvoja u Petri kutijama. Razvoj krupnih,
bijelih, sluzastih i1 ispupCenih kolonija ukazuje na pozitivhu reakciju. Kao pozitivne kontrole
koriséeni su sojevi Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120 i KFB 0121) i Psp
(KFB 0102).

4.7.3.2 Aktivnost oksidaze

Aktivnost oksidaze proucena je kod 29 sojeva roda Pseudomonas na nacin kao §to je vec
opisano u okviru opstih testova za identifikaciju sojeva bakterija.

4.7.3.3 Trulez kriski krompira

Ovim testom se utvrduje da li proucavani sojevi stvaraju pektoliticke enzime koji su
odgovorni za razgradnju pektina koji je sastavni dio srednje lamele Celijskog zida, Sto za posljedicu
ima pojavu vlazne trulezi. Krtole krompira su oprane pod mlazom ¢esmenske vode, povrSinski
sterilisane alkoholom, prosusSene i isjecene na kriske debljine 7-8 mm. KriSke su zatim postavljene u
sterilne Petri posude sa vlaznim sterilnim filter papirom i inokulisane. Inokulacija je vrSena
nanoSenjem kulture bakterija na srediSnji dio kriske krompira pomocu bakterioloSke petlje. Petri
posude su inkubirane na sobnoj temperaturi. Rezultati su ocitani nakon 72 h. Trulez kriski na mjestu
inokulacije, usled aktivnosti pektolitickih enzima, ozna¢ava pozitivnu reakciju (Arsenijevi¢, 1997).
Reakcija se moze utvrditi vizuelno ili dodirom pomocu igle u dijelu inokulisanog tkiva. Kao
pozitivna kontrola koriS¢en je soj P. c. subsp. carotovorum (KFB 85), a kao negativne kontrole
sojevi Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101), Psp (KFB 0102) i kap sterilne destilovane vode.

4.7.3.4 Metabolizam arginina

Sposobnost bakterija da vrSe razlaganje arginina u aerobnim i anaerobnim uslovima, je
uslovljena prisustvom enzima arginindehidrolaze. Za izvodenje ovog testa pripremljena je podloga
sljedeceg sastava: 1 g peptona, 5 g NaCl, 0,3 g KoHPOs, 0,01 g fenolcrveno, 10 g L-arginin-HCL, 3
g agara i destilovane vode do 1 L. Pomo¢u NaOH, podesena je pH podloge na 7.2 (Thornley, 1960,
loc.cit. Lelliot and Stead, 1987). Zatim je po 5 ml podloge razliveno u epruvete i autoklavirano.
Sterilisana podloga je zasijavana ubodom, u dva ponavljanja za svaki soj, pri ¢emu je jedna
epruveta zalivena sterilnim te¢nim parafinom, visine oko 1,5 cm, kako bi se obezbjedili anaerobni
uslovi. Razlaganje arginina dejstvom enzima arginindehidrolaze u aecrobnim i anaerobnim uslovima,
ogleda se promjenom boje indikatora u ruzicastocrvenu, u vremenu od 4 do 14 dana za predstavnike
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roda Pseudomonas (Misagni and Grogan, 1969; Tominaga et al., 1978, loc.cit. Arsenijevi¢, 1997).
Kao pozitivna kontrola koriSc¢en je soj P. fluorescens (B 130), a kao negativna nezasijana podloga u
epruvetama. Rezultati testa su ocitani nakon 14 dana razvoja pri temperaturi 27°C.

4.7.3.5 Hipersenzitivna reakcija (HR)

Hipersenzitivna reakcija, posljednja od reakcija u LOPAT testovima, izvedena je za
proucavane sojeve kao $to je ve¢ opisano u okviru preliminarne provjere patogenosti sojeva.

4.7.4 GATTa testovi

GATTa testovi su diferencijalni testovi za patogene varijetete syringae i morsprunorum. Ovi
testovi obuhvataju proucavanje hidrolize Zelatina (eng. Gelatine hydrolysis), hidrolize eskulina
(eng. Aesculin hydrolysis), stvaranje tirozinaze (eng. Tyrosinase activity) i koriS¢enje tartarata (eng.
utilization of Tartarate) (Arsenijevi¢, 1997).

4.7.4.1 Hidroliza Zelatina

Neke bakterije stvaraju proteoliticki enzim Zelatinazu kojim razlazu zelatin, pri ¢emu nastaju
jedinjenja koja na niZim temperaturama ostaju u tecnom stanju. Sposobnost sojeva da vrse
razlaganje Zelatina proucena je zasijavanjem podloge od: 3 g kvascevog ekstrakta, 5 g peptona, 120
g zelatina 1 1000 ml destilovane vode. Po 3 ml podloge razliveno je u staklene epruvete i sterilisano
u autoklavu pri temperaturi 120°C u trajanju 15 minuta. Sterilisana podloga je zasijana pipetiranjem
po 100 ul suspenzije bakterija, u dva ponavljanja. Rezultati testa su o€itani nakon tri dana razvoja u
termostatu pri temperaturi 27°C. Prije oCitavanja rezultata inokulisane podloge se postavljaju u
frizider pri 4°C u trajanju 30 min. Ukoliko nakon tog perioda ne dode do oc¢vrséavanja podloge,
bakterija hidrolizuje Zelatin (Lelliott and Stead, 1987). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj Pss
(KFB 0103), a kao negativne kontrole Psm (KFB 0101), Psp (KFB 0102) i nezasijane podloge.

4.7.4.2 Hidroliza eskulina

Koris¢enje glukozida eskulina prouceno je zasijavanjem ¢vrste podloge koja se sastojala od
10 g peptona, 12 g agara, 1 g eskulina, 0,5 g feriamonijum citrata i 1000 ml destilovane vode.
Podloga je zasijavana ubodom bakterioloSkom iglom prethodno uronjenom u koloniju bakterija
starosti 24 h, u dva ponavljanja. Promjena boje podloge u tamnomrku ili crnu nakon 7-14 dana
inkubacije znak je pozitivne reakcije, odnosno da je dejstvom bakterija doslo do razlaganja eskulina
(Lelliott and Stead, 1987). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj Pss (KFB 0103), a kao negativne
kontrole sojevi Psm R2 (KFB 0101), Psp (KFB 0102) i nezasijane podloge.

4.7.4.3 Stvaranje tirozinaze

Stvaranje tirozinaze je prouceno na ¢vrstoj podlozi: 1 g L-tirozina, 5 g saharoze, 10 g
casamino kisjelina (casamino acids), 5 g KoHPOs, 1,25 g MgSO4 x 7H20, 20 g agara. Prije
autoklaviranja podeSena je pH vrijednost podloge na 7,2. Nakon sterilizacije podloga je razlivena u
sterilne Petri kutije. Zasijavan je po jedan soj po povrSini podloge, po Petri posudi. Pojava
crvenkasto-mrkog bojenja podloge u vremenu 3-4 dana, oznacava pozitivnu reakciju (Jones, 1971).
Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj Psm R2 (KFB 0101), a kao negativne kontrole sojevi Pss
(KFB 0103) i Psp (KFB 0102).
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4.7.4.4 KoriSéenje tartarata

KoriS¢enje L-tartarata je ispitano u tecnoj podlozi sljedeceg sastava: 1 g KH>POs, 0,2 g
MgSO4 x 7TH20, 1,5 g NaNH4HPO4, 1,5 g natrijum tartarata u 1000 ml 0,005% rastvora indikatora
bromtimol plavog. pH vrijednost podloge je podeSena na 7,2. Podloga je potom razlivena u
epruvete (po 5 ml) i sterilisana. Zasijavanje je vrSeno resuspendovanjem punog zahvata kolonija
starosti 24 h u podlozi. Rezultati su o€itavani tokom 14 dana. Promjena boje podloge od zelene u
plavu znak je pozitivne reakcije (Tominaga et al., 1978, loc.cit. Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna
kontrola koris¢en je soj Psm R2 (KFB 0101), a kao negativne kontrole sojevi Pss (KFB 0103) 1 Psp
(KFB 0102).

4.7.5 Stvaranje Cestica leda

Bakterija Pss posjeduje sposobnost stvaranja Cestica leda (eng. Ice Nucleation Activity -
INA). Ovo svojstvo se loSe odrazava na biljke, jer kao posljedica dolazi do izmrzavanja i oStecenja
biljnog tkiva. Testiranje proucavanih sojeva na INA izvedeno je sljedeCcom metodom. Tecna CPG
podloga (Bacto casamino acid, 1 g; Bacto peptone 10 g; glukoza 10 g; voda do 1 L) je razlivena u
epruvete (po 2 ml) i sterilisana. Pun zahvat kolonije stare 24 h, bakterioloSkom petljom je preneSen
u podlogu. Bakterije su gajene u termostatu, u trajanju 24 h, na horizontalnom mjesacu. Prije
izvodenja ogleda, zasijane podloge su postavljene u frizider, pri 4-5°C, u trajanju 2 h. Sa druge
strane, pripremljeno je alkoholno kupatilo mjeSanjem leda 1 95% etanola, u koje je uronjen
termometar radi kontrole temperature. Dodavanjem etanola, temperatura je podesavana na -10°C. 1z
zasijanih podloga, uzeto je po 10 pl kulture bakterija, koje su lagano pipetirane na dno
aluminijumske posude, prethodno postavljene u plutajuéi polozaj u smesu alkohola i leda (Klement
et al., 1990). Posmatran je prelazak kapi kulture bakterija iz tecnog u ¢vrsto agregatno stanje.
Stvaranje Cestica leda u roku od nekoliko sekundi, smatra se pozitivnom reakcijom. Kao pozitivne
kontrole, koriS¢eni su sojevi P. s. pv. glycinea (KFB 085) i Pss (KFB 0103), a kao negativne sojevi
Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120 i KFB 0121), Psp (KFB 0102) i P. 5. pv. tomato (KFB
145).
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Tabela 2. Kontrolni sojevi bakterija koriS¢eni u testovima za proucavanje bakterioloskih odlika

Broj | Soj Bakterija Izvor!

1. KFB 0103 Pseudomonas syringae pv. syringae V. Britanija
2. KFB 0102 Pseudomonas syringae pv. persicae Francuska
3. KFB 0120 P. syringae pv. morsprunorum rasa 1 Poljska

4. KFB 0121 P. syringae pv. morsprunorum rasa 1 Poljska

5. KFB 0101 P. syringae pv. morsprunorum rasa 2 /

6. KFB 085 P. syringae pv. glycinea Italija

7. KFB 145 P. syringae pv. tomato KFB

8. B 130 P. fluorescens UFL

9. KFB 1 X. euvesicatoria KFB

10. KFB 206 Dickeya chrysanthemi KFB

1. KFB 85 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum | KFB

12. B 122 Bacillus pumilus UFL

13. KFB 0104 Xanthomonas arboricola pv. pruni Italija

14. KFB 0114 Xanthomonas arboricola pv. corylina V. Britanija
15. KFB 062 (E-3) Xanthomonas euvesicatoria UFL

Porijeklo kontrolnih sojeva: KFB, Kolekcija fitopatogenih bakterija, Poljoprivredni fakultet, Beograd-Zemun, National
Collection of Plant Pathogenic Bacteria, York, UK; UFL, University of Florida, SAD

4.8 Identifikacija sojeva bakterija roda Xanthomonas

Rezultati proucavanja patogenih odlika, razvoja kolonija na YDC podlozi, kao i rezultata
opstih testova (Gram test, aktivnost katalaze, O/F test), ukazivali su da grupa od 39 sojeva bakterija
ispoljava karakteristike tipi¢ne za rod Xanthomonas, stoga je dalje proucavana primjenom testova
koji se koriste za identifikaciju bakterija ovog roda.

4.8.1 Hidroliza skroba

Za dokazivanje hidrolize skroba koju vr$i enzim amilaza, koristi se podloga od hranljivog
agara sa 0,2% rastvorljivog skroba (Lelliot and Stead, 1987). Kulture bakterija, stare 24 h,
zasijavane su bakterioloSkom petljom, u vidu linije po povrsini podloge, po dva soja po Petri
posudi. Nakon pet dana razvoja u termostatu pri 27°C, podloga je prelivena rastvorom Lugola (1 g
J2, 2 g KJ, sterilna destilovana voda, 300 ml). Reakcija se prati nekoliko sekundi. Odsustvo bojenja
podloge u zoni oko razvoja bakterija predstavlja znak hidrolize skroba. Nerazlozeni skrob u podlozi
boji se indigo plavom bojom. Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj bakterije X. arboricola pv.
corylina (KFB 0114), a kao negativne sojevi Pss (KFB 0103) i Xap (KFB 0104).
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4.8.2 Hidroliza Zelatina

Sposobnost sojeva da razlazu Zzelatin prouCena je na prethodno opisan nacin (4.7.4.1
Hidroliza Zelatina). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj Xap (KFB 0104), a kao negativna
kontrola nezasijana podloga.

4.8.3 Hidroliza eskulina

Sposobnost sojeva da koriste glukozid eskulin proucena je na prethodno opisan nacin
(4.7.4.2 Hidroliza eskulina). Kao pozitivne kontrole kori§¢eni su sojevi Pss (KFB 0103) i Xap (KFB
0104), a kao negativne kontrole soj P. s. pv. tomato (KFB 145) i nezasijana podloga.

4.8.4 Maksimalna temperatura razvoja

Razvoj sojeva bakterija pri 37°C proucen je u tecnoj podlozi sa kvaS€evim ekstraktom i
neorganskim solima (YS) (Schaad et al., 2001). Epruvete sa sterilisanom podlogom su zasijane
pipetiranjem po 100 pl suspenzije bakterija u dva ponavljanja, a zatim postavljene u vodeno
kupatilo pri 37°C. Razvoj bakterija u vidu zamucéenja podloge, posmatran je tokom sedam dana
nakon zasijavanja (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj Xap (KFB 0104) i
nezasijana podloga, a kao negativna kontrola soj Dickeya chrysanthemi (KFB 206).

4.9 Molekularna identifikacija i karakterizacija proucavanih sojeva

U cilju identifikacije i1 karakterizacije proucavanih sojeva bakterija, primjenjene su
molekularne metode zasnovane na lancanoj reakciji polimeraze (Polymerase Chain Reaction —
PCR). Na osnovu biohemijsko-fizioloSkih i odgajivackih osobina izolovanih sojeva, izvedene su
pretpostavke o pripadnosti odredenim rodovima, odnosno vrstama bakterija. U skladu sa tim,
napravljen je izbor prajmera kori§¢enih u ovom radu.

4.9.1 Ekstrakcija DNK

Ukupna DNK proucavanih sojeva izolovana je iz €istih kultura bakterija, gajenih 24-48 h na
HA podlozi, pri 27°C koris¢enjem Dneasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany). Postupak
ekstrakcije izveden je prema uputstvu proizvodaca. Pun zahvat petlje bakterija prenijet je u
mikroepruvete (1,5 ml) u koje je prethodno dodato 1 ml sterilne destilovane vode (SDW). Uzorak je
centrifugiran pri 16 000 g, u trajanju 15 min. Dobijeni supernatant je odbacen, a talog suspendovan
u 400 pl API1 pufera i 3 pul RNase A (stock solution, 100 mg/ml) intenzivnim meSanjem na vorteks
mjeSalici. Nakon toga, smjeSa je inkubirana u termobloku pri 65°C, u trajanju 10 min, kako bi doslo
do lizisa celija. Laganim okretanjem mikroepruvete, sadrzaj je nekoliko puta u toku inkubacije
izmjeSan. Zatim je u dobijeni lizat pipetirano 130 ul AP2 pufera, sadrzaj je izmjeSan i inkubiran na
ledu 5 minuta, nakon ¢ega je izvedeno centrifugiranje 5 min na 20 000 g (14000 rpm). U ovom
koraku dolazi do talozenja deterdZenta, proteina i polisaharida. Supernatant je zatim pipetiran u
QIAamp Mini spin kolonu postavljenu u kolekcionoj mikroepruveti i centrifugiran 2 minuta na
20.000 g (14 000 rpm) u cilju uklanjanja istalozenih materija. Tecnost iz kolekcione tube prenijeta
je u novu mikroepruvetu od 1.5 pl u koju je dodat AP3/E pufer u 1,5 puta vecoj koli¢ini u odnosu
na zapreminu lizata nakon cega je sadrzaj izmjeSan pomocu nastavka pipete. Zatim je 650 pl smese
pipetirano u DNase Mini spin kolonu postavljenu u kolekcionoj tubi od 2 ml, a potom
centrifugirano 1 min na 6 000 g. Nakon §to je teCnost iz kolektorske tubice odbacena, postupak je
ponovljen sa ostatkom uzorka. Potom, u kolone je dodato 500 ul AW pufera, izvedeno je
centrifugiranje 1 min na 6 000 g (8 000 rpm) i odbacivanje te¢nosti iz kolektorske tubice. Zatim je
pipetirano 500 ul AW pufera nakon ¢ega je centrifugiranjem 2 min pri 20 000 g (14 000 rpm),
izvrSeno dodatno ispiranje ostataka etanola sa membrane kolone. DNase Mini spin kolone
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prebacene su u nove mikroepruvete od 1,5 pl radi prihvatanja DNK. Rastvaranje precis¢ene DNK
vezane za membranu kolone izvedeno je pipetiranjem 100 pl AE pufera direktno na membranu.
Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi 5 min, izdvajanje rastvorene DNK u mikroepruvetu
postignuto je centrifugirnjem 1 min na 6 000 g (8 000 rpm).

Kwvalitet 1 prinos ekstrahovane DNK utvrdeni su gel elektroforezom, 1 pl uzorka DNK u
0,8% agaroznom gelu. Dobijeni ekstrakt cuvan je pri -20°C i koriS¢en za sve dalje molekularne
analize.

4.9.2 Detekcija syrB gena

Jedna od karakteristika vrste Pss je sposobnost da sintetiSe toksin siringomicin. Prisustvo
syrB gena, odgovornog za sintezu siringomicina, prouceno je kod 29 sojeva porijeklom iz
kosti¢avih voc¢aka 1 badema, koji su diferencirani u rod Pseudomonas. Detekcija syrB gena izvrSena
je pomocu specifiénih prajmera Syr B1/B2 u reakciji lancanog umnozavanja fragmenata DNK
(Sorensen et al., 1998). Ovom reakcijom, umnozava se fragment veliCine 752 bazna para (bp).
Nazivi i oligonukleotidne sekvence prajmera i izvor literature sumirani su u Tabeli 3.

Reakciona smjeSa konacne koncentacije 25 pl za jedan uzorak se sastojala od sljedecih
komponenata: 18,25 ul ,,nuclease free* vode, 2,5 pl 10 x Dream Taq Green Buffer koji sadrzi 20
mM MgCl, (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0,5 pul (10 mM) dANTP mix, 0,25 ul (5 U/ul)
Dream Taq DNA polimeraze (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 1,25 ul (10 uM) prajmera
B1/B2 i 1 pl uzorka DNK.

Program reakcije obuhvatio je: pocetnu denaturaciju pri temperaturi 94°C u trajanju 3 min,
zatim 35 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 1,5 min, vezivanja prajmera pri 60°C u trajanju
1,5 min i ekstenzije pri 72°C u trajanju 3 min. ZavrSna ekstenzija odvijala se pri temperaturi 72°C,
u trajanju 10 minuta. Ekstrakt DNK soja Pss (KFB 0103) koriS¢en je kao pozitivna kontrola, dok je
kao negativna kontrola koris¢ena SDW.

PCR reakcije izvedene su u aparatu Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, SAD).
Proizvodi PCR reakcije razdvojeni su elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu i 1 x Tris-acetat-
EDTA (TAE) puferu, pri konstantnom naponu od 80 V, u trajanju od 80 min, a zatim obojeni
potapanjem gela u rastvor etidijum-bromida (I pg/ml) u trajanju od 20 min. Fragmenti su
posmatrani pod UV svjetlom na transiluminatoru i fotografisani pomoc¢u Doc Print sistema (Vilber
Lourmat, Francuska).

4.9.3 Detekcija ftsX gena

Detekcija ftsX gena, odgovornog za sintezu transmembranskog proteina vrste Xap, kod 39
proucavanih sojeva koji su diferencirani u rod Xanthomonas, porijeklom iz breskve, treSnje i
badema, izvrSena je pomocu specifi¢nih prajmera XapY17-F/XapY17-R u reakciji lananog
umnozavanja fragmenata DNK (Tabela 3; Pagani, 2004; Pothier et al., 2011). Ovom reakcijom,
umnozava se fragment veli¢ine 943 bp.

Reakciona smeSa za PCR sastojala se od: 8 ul ,,nuclease free” vode, 12,5 ul PCR master mix
(Thermo Scientific), 1,25 pl (0,5uM) prajmera XapY 17-F i XapY17-R i 2 pl uzorka DNK. Ukupna
zapremina PCR smese iznosila je 25 ul po uzorku.

Program PCR reakcije se sastojao od pocetne denaturacije pri 95°C u trajanju 4 min, 30
ciklusa pri 92°C u trajanju 60 s, 53°C u trajanju 60 s i 72°C u trajanju 2 min, praceno finalnom
ekstenzijom pri 72°C tokom 5 minuta. Ekstrakt DNK soja Xap (KFB 0104) koris¢en je kao
pozitivna kontrola, dok je uzorak bez DNK predstavljao negativnu kontrolu. Proizvodi PCR analize
analizirani su nakon gel elektroforeze i bojenja sa etidijum bromidom na prethodno opisan nacin.
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4.9.4 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena

Genska sekvenca ribozomalne RNK nije podlozna brzim promjenama tokom evolucije i
zato njena analiza predstavlja pouzdan nain u filogenetskim proucavanjima razliitih vrsta
bakterija. Za sekvencionu analizu 16S rRNK gena je odabrano Sest sojeva: K1, K1, B2, B14, B15 1
BR13. Razlog izbora ovih sojeva je §to je analiza pokazala da sojevi K1, K2, B2 i B14 ne posjeduju
syrB gen, kao 1 da sojevi B15 1 BR13 ne posjeduju fisX gena. Parcijalna sekvenca ribozomalnog
gena umnoZzena je koriS¢enjem univerzalnih prajmera fD1/rP2 (Weisburg et al., 1991) (Tabela 3).

Reakciona smjeSa konacne zapremine 50 pl sadrzala je: 38,7 ul ,,nuclease free* vode, 5 ul
10x DreamTaq Buffer sa 20 mM MgCI2 (Thermo Scientific, Vilnius Lithuania), 1 pul dNTPs (10
mM), 1 ul prajmera, 0,3 pl DreamTaq DNK polimeraze (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) i 3
ul uzorka DNK. Reakcija se odvijala prema sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri
temperaturi 95°C 5 min, 35 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 1 min, vezivanja prajmera pri
55°C u trajanju 1 min i ekstenzije pri 72°C u trajanju 1,5 min i posljednji ciklus ekstenzija 5 minuta
pri 72°C.

Umnozeni DNK fragmenti odabranih sojeva sekvencirani su u oba smera (Macrogen
Europe, Amsterdam, The Netherlands), koriS¢enjem istih prajmera koji su koriS¢eni za
umnozavanje. Dobijeni hromatogrami analizirani su koriS¢enjem softvera Finch TV 1.4.0
(Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA; http://www.geospiza.com). Sekvence (“forward” 1 “reverse”) su
obradene koriS¢enjem softverskog paketa MEGA X (Kumar et al., 2018), nakon ¢ega je odredena
konsenzus nukleotidna sekvenca ukupne duzine 1024 bp. Dobijene sekvence su uporedene sa
sekvencama dostupnim u National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCBI) koriS¢enjem
BLASTn algoritma (Altschul et al., 1997). Konsenzus sekvence dostavljene su banci gena, nakon
¢ega im je dodijeljen pristupni broj (Tabela 1).

4.9.5 Rep-PCR

Molekularna karakterizacija i geneticki diverzitet sojeva prouceni su primjenom rep-PCR
metode pomoc¢u BOX prajmera. U cilju utvrdivanja razlika u populaciji bakterija, primjenjuje se
metoda koja se zasniva na vezivanju ponovljivih sekvenci u genomu. Ova metoda se naziva Rep-
PCR 1 izvedena je prema protokolu Shaad i sar. (2001). Umetnute ponavljajuc¢e sekvence kod 68
proucavanih sojeva umnozene su izvodenjem BOX PCR, upotrebom BOXAI1R prajmera (Tabela
3).

Umnozavanje fragmenata DNK vrSeno je u 25 ul reakcione smjese koja je sadrzala: 5,05 pl
,huclease free” vode, 12,5 ul 2 x PCR master mix-a (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0,2 pg
BSA (20 mg/ml), 2,5 pl 10% DMSO, 3,75 ul prajmera (20 uM) i 1ul uzorka DNK. Master miks je
pripremljen na ledu, a potom je u sterilne PCR tubice rasporedeno po 25 pul smjeSe. Kao pozitivna
kontrola za 29 sojeva koji pripadaju rodu Pseudomonas, koris¢eni su referentni sojevi Pss (KFB
0103), Psp (KFB 0102), Psm R1 (KFB 0120) i Psm R2 (KFB 0101), dok je za 39 sojeva koji
pripadaju rodu Xanthomonas, koris¢en referentni soj Xap (KFB 0104). Kao negativna kontrola
koris¢ena je SDW.

Program reakcije sastojao se od sljedecih koraka: pocetna denaturacija pri 95°C, u trajanju 2
min, potom 35 ciklusa zapocetih dvijema denaturacijama pri 94°C u trajanju 3 s, odnosno 92°C u
toku 30 s, vezivanja prajmera pri 50°C u trajanju 1 min, sinteza lanaca pri 65°C u toku 8 min i
finalna eskstenzija pod istim uslovima.

Analiza 5 pul PCR proizvoda obavljena je nakon razdvajanja u 1,5% agaroznom gelu i
0,5xTAE puferu (Tris, EDTA, pH 8,0) korisS¢enjem horizontalne elektroforeze (15 % 15 cm) pri
konstantnom naponu od 60 V u trajanju 30 min, a potom pri 80 V, u trajanju 3,5 h. Fragmenti su
obojeni potapanjem gela u rastvor etidijum-bromida (1 pg/ml) u trajanju od 20 min, posmatrani pod
UV svjetlom na transiluminatoru i fotografisani pomoc¢u Doc Print sistema za dokumentaciju
(Vilber Lourmat, Francuska).
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4.9.6 Analiza multilokusnih sekvenci (MLSA)

Analiza multilokusnih sekvenci (eng. Multilocus sequencing analysis - MLSA) zasniva se
na analizi konstitutivnih (eng. housekeeping) gena, koji su odgovorni za najvaznije procese i
funkcionisanje svake celije. Konstitutivni geni trpe male promjene tokom evolucije, pa se smatraju
konzerviranim i zato su pogodni za dugoro¢ne epidemiolosSke studije. MLSA nalazi primjenu u
identifikaciji sojeva bakterija do nivoa vrste i podvrste, kao 1 proucavanjima genetickog diverziteta i
filogenetskih odnosa usko povezanih vrsta.

MLSA je izvedena za 28 proucavanih sojeva porijeklom iz kosti¢avih vocaka i badema. Soj
B2 nije uklju¢en u MLSA analizu zbog niskog kvaliteta dobijene sekvence rpoD gena. Analiza je
izvedena prema protokolu Hwang i1 sar. (2005) (Tabela 3), umnozavanjem fragmenata cetiri
konstitutivna gena: gapA, gltA, gyrB, rpoD kod 29 reprezentativnih bakterijskih sojeva, koji
pripadaju rodu Pseudomonas. Gen gapA kataliSe oksidativnu fosforilaciju gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaze A, glt4 kodira transkripciju citrat sintaze, gyrB kodira sintezu B subjedinice DNK
giraze, dok je rpoD gen koji kontroliSe RNA polimeraza sigma70 faktor, zaduzen za pocetak 1
usmjeravanje transkripcije.

Reakciona smjesa krajnje zapremine 25 ul, sadrzala je sljede¢e komponente: 17,9 ul
»huclease free” vode, 2,5 ul 10 x DreamTaq Buffer sa dodatkom 20mM MgCl (Thermo Scientific,
Vilnius Lithuania), 0,5 ul dNTPs (10mM), po 1 ul prajmera, 0,1 ul Taqg DNK polimeraze (Thermo
Scientific, Vilnius, Lithuania) i 2 pl uzorka DNK.

Program reakcije obuhvatio je korak denaturacije pri 94°C u trajanju 5 min, 30 ciklusa
denaturacije pri 94°C u trajanju 2 min, vezivanje prajmera pri 62°C kod gapA gena, 63°C kod gyrB
1 rpoD 1 60°C kod gltA gena, u trajanju 1 min, potom ekstenzije pri 72°C u toku 1 min. ZavrSna
ekstenzija odvijala se pri 72°C u trajanju 7 minuta. PCR reakcije izvedene su u aparatu Thermal
Cycler 2720 (Applied Biosystems, SAD). Umnozeni DNK proizvodi razdvajani su elektroforezom
u 1,5% agaroznom gelu. Nakon toga, gelovi su obojeni u rastvoru etidijum bromida (1 pg/ml) u
trajanju 20 min i posmatrani pod UV svjetlom na transiluminatoru (Vilber Lourmat, France).

Fragmenti su sekvencirani istim prajmerima koji su kori§¢eni za umnozavanje ili posebno
dizajniranim za tu analizu (Macrogen Europe, Amsterdam, The Netherlands). Vizuelizacija
hromatograma, obrada i odredivanje konsenzus sekvenci izvrSeni su kori§¢enjem istih programa kao
1 u slucaju analize 16S rRNK regiona. Za uporednu analizu dobijenih sekvenci sa sekvencama
dostupnim u bazi podataka NCBI banke gena, koriS¢en je BLAST program.

Konsenzus sekvence dostavljene su banci gena, nakon ¢ega im je dodijeljen pristupni broj
(Tabela 1). Genske sekvence proucavanih sojeva koriséene su za filogenetsku analizu i poredenje sa
sekvencama tipskih 1 patotipskih sojeva roda Pseudomonas koje su preuzete iz NCBI i PAMDB
(Plant Associated Microbes Database) banke gena.

Filogenetskoo stablo izgradeno je koriStenjem pojedina¢nih poravnanja sljedec¢im
redosledom: rpoD (498 bp), gapA (468 bp), gltA (528 bp) i gyrB (507 bp). Filogenetska analiza
izvedena je primjenom ,Maximum Likelihood“ metode, sa genetickom udaljenos¢u izmedu
nukleotidnih sekvenci izracunatoj prema Kimura-2 modelu (Kimura, 1980). Statisticka znacajnost
testirana je “bootstrap” analizom sa 1000 ponavljanja.

4.9.7 Sekvenciona analiza gyrB gena

Filogenetska analiza Xanthomonas vrsta, koja se zasniva na poravnanju parcijalnih sekvenci
gyrB gena, ukazuje na srodnost sojeva i predstavlja alat za jednostavnu i pouzdanu identifikaciju na
nivou vrsta (Parkinson et al., 2007).

Parcijalna sekvenca gyrB gena umnozena je koriS¢enjem specifi¢nih prajmera XgyrPCR2F i
X.gyr.rsp (Parkinson et al., 2007) (Tabela 3), kojim se umnozava fragment veli¢ine 729 bp. PCR
analiza je izvedena prema modifikovanom protokolu Parkinson i sar. 2007 (usled nespecificnog
umnozavanja izvrsena je modifikacija u temperaturi vezivanja prajmera koja je povecana sa 50°C
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na 57°C). Za sekvencionu analizu gyrB gena odabrano je, na osnovu BOX PCR profila, 10
reprezentativnih sojeva koji pripadaju rodu Xanthomonas.

Reakciona smjesSa konacne zapremine 25 pl sadrzala je: 17,9 ul ,,nuclease free* vode, 2,5 ul
10 x Dream Taq Buffer koji sadrzi 20 mM MgCl, (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania), 0,5 pl
dNTPs (10 mM, Invitrogen), 0,1 pl (5 U/ul) Dream Taq DNA polimeraze (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania), po 1 pl prajmera (10 uM) i 2 ul uzorka DNK. PCR reakcija se odvijala po
sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri temperaturi 94°C u trajanju 2,5 minuta koju sledi 34
ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 30 sekundi, vezivanje prajmera pri 57°C za 45 sekundi 1
sinteza pri 68°C u trajanju 1 minuta. Finalna ekstenzija odvijala se pri 68°C tokom 7 minuta.

PCR reakcije izvedene su u aparatu Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, SAD).
Proizvodi PCR reakcije razdvojeni su elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu i 1 x Tris-acetat-
EDTA (TAE) puferu, pri konstantnom naponu od 80 V, u trajanju od 45 min, a zatim obojeni
potapanjem gela u rastvor etidijum-bromida (1 pg/ml) u trajanju od 20 min. Fragmenti su
posmatrani pod UV svjetlom na transiluminatoru i fotografisani pomoc¢u Doc Print sistema (Vilber
Lourmat, Francuska).

Umnozeni DNK fragmenti odabranih sojeva sekvencirani su u oba smera (Macrogen
Europe, Amsterdam, The Netherlands), koriS¢enjem posebnih prajmera za sekvenciranje:
X.gyr.fsp.short 1 X.gyr.rsp3 (Parkinson et al., 2007). Dobijeni hromatogrami analizirani su
koris¢enjem  softvera Finch TV  1.4.0 (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA;
http://www.geospiza.com). Sekvence (“forward” i “reverse”) su obradene koris¢enjem softverskog
paketa MEGA X (Kumar et al., 2018), nakon ¢ega je odredena konsenzus nukleotidna sekvenca
ukupne duzine 446 bp. Moguénost identifikacije prouc¢avanih sojeva na osnovu ovog gena izvrSena
je poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u NCBI koris¢enjem BLASTn
algoritma (Altschul et al., 1997). Poravnanje sekvenci izvrSeno je upotrebom CLUSTAL W
algoritma, a dalja analiza pomocu softvera MEGA X.

Filogenetska analiza za odabrane sojeve izvedena je primjenom “neighbor-joining® (NJ)
metode (Saitou and Nei, 1987), sa genetickom udaljenoS¢u izmedu sekvenci izraCunatoj prema
Kimura-2 modelu (Kimura, 1980). Statisticka znacajnost testirana je “bootstrap” analizom sa 1000
ponavljanja. Genske sekvence proucavanih sojeva koris¢ene su za filogenetsku analizu i1 poredenje
sa sekvencama X. arboricola patovara pruni, corylina, juglandis, celebensis, arracaciae, guizotiae,
fragariae 1 populi 1 Xanthomonas prunicola. Filogenetsko stablo ukorijenjeno je koris¢enjem
sekvence gyrB gena sojeva Xanthomonas campestris pv. campestris (CPBF 1136 1 ICMP 13).

4.10 Proucavanje osjetljivosti sojeva prema baktericidima

Osjetljivost izolovanih sojeva prema baktericidima proucena je na podlozi sa saharozom i
peptonom (SPA) (20 g saharoze; 5 g peptona; 0,5 g KoHPO4; 0,25 g MgSO4 x 7H20; 12,0 g Oxoid
agar No.3; destilovana voda do 1 L) (Lelliot and Stead, 1987). U podlogu su nakon sterilizacije i
hladenja do 48°C, asepticno dodate odgovarajuce koli¢ine baktericida.

U ogledu je prouceno dejstvo 25 i 50 ppm streptomicin-sulfata i 100 i 200 ppm bakar-sulfata
(CuSOy4). Bakterije su zasijavane pipetiranjem 3 pl suspenzije koncentracije priblizno 107 cfu/ml, na
povrsinu podloge. Ogled je izveden za svaki izolovani soj, kao i1 za kontrolne sojeve Pss (KFB
0103), Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120), Xap (KFB 0104), u dva ponavljanja. Posmatran
je porast bakterija na podlogama, 72 h nakon inkubacije pri 27°C.

Soj X. euvesicatoria (E-3, KFB 062), rezistentan na pomenute koncentracije baktericida,
koris¢en je kao pozitivna kontrola, dok je nezasijana podloga koriS¢ena kao negativna kontrola.
Razvoj bakterija na podlozi ukazuje da je soj rezistentan na proucavanu koncentraciju baktericida,
dok odsustvo razvoja ukazuje da je bakterija osjetljiva.
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Tabela 3. Prajmeri i PCR metode kori$¢eni u radu

Veli¢ina

PCR metoda | Naziv i sekvenca prajmera (5°-3’) Literatura
fragmenta
B1: CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG
syrB 752 bp Sorensen et al., 1998
B2 : TCGATTTTGCCGTGATGAGTC
XapY17-F: CGTGGTGATCAGCGAGTCATTC
X a. pv. pruni 943 bp Pothier et al., 2011
XapY17-R: GACGTGGTGATGATGATCTGC
fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S r RNK ~1450bp | Weisburg et al., 1991
rP2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT
XgyrPCR2F: AAGCAGGGCAAGAGCGAGCTGTA
gyrB 729 bp Parkinson et al., 2007
X.gyraspl: CAAGGTGCTGAAGATCTGGTC
gapAFp: CCGGCSGARCTGCCSTGG
gapA ~ 650 bp Hwang et al., 2005
2apARps:GTGTGRTTGGCRTCGAARATCGA
gltAFp: CCTCBTGCGAGTCGAAGATCACC
gltA ~ 1050 bp Hwang et al., 2005
gltARp: TTGTAVGGRCYGGAGAGCATTTC
gyrBFps: TCBGCRGCVGARGTSATCATGAC
gyrB ~ 750 bp Hwang et al., 2005
gyrBRps: TTGTCYTTGGTCTGSGAGCTGAA
rpoDFp: AGGTGGAAGACATCATCCGCATG
rpoD ~ 1100 bp Hwang et al., 2005
rpoDRps: CCGATGTTGCCTTCCTGGATCAG
fragmenti
Rep PCR  |BoxA1R:CTACGGCAAGGCGACGCTGACG razlicite Schaad et al., 2001

veliine
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5. REZULTATI

5.1 Obilazak terena i simptomi oboljenja

U periodu od 2017. do 2018. godine izvrSen je obilazak terena Sirom Crne Gore u cilju
zdravstvenog pregleda stabala kosticavih vocaka 1 badema 1 utvrdivanja prisustva i
rasprostranjenosti bakterioznih oboljenja. Pregledani su regioni najznacajniji po gajenju kosti¢avih
vocaka i badema u Crnoj Gori. Biljni materijal sa simptomima koji mogu ukazivati na prisustvo
patogenih bakterija, prikupljen je sa viSe od 50 razlicitih lokaliteta. Medutim, fitopatogene bakterije
su izolovane iz uzoraka prikupljenih sa 20 lokaliteta koji pripadaju centralnom i juznom dijelu Crne
Gore (opstina Bar: Peturice, Polje Mrkovsko, Velje selo, Dabezi¢; opstina Ulcinj: Sas; opstina
Budva: Ploce; opstina Kotor: Lastva Grbaljska; opsStina Zeta: Cijevna, Ljajkovi¢i, Mataguzi,
Vukovci, Gori¢ani; opstina Danilovgrad: Stanjeviéa rupa, Curilac; opstina Tuzi: Tuzi, Miljes;
opstina Podgorica: Farmaci, Kuéi (Ubli), Cemovsko polje; opstina Niksié¢: Ko¢ani). U okviru ovog
istrazivanja, ukupno je izolovano i prouceno 68 sojeva. Najveci broj sojeva (37) je izolovan sa
lokaliteta Cemovsko polje, gdje i skoncentrisana najznacajnija proizvodnja breskve u Crnoj Gori.

Uzorkovanje biljnog materijala vrSeno je tokom cijele godine, ali je najuspjesniji period za
izolaciju sojeva bakterija bio tokom kasnog proljeca i kasnog ljeta. Sojevi bakterija su izolovani iz
razli¢itih biljnih organa. Najveca uspjeSnost izolacije postignuta je iz listova sa simptomima
pjegavosti (oko 66,1%), dok su ostali sojevi izolovani iz plodova, lisne peteljke, pupoljaka, grancica
i grana.

Simptomi nalik bakteriozama uoceni su tokom 2017. 1 2018. godine na granc¢icama breskve i
nektarine. U decembru 2017. godine, na stablu mladih sadnica nektarine uoCene su ulegnute
nekroze koje su se spustale duz stabla nekta od vrha prema dolje, Sto je prouzrokovalo susSenje
bocnih grancica. Sakupljen je veci broj uzoraka, medutim uspjeSno je izolovan samo jedan soj
zutih kolonija iz sorte nektarine Big Top (Slika 4a). Na mladim granc¢icama breskve, tokom kasnog
prolje¢a i ranog ljeta 2018. godine, uoCeni su simptomi ljetnjih rak-rana, koje su bile tamne,
izduzene, pracene lucenjem smole i nekroze pupoljaka u okviru kojih je biljno tkivo bilo tamno,
ulegnuto (Slika 4b).

Slika 4. Simptomi nekroze grancica: (a) nekroza pupoljaka nektarine; (b) nekroza grancica breskve. Prirodna infekcija.
(Foto: T. Popovi¢)

Prvi simptomi na listovima breskve uoceni su pocetkom jula mjeseca 2018. godine.
Simptomi su praceni naredna dva i po mjeseca (do 15. septembra 2018. godine). Tokom ovog
perioda sakupljani su uzorci listova sa simptomima pjegavosti, sa razlicitih parcela, razli¢itog
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sortimenta 1 razlicite starosti iz kojih su uspjesno izolovani sojevi bakterija. Pjege na liS¢u breskve
su u pocetku male, uglaste, vodenaste (slika 5a), kasnije se uvecavaju, i poprimaju tamnoljubicastu,
smedu ili crnu boju (Slika 5b). Pjege mogu biti okruzene hloroticnim oreolom. Vrhovi lis¢a
najcesce nekrotiraju, do nekroticnog dijela obi¢no se javlja hloroza, odnosno zucenje lis¢a, na
osnovu cega se inficirano lis¢e lako uoCava u voénjaku (Slika 5c, d). Pjege su uglavnom
koncentisane na vrhu lista i duz centralnog lisnog nerva, ali i rasute po cijeloj lisnoj povrSini.
Napredovanjem bolesti, lisne pjege se spajaju i nekroti¢no tkivo ispada ¢ime liS¢e dobija Supljikav
izgled. Inficirano li§¢e Zuti i opada. Na pojedinim parcelama, pocetkom jula, intezitet bolesti je
iznosio od 30% do preko 80% (Slika 6a, b) 1 biljke su odbacile oko 5% lisne mase. Kako je bolest
napredovala, sredinom septembra 2018. godine, na pojedinim parcelama intenzitet bolesti je iznosio
100%, a biljke su odbacile preko 30% lisne mase (Slika 6¢c, d). Najvecu osjetljivost je ispoljila sorta
breskve Royal Bel.

Slika 5. Simptomi lisne pjegavosti breskve: (a) uglaste, vodenaste pjege; (b) tamnoljubicaste, smede i crne pjege; (c, d)
nekroza vrhova listova. Prirodna infekcija. (Foto: T. Popovi¢)
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Slika 6. Simptomi lisne pjegavosti breskve: (a) pocetni stadijum hloroze i opadanja pojedinacnih listova; (b) jaci
intenzitet zaraze krosnje i pocéetak defolijacije; (¢, d) masovno odbacivanje zarazenog li§¢a breskve. (Foto: T. Popovi¢)

Na plodovima breskve prve pjege su uocene krajem jula mjeseca, dok su na plodovima
nektarine uoCene krajem maja. Sojevi bakterija su uspjeSno izolovani iz pjega na plodovima
breskve tokom jula, avgusta i septembra 2018. godine. Na povrsini jo§ nesazrelih plodova breskve
uocavale su se male, ulegnute, kruZzne pjege braon boje sa vodenastim ivicama ili svjetlozelenim
oreolom (Slika 7a, b). Kasnije na plodovima, u okviru pjega dolazilo je do pucanja tkiva i lucenja
smole (Slika 7¢). Na plodovima nektarine uo¢ene su ulegnute braon pjege iz kojih se izlucuje smola
(Slika 7d).
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Slika 7. Simptomi pjegavosti plodova breskve i nektarine: (a, b) sitne, ulegnute, kruzne braon pjege na plodovima
breskve; (c) pucanje tkiva u okviru pjega na plodovima breskve; (d) ulegnute braon pjege iz kojih se izlucuje smola na
plodu nektarine. Prirodna infekcija. (Foto: T. Popovi¢)

Zdavstvenom pregledu badema poklonjena je posebna paznja iz razloga $to je prisustvo Xap
na ovoj vrsti u Crnoj Gori utvrdeno 1994. godine. Najveci broj sojeva bakterija porijeklom iz
badema izolovan je iz listova (12 sojeva), tokom kasnog prolje¢a 2018. godine. Simptomi na
listovima badema su bili intenzivni 1 Cesto su zahvatali viSe od 80% listova. UocCene su sitne,
okruglaste pjege, okruzene hloroti¢nim oreolom, u pocetku zuckasto-crvene, vremenom prelaze u
crvenu i na kraju mrku boju (Slika 8a). Tkivo u okviru pjega postepeno nekrotira, susi se i ispada, te
nastaje Supljikavost liS¢a. Nekroza je izrazena i na vrSnim djelovima listova, koji se suse 1 uvijaju.
Pjege se Sire 1 spajaju, Sto dovodi do nekroze vece povrsine lista (Slika 8b). Lis¢e zahvaceno
infekcijom masovno opada.

Osim listova, sojevi bakterija izolovani su krajem maja, pocetkom juna 2018. godine, iz
ploda i granc¢ice badema. Na plodu badema uocene su ulegnute pjege iz kojih se izlucuje smola
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(Slika 8c). Na mladoj grancici pupoljci se ne razvijaju i oko njih uocavaju se tamne, ulegnute i
izduzene nekroze pracene lucenjem smole (Slika 8d).

Slika 8. Simptomi na bademu: (a, b) pjegavosti listova badema; (c) ulegnute pjege na plodu badema iz kojih se izlucuje
smola; (d) nekroza pupoljaka na grancici badema. Prirodna infekcija. (Foto: T. Popovi¢)

Sojevi bakterija izolovani su u prolje¢njem periodu 2017. 1 2018. godine, iz razli¢itih biljnih
organa kajsije: pupoljaka, lisnih peteljki, ploda, grancica i grana. Najpovoljniji period za izolaciju
ove grupe sojeva je bio u prolje¢e. U mladim vocénjacima kajsije u proljece, primjeceno je susenje
grana sa suvim liS¢em koje ne otpada, ve¢ ostaje pricvrS¢eno za grane kajsije (Slika 9a).
Uklanjanjem povrsinskog sloja kore na oboljelim granama uocava se nekroza tkiva ispod kore. 1z
nekrotiénih pupoljaka i lisnih drski, kao i povrSinskih smedih pjega na plodu kajsije (Slika 9b),
izolovani su sojevi bakterija.
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Slika 9. Simptomi na kajsiji: (a) suSenje grana kajsije; (b) smede pjege na plodu kajsije. Prirodna infekcija. (Foto: T.
Popovi¢)

Na japanskoj Sljivi u prolje¢e 2017. 1 2018. godine, uoceni su suvi vrhovi grancica, ali i
susSenje grancica i grana (Slika 10a). Uklanjanjem povrSinskog sloja kore na oboljelim granama
uocava se nekroza tkiva ispod kore (Slika 10b). Iz oboljelih grancica su uspjesno izolovani sojevi
bakterija.

Slika 10. Simptomi na japanskoj §ljivi: (a) suSenje grana Japanske §ljive; (b) nekroza grancice japanske §ljive. Prirodna
infekcija. (Foto: T. Popovic)

Tokom proljeca 2017. godine, na granaCicama treSnje razvijale su se tamne, izduzene, rak-
rane pracene isticanjem smole (Slika 1la, b). Simptomi na listovima tre$nje su bili u vidu
nekroti¢nih pjega, veli¢ine 1-3 mm. Iz rak-rana na granc¢icama i pjega na listovima treSnje izolovani
su sojevi bakterija.
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Slika 11. Simptom rak-rana na tresnji: (a, b) tamne, izduZene rak-rane na grancicama tresnje. Prirodna infekcija. (Foto:
T. Popovié)

Na pregledanim zasadima kosticavih vocaka 1 badema tokom 2017-2018. godine, nisu
uoceni simptomi karkateristi¢ni za prisustvo Xylella fastidiosa i Agrobacterium tumefaciens.

5.2 Izgled i razvoj kolonija na hranljivim podlogama

Na standardnoj podlozi od hranljivog agara (HA), tri dana nakon zasijavanja uocene su dvije
grupe bakterijskih kolonija (Tabela 4). Jedna grupa sojeva (29 sojeva) je nakon 24 h formirala
ispupcCene, sjajne, sivo-bjelicaste krupne kolonije (Slika 12a). Izgled ovih kolonija odgovarao je
izgledu kontrolnog soja Pss (KFB 0103). Soj B7, izolovan iz badema, je stvarao braon pigment u
HA podlozi (Slika 12b). Druga grupa sojeva (39 sojeva) je nakon 48 h gajenja na HA formirala
okrugle, ispupcene, sjajne, svjetlozute kolonije, dok je na YDC podlozi formirala sjajne, ispupcene
kolonije krem-zute boje, sluzaste konzistencije (Slika 12¢, d). Izgled ovih kolonija odgovarao je
izgledu kontrolnog soja Xap (KFB 0104) na podlogama HA 1 YDC.

Tabela 4. Izgled kolonija na HA i YDC podlogama

HA podloga YDC podloga
& . kolonije sjajne, bjelicaste, kolonije sjajne, ispupcene,
Sifra soja . - s o
ispupcene, nepravilnih krem-Zute, sluzaste
ivica konzistencije
K1,K2,K3,J81, BR1, K4,T1, K5, K6, B,
B2, K7, K8, BR2, K9, NI, B3, B4, JS2, N /

BS,
B6, B7, B§, B9, B10, B11, B12, B13, B14

T2, B15, BR5, BR6, BR7, BRS, BRO,
BR10, BR11, BR12, BR13, BR14, BR15,
BR16, BR17, BR1§, BR19, BR20, BR21,
BR22, BR23, BR24, BR25, BR26, BR27, / +
BR28, BR29, BR30, BR31, BR32, BR33,
BR34, BR35, BR36, BR37, BR38, BR39,
BR40, BR41

P.s. pv. syringae (KFB 0103) + /

X. a. pv. pruni (KFB 0104)

~
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Slika 12. Izgled bakterijskih kolonija na HA 1 YDC podlogama: (a, b) izgled kolonija na HA nakon 48 h, rod
Pseudomonas, B8 i B7 - proucavani sojevi izolovani iz badema; (c, d) izgled kolonija na YDC podlozi nakon 72 h, rod
Xanthomonas, T2 i BR18 - proucavani sojevi izolovani iz tre$nje i breskve. (Foto: T. Popovi¢)

5.3 Patogene odlike sojeva

Odabir izolovanih sojeva za dalja prouCavanja izvrSen je na osnovu hipersenzitivne reakcije
biljaka duvana i muskatle, kao i patogenosti na biljci domacinu.

5.3.1 Hipersenzitivna reakcija

Svi proucavani sojevi prouzrokovali su hipersenzitivnu reakciju (HR) listova duvana i1
muskatle. Pojava nekroze na mjestima inokulacije listova duvana i muskatle zabiljeZzena je nakon
24-48 h (Slika 13 1 14). Listovi muskatle su se pokazali kao prakti¢ni za izvodenje HR testa, iz
razloga Sto su dostupni tokom cijele godine i pogodni za infiltraciju. Sojevi bijelih kolonija
prouzrokovali su hipersenzitivnu reakciju nakon 24 h, dok su sojevi zutih kolonija prouzrokovali
hipersenzitivnu reakciju nakon 48 h. Pozitivne kontrole Pss (KFB 0103) i Xap (KFB 0104) su
takode prouzrokovale pojavu nekroze na mjestima inokulacije, nakon 24 h odnosno 48 h. Na mjestu
infiltracije listova sterilnom destilovanom vodom nije doslo do pojave nekroze biljnog tkiva ni
nakon 48 h.
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Slika 13. Hipersenzitivna reakcija listova duvana: lice i nali¢je lista duvana sa pojavom nekrotiéne zone na mjestima
infiltracije suspenzije bakterija. (Foto: T. Popovic)

Slika 14. Hipersenzitivna reakcija listova muskatle: lice i nali¢je listova muskatle sa pojavom nekroti¢ne zone na
mjestima infiltracije suspenzije bakterija. (Foto: T. Popovi¢)

5.3.2 Test patogenosti na biljci domacdinu
Patogenost sojeva prema biljci domacinu potvrdena je reprodukcijom simptoma bolesti

vjeStaCkom inokulacijom ubranih mladara, listova i nezrelih plodova. Primjenjene su razliCite
metode inokulacije pri ¢emu su uocene razlike u dinamici ispoljenih simptoma.
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Provjera patogenosti sojeva prskanjem mladara suspenzijom bakterija koncentracije oko 108
cfu/ml pomocu ruéne prskalice pokazala se efikasnom. Mladari su odrzavani u vlaznoj komori pri
temperaturi oko 25°C i prvih dana nakon inokulacije su bili u dobroj kondiciji, bez vidljivih
simptoma. Nakon sedam dana od inokulacije uocena je pojava uvelosti mladara i povijanje vrhova.
Pojava nekroze vrSnog djela mladara, kao i nekroti¢nih pjega na listovima, koji su takode bili
inokulisani metodom prskanja, uocavala se do 12 dana nakon inokulacije (Slike 15 i 16). Takode
uoceno je 1 masovno odbacivanje listova, naro€ito inokulisanih mladara breskve.

Slika 15. Simptomi na inokulisanim mladarima: (a, b) nekroze vr$nog djela mladara breskve; (c) nekroze mladara
japanske $ljive; d) nekroze vr$nog djela mladara kajsije i nekroti¢ne pjege na listovima kajsije. Vjestacka inokulacija.
(Foto: T. Popovi¢)

Slika 16. Simptomi na inokulisanim mladarima badema: (a, b, ¢) nekroze vrsnog djela mladara badema i nekroti¢ne
pjege na listovima badema. Vjestacka inokulacija. (Foto: T. Popovi¢)
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Na listovima, tre¢eg dana nakon inokulacije infiltracijom suspenzije bakterija koncentracije
oko 108 cfu/ml pomoéu medicinskog $prica bez igle, uo¢avale su se vodenaste pjege, koje su nakon
par dana postajale nekroti¢ne (Slika 17). Metoda inokulacije listova pokazala se jednostavnom za
izvodenje 1 uspjesSnom u reprodukciji simptoma bolesti u kratkom vremenskom periodu.

£ ¥ /
Slika 17. Simptomi nekroti¢nih pjega na inokulisanim listovima: (a) breskve; (b) nektarine; (c) kajsije; (d) japanske
Sljive; (e, f) tresnje; (g, h) badema. Vjestacka inokulacija. (Foto: T. Popovic)
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Na nezrelim plodovima breskve, 2-3 dana od inokulacije, tkivo oko ,,bunarci¢a® je postalo
vodenasto, a zatim nekroti¢no. Nakon 7 dana od inokulacije, doslo je do Sirenja nekroze i spajanja
sa susjednim mjestom inokulacije (Slika 18).

Slika 18. Simptomi na inokulisanim plodovima breskve (a) nekroza tkiva na mjestima inokulacije ; (b) K+ Xap,
pozitivna kontrola, K- negativna kontrola. Vjestacka inokulacija. (Foto: T. Popovic)

Na plodovima tresnje, kajsije 1 japanske Sljive nekroza tkiva se ispoljavala 2-4 dana od
inokulacije. Medutim, u uslovima povecane vlaznosti i toplote, ovi plodovi su brzo dozrijevali i
trulili usled pojave drugih mikroorganizama (Slika 19).

Slika 19. Simptomi na inokulisanim plodovima: (a, b) nekroza tkiva na plodovima tresnje; (c) nekroza i razvoj drugih
mikroorganizama na plodovima kajsije; (d) nekroza i razvoj drugih mikroorganizama na plodovima japanske Sljive.
Vjestacka inokulacija. (Foto: T. Popovié)
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Na inokulisanim plodovima badema ispoljavala se nekroza slabijeg intenziteta. Tkivo oko
mjesta inokulacije - ,bunarci¢a®, postalo je vodenasto, a zatim nekroticno. Na pojedinim
plodovima badema uocavalo se nekroti¢no ulegnuto tkivo na mjestu inokulacije nakon 7-10 dana
(Slika 20).

Slika 20. Simptomi na inokulisanim plodovima badema: (a) vlazna nekroza tkiva oko mjesta inokulacije; (b) ulegnuto
nekroti¢no tkivo oko mjesta inokulacije. Vjestacka inokulacija. (Foto: T. Popovi¢)

Iz inokulisanih listova i plodova, izvrSena je uspjesSna reizolacija bakterija Ciji je identitet
potvrden koriS¢enjem diferencijalnih testova. Na mladarima, listovima 1 plodovima inokulisanim
poznatim sojevima kao pozitivnim kontrolama (Pss KFB 0103 - za sojeve potencijalne predstavnike
roda Pseudomonas i1 Xap KFB 0104 - za sojeve potencijalne predstavnike roda Xanthomonas),
doslo je do razvoja simptoma u vidu nekroze tkiva. Na mjestu inokulacije sterilnom destilovanom
vodom nije bilo nikakvih promjena (Slika 21).

Slika 21. Pss: (a) simptomi na inokulisanim plodovima japanske §ljive, K- negativna kontrola, K+ pozitivna kontrola;

)

(b) simptomi na inokulisanim mladarima kajsije, K- negativna kontrola, K+ pozitivna kontrola. Vjestacka inokulacija.
(Foto: T. Popovi¢)
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5.4 Opsti testovi za identifikaciju sojeva bakterija

U cilju odredivanja pripadnosti rodu, sojevi bakterija su prouceni primjenom nekoliko opstih
testova: razlikovanje bakterija po Gramu, izgled i razvoj kolonija na HA 1 YDC podlogama,
aktivnost oksidaze i katalaze i oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze (O/F test).

5.4.1 Razlikovanje bakterija po Gramu

Svi proucavani sojevi su Gram-negativni jer formiraju elasti¢nu nit usled lizisa ¢elijskog
zida i oslobadanja DNK, §to predstavlja pozitivnu reakciju (Slika 22).

Slika 22. Test po Gramu: Stvaranje sluzastog konc¢i¢a kod Gram-negativnih bakterija (Foto: T. Popovi¢)

5.4.2 Aktivnost oksidaze

Oksidaza testom dokazuje se prisustvo citohrom oksidaze u respiratornom lancu bakterija.
Rezultati oksidaza testa ukazuju da proucavani sojevi ne stvaraju oksidazu. Pozitivnu reakciju
ispoljio je kontrolni soj bakterije Pseudomonas fluorescens (KFB B130), tako §to je doSlo do pojave
ljubicasto-plave boje na filter papiru natopljenom indikatorom, na mjestu razmaza bakterija posle
nekoliko sekundi (Slika 23a). Kod negativno kontrolnog soja Pss (KFB 0103), kao i1 kod referentnih
sojeva Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120 i KFB 0121), Psp (KFB 0102) i Xap (KFB 0104)
nije doslo do promjene boje na mjestu razmaza bakterijskih kolonija, §to znac¢i da oni ne svaraju
oksidazu.

5.4.3 Aktivnost katalaze
Svi proucavani sojevi stvaraju enzim katalazu, §to se ispoljilo pojavom mjehuri¢a gasa kao

rezultat izdvajanja slobodnog kiseonika (Slika 23 b). Kontrolni sojevi Pss (KFB 0103) 1 Xap (KFB
0104) takode posjeduju enzim katalazu.
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Slika 23. (a) Aktivnost oksidaze: K+ pozitivna rekcija (Pseudomonas fluorescens); (b) aktivnost katalaze: pozitivna
reakcija pri kojoj dolazi do pojave mjehuric¢a gasa (Foto: T. Popovi¢)

5.4.4 Oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze (O/F test)

Svi ispitivani sojevi razlazu glukozu oksidativnim putem §to se ispoljilo promjenom boje
podloge u zutu u aerobnim uslovima, na osnovu ¢ega je zakljuCeno da svi proucavani sojevi
pripadaju grupi acrobnih bakterija. Kontrolni soj Dickeya chrysanthemi (KFB 206), razlaze glukozu
oksidativno i1 fermentativno, s obzirom da je uofena promjena boje podloge u Zutu u aerobnim i
anaerobnim uslovima. Kontrolni sojevi Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101), Psp (KFB 0102) 1
Xap (KFB 0104) razlazu glukozu oksidativno (Slika 24).

5.5 Identifikacija sojeva bakterija roda Pseudomonas

Na osnovu rezultata proucavanja patogenih odlika, razvoja kolonija na HA podlozi,
rezultata opstih testova (Gram test, aktivnost oksidaze i katalaze, O/F test), kao i razvoja na KB
podlozi, grupa od 29 sojeva bakterija je svrstana u rod Pseudomonas, te je stoga dalje proucavana
primjenom testova koji se koriste za identifikaciju i diferencijaciju bakterija ovog roda.

5.5.1 Fluorescentnost sojeva

Na Kingovoj podlozi B proucavani sojevi stvaraju zeleni fluorescentni pigment i obrazuju
bijele, sjajne, ispupcene kolonije tipi¢ne za vrste roda Pseudomonas (Tabela 5). Kontrolni sojevi
Pss (KFB 0103) i Psm R2 (KFB 0101), takode stvaraju zeleni fluorescentni pigment, za razliku od
kontrolnog soja Psp (KFB 0102) (Slika 25).

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da grupa od 29 sojeva, porijeklom iz kosti¢avih
vocaka 1 badema, stvara fluorescentni pigment na Kingovoj podlozi B, pripada gramnegativnim
bakterijama, glukozu metaboliSu samo u oksidativnim uslovima, pa se moze zakljuciti da
proucavani sojevi ispoljavaju karakteristike svojstvene fluorescentnim bakterijama roda
Pseudomonas.
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Slika 24. OF test (promjena boje indikatora iz tamnoplave u zutu ukazuje na razgradnju glukoze u podlozi): (a) Dickeya
chrysanthemi (KFB 206), razgradnja glukoze u anaerobnim i aerobnim uslovima; (b) Pss (KFB 0103), razgradnja
glukoze samo u aerobnim uslovima; (c) soj K1, razgradnja glukoze samo u aerobnim uslovima. (Foto: T. Popovic)

Slika 25. Stvaranje fluorescentnog pigmenta na Kingovoj podlozi B: K+ Pss (KFB 0103); K- Psp (KFB 0102);
proucavani soj B3. (Foto: T. Popovi¢)

5.5.2 Vitalnost bakterija na NAS podlozi

U identifikaciji Pss sojeva proucena je njihova vitalnost na NAS podlozi. Ovaj test se u
literaturi navodi kao diferencijalni za Pss i Psm (Garrett et al., 1966; Gasi¢ et al., 2012). Svi
proucavani sojevi zadrzavaju vitalnost nakon tre¢eg i Cetvrtog dana proucavanja. Medutim, sedmi dan
vitalnost je izgubilo osam sojeva (K1, K2, K3, K5, K6, B9, T1, JS1), §to se ispoljilo izostajanjem pojave
mjehuri¢a gasa u kapi 3% H>0,. Kontrolni sojevi Pss (KFB 0103) i Psm R2 (KFB 0101) su izgubili
vitalnost sedmi dan, dok je kontrolni soj Psp (KFB 0102) ostao vitalan (Tabela 5).
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5.5.3 LOPAT testovi

Stvaranje levana. Stvaranje polisaharida levana je od velikog znacaja u identifikaciji
fluorescentnih bakterija roda Pseudomonas (Lelliott et al., 1966; Arsenijevi¢, 1997). Rezultati
ukazuju da levan stvara 15 od 29 proucavanih sojeva. Ovi sojevi su nakon tri dana razvoja na NAS
podlozi, formirali krupne, bijele, sjajne, sluzaste, ispupcene kolonije §to je znak sinteze levana, dok
14 sojeva nije formiralo tipicne levan-tip kolonije, pa je reakcija ostala nejasna tj. zakljuceno je da
ne stvaraju levan na NAS podlozi (Slika 26a). Kontrolni sojevi Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB
0101), Psm R1 (KFB 0120 1 KFB 0121) i Psp (KFB 0102) stvaraju polisaharid levan.

Aktivnost oksidaze. Rezultati oksidaza testa ukazuju da proucavani sojevi ne stvaraju
oksidazu Sto je karakteristika bakterije Pss, a to je navedeno u okviru rezultata opstih testova za
identifikaciju sojeva bakterija.

Pektoliticka aktivnost na kriSkama krompira. Proucavani sojevi ne prouzrokuju trulez
kriski krompira, odnosno ne stvaraju pektoliticke enzime (Slika 26 b). Kontrolni soj P. c¢. subsp.
carotovorum (KFB 85), je prouzrokovao vlaznu trulez kriski krompira, za razliku od negativne
kontrole koju su predsavljali sojevi Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101) i Psp (KFB 0102) .

Metabolizam arginina. Proucavani sojevi ne stvaraju enzim arginindehidrolazu odnosno ne
razlazu arginin u aerobnim i anaerobnim uslovima (Slika 26¢), §to ukazuje na njihovu pripadnost
bakteriji Pss. Pozitivna kontrola, soj P. fluorescens (B 130), ispoljava aktivnost ovog enzima u
aerobnim i anaerobnim uslovima, $to se uocava u vidu promjene boje podloge u ljubicasto-crvenu.

Hipersenzitivna reakcija (HR) duvana. Svi sojevi prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju
duvana, §to je navedeno u okviru testa patogenosti.

Na osnovu rezultata LOPAT testova, moze se zakljuciti da 15 sojeva (K3, BR1, B1, B2, B8,
JS$2, K8, BR2, N1, B5, B6, B7, B10, B13, B14) porijeklom iz kosticavih voéaka i badema,
pripadaju vrsti Pseudomonas syringae, 1 svrstani su u la LOPAT grupu roda Pseudomonas, kojoj
pripada patogeni varijetet syringae. Preostalih 14 sojeva (K7, B12, B3, B4, B9, B11, K4, K1, K2,
K6, K5, K9, TI, Jél) nisu jasno stvarali levan, dok su im ostale karakteristike odgovarale la
LOPAT grupu roda Pseudomonas (Tabela 5).

5.5.4 GATTa testovi

U cilju diferencijacije patogenih varijeteta syringae 1 morsprunorum 29 sojeva je prouceno
primjenom GATTa testova (Tabela 5).

Razlaganje Zelatina. Od 29 Pseudomonas sojeva zelatin razlaze 22 soja, kao 1 pozitivna
kontrola soj Pss (KFB 0103). Kao posljedica razgradnje Zelatina podloga ostaje rastopljena nakon
izlaganja nizoj temperaturi. Psm R2 (KFB 0101) i Psp (KFB 0102) nisu hidrolizovali Zelatin.

Hidroliza eskulina. Svi proucavani sojevi hidrolizuju eskulin, $to se ispoljava promjenom
boje podloge u tamnomrku ili crnu (Slika 27a). Pozitivna kontrola soj Pss (KFB 0103) hidrolizuje
eskulin, dok negativne kontrole sojevi, Psm R2 (KFB 0101) i Psp (KFB 0102), ne hidrolizuju
eskulin.

Stvaranje tirozinaze. Stvaranje tirozinaze uoceno je kod 23 soja, Sto je izazvalo pojavu
crvenkasto-mrke boje podloge, dok 6 sojeva ne stvara tirozinazu. Pozitivna kontrola, soj Psm R2
(KFB 0101), stvara tirozinazu, dok je negativne kontrole, sojevi Pss (KFB 0103) i Psp (KFB 0102),
ne stvaraju.

Koriscenje tartarata. KoriS¢enje L-tartarata uoceno je kod devet sojeva, dok 20 sojeva ne
koristi tartarate, jer kod njih nije doSlo do promjene boje podloge iz zelene u plavu (Slika 27b).
Pozitivna kontrola, soj Psm R2 (KFB 0101), koristi tartarate, dok ih negativne kontrole, sojevi Pss
(KFB 0103) 1 Psp (KFB 0102), ne koriste.

Rezultati prouavanja GATTa testova pokazali su da 29 proucavanih sojeva porijeklom iz
kosti¢avih voc¢aka 1 badema, ispoljavaju heterogenost u pogledu biohemijsko-fizioloskih odlika. Na
osnovu rezultata GATTa testova, pet sojeva (K3, BR1, B1, B8, JS2) ispoljava sli¢nost prema
patogenom varijetetu syringae (G+A+T-Ta-).
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Slika 26. (a) Stvaranje levana: proucavani sojevi B8 , K3 i K+ (Pss (KFB 0103))- stvaraju levan; (b) Pektoliticka
aktivnost na kriskama krompira: proucavani soj T1 i K- Pss (KFB 0103 ), ne prouzrokuju trulez kriski krompira K+ P.
c. subsp. carotovorum (KFB 85), prouzrokuje trulez kriski krompira; (c) Metabolizam arginina: ne stvaraju enzim
arginindehidrolazu : 1 - JS1, 2 - Psm R2 (KFB 0101); 3 - Psp (KFB 0102), 4 - Pss (KFB 0103), 5 - nezasijana podloga;
stvara enzim arginindehidrolazu: 6 - pozitivna kontrola, P. fluorescens (B130).(Foto: T. Popovi¢)

5.5.5 Stvaranje Cestica leda

Jedna od karakteristika Pss jeste sposobnost stvaranja Cestica leda. Sposobnost stvaranja
Cestica leda posjeduje 25 proucavanih sojeva, dok je kod cetiri soja (K1, K2, B12, B14), reakcija
bila negativna (Slika 28) (Tabela 5). Kontrolni sojevi su ispoljili ofekivanu reakciju. Pozitivne
kontrole, sojevi P. syringae pv. glycinea (KFB 085) i Pss (KFB 0103) su formirale kristale leda,
dok kap kulture sojeva Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120 i KFB 0121), Psp (KFB 0102) i
P. syringae pv. tomato (KFB 145), kao negativnih kontrola, nije presla iz te¢nog u ¢vrsto agregatno
stanje pri temperaturi -10°C.

Na osnovu rezultata testa stvaranje Cestica leda, moze se zakljuciti da 25 proucavanih sojeva
porijeklom iz kosti¢avih vocaka i badema, posjeduje ovu karakteristiku, kao i bakterija Pss.
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Slika 27. (a) Hidroliza eskulina: proucavani soj K1 - pozitivna reakcija koja se ispoljava promjenom boje podloge u
tamnomrku i nezasijana podloga — negativna reakcija gdje ne dolazi do promjene boje podloge; (b) Koris¢enje tartarata:
proucavani soj K1- pozitivna reakcija u kojoj je doslo do promjene boje podloge iz zelene u plavu i proucavani soj B1-
negativna reakcija gdje je boja podloge ostala nepromjenjena. (Foto: T. Popovic)

Slika 28. Stvaranje Cestica leda: K+ Pss (KFB 0103); K- Psm R1 (KFB 0120); BR2 — proucavani soj, pozitivna reakcija
u kojoj dolazi do formiranja ¢esica leda. (Foto: T. Popovic)

5.6 1dentifikacija sojeva bakterija roda Xanthomonas

Na osnovu rezultata proucavanja patogenih odlika, karakteristicnog razvoja kolonija na
YDC podlozi, kao i rezultata opstih testova (Gram test, aktivnost oksidaze i katalaze, O/F test)
(Tabela 6), grupa od 39 sojeva bakterija ispoljila je slicnost bakterijama roda Xanthomonas, stoga je
dalje proucavana primjenom testova koji se koriste za identifikaciju bakterija ovog roda.
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5.6.1 Hidroliza skroba

Hidroliza skroba je test pomocu kojeg se moze izvrsiti diferencijacija pojedinih srodnih
patogenih varijeteta vrste Xanthomonas arboricola. Istrazivanja su pokazala da skrob hidrolizuju
Cetiri proucavana soja (T2, BRS, BR14 i B15), usled ¢ega nije doslo do pojave plave boje u zoni
njegovog razlaganja u podlozi (Slika 29a). Nerazlozeni skrob boji se plavo kod 35 proucavanih
sojeva. Pozitivna kontrola soj bakterije X. arboricola pv. corylina (KFB 0114) hidrolizuje skrob, za
razliku od negativne kontrole - sojeva Pss (KFB 0103) i Xap (KFB 0104) (Tabela 6).

5.6.2 Hidroliza Zelatina

Od 39 Xanthomonas sojeva zelatin razlaze 37, kao 1 pozitivna kontrola soj Xap (KFB 0104),
dok dva soja (BR13 i BR25) ne posjeduju ovu odliku (Tabela 6). Pozitivan rezultat se ocitava tako
Sto, nakon hladenja podloge, ne dolazi do njenog oc¢vrs¢avanja a to je znak da bakterija hidrolizuje
zelatin (Slika 29b).

5.6.3 Hidroliza eskulina

Svi proucavani sojevi hidrolizuju eskulin, kao i1 pozitivne kontrole sojevi Pss (KFB 0103) i
Xap (KFB 0104) (Slika 29 c) (Tabela 6). Negativna kontrola, soj P. s. pv. tomato (KFB 145), nije
izazvao promjenu boje podloge u tamnomrku ili crnu, $to je znak da ne hidrolizuje eskulin.

5.6.4 Maksimalna temperatura razvoja

Poznato je da se Xap razvija na temperaturi 35°C (Arsenijevi¢, 1997). Sposobnost razvoja
na temperaturi 37°C nije imao nijedan od 39 proucavanih sojeva, kao ni kontrolni soj Xap (KFB

0104) (Slika 29d) (Tabela 6). Negativna kontrola, soj Dickeya chrysanthemi (KFB 206), doveo je
do zamucenja podloge, §to je znak razvoja ovog soja pri 37°C.
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Slika 29. (a) Hidroliza skroba: prisustvo prozirne zone oko razvoja bakterije - K+ (X. a. pv. corylina (KFB 0114)),
nerazlozeni skrob boji se plavom bojom — BR11 (proucavani soj); (b) Hidroliza Zelatina: o¢vr$¢avanje podloge - K-
(nezasijana podloga), topljenje podloge - K+ (Xap (KFB 0104)) i BR 31 (proucavani soj); (c) Hidroliza eskulina:
pozitivna reakcija - promjena boje podloge u tamnomrku - BR15 (proucavani soj), negativna reakcija - NZ (nezasijana
podloga); (d) Razvoj pri 37°C: ne dolazi do zamuéenja podloge - K+ (Xap (KFB 0104)); dolazi do zamuéenja podloge
- K-(Dickeya chrysanthemi (KFB 206)); BR10 (proucavani soj) - ne dolazi do zamucenja podloge, $to je znak da se
bakterija ne razvija pri 37°C. (Foto: T. Popovi¢)

66



“WBZIJOqe)oW TUATJBPISYO O ‘OoueInsa) aftu / ‘elioxear euanedou — ‘elioyear euanizod + epuo3o

7010 9.1 dsd

~

- T0T0 94X T Wsd

+ |~
1

- 0T10 9431 TH wisd

'
'
'
+|+|+]+

- €010 943 SSd

- ISt

- IL

- 61

- 3

e R R AR E N BN
.

- 931

- o

- DI

- 12}

+|+

- 114

- 64

- rd

+ [+ +]+
'

- £d

- ad

|||+
.

L

- yid

- €14

- 01d

- L4

- 94

- cd

- IN

- [4:t

.
e R s e R e e B I e e e I R e ) ) I

- 8

- ST

||| ]

- 84

+

- [4:!

- 14

AR R e e e R e e e R A

- | R: k1

e A A e e A A R R e e e e e e e R A R
1

AR R EAEA R A R A R A R R EA EA EA R R R A A R A R B E EA Ed EA EA Ea

O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O[O|C|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0

R R R R e R e e e e e e e e e N S A R RS o A .

R R R R R e e e R e R e e e e e e e e e e e Ea e
LI

e A A e e A A A e R A e A e e e E A A R A R EA s

SRR R R R R R A e A R R EA R

e e e e e I I o ) ) T e
'
'
'

e R e e e e I I o ) B I S

|+ +

- €

(mdds) | (udd0or) | 0y | epy) | ozeerey efos 159) efos

gids | unrmoydans Jeyeq eu d/0 LVdO'1
eu Jsowrod) ysowrody VNI jsoufeyrA | JsouAnyy )S0WUIISAION | WeID) eayIg

<
2
=
<
o

spuouopnas epol el1pyeq eadlos yrueaednoid vA0IS) YISO[0IZ1) T YIsTuayo1q 1je)nzay *S Bqe L

66




Tabela 6. Rezultati biohemijskih i fizioloskih testova proucavanih sojeva bakterija roda Xanthomonas

Sifra
soja

Gram
test

HR

Aktivnost
oksidaze

Aktivnost
katalaze

O/F metabolizam
glukoze

Hidroliza

Eskulina

Zelatina

Porast
pri 37°C

T2

+

J’_

BR5

B15

BR6

BR7

BR8

BR9

BR10

BR11

BR12

R e s

BR13

BR14

BR15

BR16

BR17

BR18

BR19

BR20

BR21

BR22

BR23

BR24

e R e e e e e e e

BR25

BR26

BR27

BR28

BR29

BR30

BR31

BR32

BR33

BR34

BR35

BR36

BR37

BR38

BR39

BR40

BR41

KFB 0104

R A A R A A R R R R R A A A R A A R R R R R ER A R A R EA B B R B R B

R A A R A A R R R R R A A A R A A R R R R R ER A R A R EA B B R B R B

A I R R R R A A A A R R R R R R A A e A R R R B R A R A A A B B B =)
1

I I I e I e I O I T I I o I e I O I R I I o I e [ e I [ B o I o I e IS

ol I o e e R I R I o o e e e e

Legenda: + pozitivna reakcija, — negativna reakcija.
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5.7 Molekularna identifikacija i karakterizacija proucavanih sojeva

5.7.1 Detekcija syrB gena

KoriS¢enjem specificnih prajmera Syr B1/B2 u reakciji lan¢anog umnozavanja fragmenata
DNK (Sorensen et al., 1998), umnoZen je fragment veli¢ine 752 bp kod 25 proucavanih
Pseudomonas sojeva 1 kod referentnog soja Pss (KFB 0103), dok do umnozavanja odgovarajuceg
DNK fragmenta nije doslo kod cetiri proucavana soja (K1, K2, B2, B14) (Slika 30).

« B3 B4 /52 BS B BT B8 B9 AIO @11 B12 B11 Al4 M

752bp

Slika 30. PCR detekcija syrB gena kod proucavanih sojeva porijeklom
iz kosticavih vocaka i1 badema: K-kajsija, BR-breskva, T-tresnja, N-
nektarina, JS-japanska §ljiva, B-badem. K- - negativna kontrola, K+ -
pozitivna kontrola, soj Pss (KFB 0103), M — marker (MassRuler Low
Range DNA Ladder, Fermentas, Lithuania)

5.7.2 Detekcija ftsX gena

KoriS¢enjem specificnih prajmera XapY17-F/XapY17-R u reakciji lanCanog umnozavanja
fragmenata DNK (Pagani, 2004; Pothier et al., 2011), umnozen je fragment veli¢ine 943 bp kod 37
proucavanih sojeva i kod referentnog soja Xap (KFB 0104), dok do umnozavanja odgovarajuceg
DNK fragmenta nije doslo kod dva proucavana soja: B15 i BR13 (Slika 31).
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M E- E+ T2 BRS BlI5 ER6 BRT ERE ER? BRI0 BRIl M ¥ - E+ BR23 ER24 ER25 BR26 BR17 BR28 ERI9 BR30BRI1 M

943bp

M BRI2 BR13 BR14 BRISBR16 BR17 BR1S BR19 BR20 BR21 BR22 M | M  BR32 BR33 BR34 BR35 BR36 BR37 BR38 BR3? BR40 BR41 M

943bp

Slika 31. Fragment veli¢ine 943bp, specifican za Xap umnozen je kod 37 proucavanih sojeva pomocu
prajmera XapY17-F/XapY17-R; M — marker (MassRuler Low Range DNA Ladder, Fermentas,
Litvanija); K- negativna kontrola; K+ pozitivna kontrola - Xap (KFB 0104).

5.7.3 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena sojeva roda Pseudomonas

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primjenjena je za cetiri soja (K1, K2, B2 i B14) kod
kojih nije doslo do umnozavanja fragmenta syrB gena karakteristi¢nog za Pss.

Nakon sekvenciranja umnozenog PCR produkta BLAST analizom poredena je slicnost
sekvence prouCavanih sojeva sa sekvencama dostupnim u NCBI bazi. Rezultati su pokazali da
sojevi K1, K2, B14 i B2 ipak pripadaju bakteriji Pss. Stepen nukleotidne slicnosti proucavanih
sojeva K1 (GenBank pristupni broj: MT355196) i K2 (GenBank pristupni broj: MT355159) iznosio
je 100%, odnosno za soj B14 (GenBank pristupni broj: MT355438) iznosio je 99% sa sojem Pss
176 izolovanim iz kajsije (GeneBank pristupni broj KY569214). Soj B2 (GenBank pristupni broj:
MT355441) je imao visok stepen nukleotidne slicnosti (99,80%), sa sekvencama sojeva Pss
SHPS007 1 SHPS008 izolovanih iz jabuke (GeneBank pristupni broj KP753380 1 KP713782). Na
ovaj nacin potvrdena je pripadnost sojeva K1, K2, B2 i B14 vrsti Pss.

5.7.4 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena sojeva roda Xanthomonas

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primjenjena je za dva soja (B15 i BR13) kod kojih nije
doslo do umnozavanja fragmenta fis.X gena karakteristicnog za Xap.

Koris¢enjem prajmera fD1/rP2 umnozena je parcijalna sekvenca 16S rRNA gena sojeva
B15 1 BR13. Nakon sekvenciranja umnozenog PCR produkta BLAST analizom utvrdena je sli¢nost
sekvence sa odgovaraju¢im sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka.

Soj B15 (GenBank pristupni broj: MT355437), izolovan iz badema imao je visok stepen
nukleotidne sli¢nosti (99,93%), sa sljede¢im sekvencama sojeva Xap, izolovanih iz kosti¢avih
vocaka 1 badema, dostupnim u NCBI bazi: soj Xap NCPPB416 (GenBank: MK156163.1), soj
Disspa Xap 55 (GenBank: MK156162.1), soj Disspa Xap 54 (GenBank: MK156161.1), soj Disspa
Xap 53 (GenBank: MK156160.1), izolovani iz badema u Italiji; soj ICMP 611 (GenBank:
MK382400.1) i soj ICMP 612 (GenBank: MK382401.1), izolovani iz treSnje u Novom Zelandu; soj
7J195 (GenBank: MF351923.1), soj SXD90 (GenBank: MF351922.1), soj SD175 (GenBank:
MF351921.1), izolovani iz breskve u Kini; soj 16-244 (GenBank: LC507173.1), soj 15-106
(GenBank: LC507169.1), soj Xapl (GenBank: LC507165.1), izolovani iz breskve u Juznoj Koreji;
s0j 17-195 (GenBank: LC331099.1), izolovan iz Prunus spp. u Juznoj Koreji; osam sojeva pocev
od soja 17-324 (GenBank: LC388638.1) do soja 17-331 (GenBank: LC388645.1), izolovani iz
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Prunus spp., u Koreji; soj BCRC80478 (GenBank: KJ156334.1), soj BCRC80476 (GenBank:
KJ156333.1), BCRC80481 (GenBank: KJ156335.1), izolovani iz japanske Sljive u Tajvanu. Na
ovaj nacin potrvrdena je pripadnost soja B15 vrsti Xap.

Soj BR13 izolovan iz breskve na osnovu sekvencione analize 16S rRNA, pripada vrsti
Pseudomonas lutea. Stepen nukleotidne sli¢nosti proucavanog soja BR13 iznosila je 99,92%. sa
sojem OK2, izolovanim iz rizosfere trave u Spaniji (NCBI Reference Sequence: NR 029103.1).

5.7.5 Rep-PCR analiza sojeva roda Pseudomonas

U cilju utvrdivanja razlika u populaciji proucavanih sojeva, primjenjena je Rep-PCR
analiza. Ponavljaju¢e sekvence DNK razli¢ite veli¢ine kod 29 proucavanih sojeva roda
Pseudomonas, umnozene su pomocu BOX PCR reakcije, upotrebom BOXAIR prajmera.

Dobijeni genetski profili prouc¢avanih sojeva, ukazali su na znaCajan geneticki diverzitet
medu proucavanim sojevima (Slika 32). Od svih ispitivanih sojeva moguce je razlikovati 12 profila.
Neki od njih predstavljeni su jednim sojem (BR2, B10, B14, K6), dok su kod nekih profila do Cetiri
soja grupisana zajedno (JS1, K5, B1, B2; B3, B4, B11, B12; K3, K8, B5, B6). Dobijeni genetski
profili nisu bili specificni za domacina, ve¢ su se sastojali od sojeva izolovanih iz razliCitih vrsta
biljaka domacina. Nijedan genetski profil se u potpunosti nije podudarao sa profilom kontrolnog
soja. Medutim, vecina njih dijelila je nekoliko zajednickih fragmenata sa kontrolnim sojem Pss
(KFB0103) (Slika 32). Takode genetski profili nisu odgovarali porijeklu sojeva.

Slika 32. BOX-PCR profili 29 sojeva roda Pseudomonas, umnozeni pomo¢u BOX A1R prajmera: 0101, 0102, 0103,
0120 — referentni sojevi (Psm R2 (KFB 0101), Psp (KFB 0102), Pss (KFB 0103), Psm R1 (KFB 0120)); proucavani
sojevi izolovani iz ko§ti¢avih voéaka i badema (K-kajsija, BR-breskva, T-tre$nja, N-nektarina, JS-japanska §ljiva, B-
badem), K- - negativna kontrola, M — marker (MassRuler DNA Ladder Mix, Fermentas, Lithuania)

5.7.6 Rep-PCR analiza sojeva roda Xanthomonas

Razlike u populaciji 39 proucavanih Xanthomonas sojeva utvrdene su primjenom Rep-PCR
metode i upotrebom BOXAI1R prajmera (Schaad et al., 2001).

BOX-PCR profili proucavanih sojeva generalno su ukazali na homogenu strukturu i mali
diverzitet Xanthomonas sojeva (Slika 33). BOX-PCR profili sojeva B15 i BR13 su se razlikovali od
ostalih, ¢ime su potvrdeni rezultati PCR analize za detekciju fisX gdje kod ovih sojeva nije doslo do
umnozavanja fragmenta veli¢ine 943 bp (Slika 31). Kod sojeva T2, BRS, BR14 i BR26 doslo je do
umnozavanja DNK fragmenata koji nisu umnozZeni kod drugih proucavanih sojeva. Prema
rezultatima, BOX-PCR genetski profili 33 proucavana soja, podudarali su se sa genetskim profilom
referentnog soja Xap (KFB 0104).

Na osnovu BOX-PCR analize i utvrdene razlike u populaciji proucavanih sojeva, odabrano
je 10 reprezentativnih sojeva za sekvencionu analizu gyrB gena.

71



ERS ER7 EER: BR? BRI0 ERI1 ER12 BR13 ERI4 BRI E+ M - M ER16 ER17 BRI BR19 EBR20 BRIl ERXI ER23 ERIM ERIS ER27

W e e Gt B Beed e e S—

E- M ERM ERJE BRI ER3( ER31 BRIl ER33 BRiI4 ER35 BRI ER37 ER3% ER30 ER40 ER4l E+ M

Slika 33. BOX-PCR profili 39 sojeva roda Xanthomonas umnozeni pomo¢u BOX A1R prajmera. K+ referentni soj Xap
(KFB 0104); K- negativna kontrola; M — marker (MassRuler DNA Ladder Mix, Fermentas, Lithuania)

5.7.7 MLSA analiza

Kako bi se analizirala genetska varijabilnost izmedu 28 proucavanih sojeva roda
Pseudomonas i njihovi filogenetski odnosi sa sekvencama dostupnim u NCBI i PAMDB bazama
podataka, umnozene su nukleotidne sekvence Cetiri konstitutivna gena: gapA, gltA, gyrB 1 rpoD za
izvodenje MLSA analize. Dobijeno stablo je generisano na osnovu spajanja i poravnanja nukleotida
Cetiri konstitutivna gena, 28 prouCavanih sojeva i tipskih i1 patotipskih sojeva roda Pseudomonas,
ukupne duzine 2001 nukleotida (Slika 34).

Filogenetsko stablo pokazalo je da vec¢ina proucavanih sojeva, sa izuzetkom soja K6,
pripada genomskoj vrsti 1, P. s. sensu stricto, rasporedenih u filogrupi 2 (PG2), u okviru koje su
proucavani sojevi rasporedeni u tri odvojena klastera koji pripadaju podgrupama 2a, 2b i 2d (Berge
et al., 2014). Sest sojeva (BR1, BR2, N1, B13, K1 i K2) je bilo filogenetski sli¢no podgrupi 2b gdje
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se nalaze 1 referentni sojevi Pss B64 i Pss NCPPB 28. Proucavani sojevi K3, JS2, B5, B6, B7 i B8
formirali podklaster unutar podgrupe 2d zajedno sa referentnim sojevima Pss CFBP 4215 i Pss
B728A. Filogenetske grupe 2b i 2d su usko povezane. Proucavani sojevi B14 i K8 su se razlikovali
od ostalih sojeva koji pripadaju podgrupi 2d i1 smjestili su se u poseban podklaster, najsli¢niji
podgrupi 2d. Proucavani sojevi B1, B3, B4, B9, B10, B11, B12, K4, K5, K7, K9, T1, JS1 formirali
su podklaster zajedno sa dva referentna soja Pseudomonas cerasi 1 Pss soj B76, koji pripadaju
podgrupi 2a. Sojevi izolovani iz kajsije, badema 1 japanske Sljive rasporedeni su kroz tri razliCite
podgrupe 2a, 2b i 2d PG2, dok su sojevi izolovani iz breskve i nektarine rasporedeni u podgrupu 2b
PG2. Jedan soj izolovan iz japanske §ljive 1 soj iz treSnje grupisani su zajedno sa nedavno opisanom
vrstom P. cerasi (Katuzna et al., 2016).

Nijedan od proucavanih sojeva nije bio povezan sa karantinskim patogenom breskve Psp ili
Psm R2, koji pripadaju PG1 (Ruinelli et al., 2019). Soj K6 bio je poseban i najvise blizak sojevima
koji pripadaju PG3, genomovrsti 2.

Cinjenica da su prou¢avani sojevi porijeklom iz kostiGavih voéaka i badema, grupisani u tri
podgupe PG2, sa izuzetkom soja K6, ukazuje na visoki diverzitet medu prouc¢avanim sojevima.
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Slika 34. Filogenetsko stablo za 28 proucavanih sojeva, konstruisano na osnovu MLSA analize sekvenci Cetiri
konstitutivna gena (gapA, gltA, gyrB, rpoD), primjenom ,,Maximum Likelihood* metode, sa genetickom udaljeno$¢u
Duzina grana odgovara stopi supstitucija baznih parova. Uz ¢vorista su
naznacene “bootstrap” vrijednosti (1000 ponavljanja) Cija je vrijednost >50. Filogrupe su obiljezene sa PG2 i PG3, dok

izraCunatom prema Kimura-2 modelu.

su proucavani sojevi podebljani.
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5.7.8 Analiza gyrB gena

Na osnovu BOX-PCR profila i utvrdene razlike u populaciji proucavanih sojeva roda
Xanthomonas, odabrano je ukupno 10 reprezentativnih sojeva za sekvencionu analizu gyrB gena
koriS¢enjem specificnih prajmera XgyrPCR2F 1 X.gyr.rsp (Parkinson et al., 2007), kojim se
umnozava fragment veli¢ine 729 bp.

Nakon sekvenciranja umnozenog PCR produkta BLAST analizom utvrdena je sli¢nost
sekvence sa odgovaraju¢im sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka. Dobijene parcijalne
DNK sekvence pokazale su da osam proucavanih sojeva (T2: GenBank br. MN 092937, BRS:
MNO092938, BR12: MN092940, BR14: MN092941, BR22: MN092942, BR27: MN(092944, BR30:
MN092945 1 BR41: MN092946) ima stepen identi¢nosti 98,97 do 99,71% sa sekvencom gyrB gena
Xap patotip soj ICMP51. Sekvence dva proucavana soja (BR9: GenBank br. MN092939 i BR26:
MN092943) pokazale su 100% identi¢nost sa sekvencama gyrB gena Xap sojeva izolovanih iz
breskve (MG049922.1) i kajsije (KX950802.1) u Madarskoj i breskve (FN808372.1) u Italiji.

Filogenetska analiza za odabrane sojeve izvedena je primjenom ‘“neighbor-joining (NJ)
metode (Saitou and Nei, 1987), sa geneticCkom udaljeno$¢u izmedu sekvenci izracunatoj prema
Kimura-2 modelu (Kimura, 1980). Statisticka znac¢ajnost testirana je “bootstrap” analizom sa 1000
ponavljanja. Genske sekvence proucavanih sojeva koriS¢ene su za filogenetsku analizu i poredene
sa sekvencama X. arboricola patovara pruni, corylina, juglandis, celebensis, arracaciae, guizotiae,
fragariae, zantedeschiae 1 populi, kao i sekvencom X. prunicola, novog patogena nektarine (Lopez
et al.,, 2018). Filogenetsko stablo ukorijenjeno je koriS¢enjem sekvence gyrB gena sojeva
Xanthomonas campestris pv. campestris (CPBF 1136 1 ICMP 13).

Filogenetska analiza izvedena na osnovu sekvenci gyrB gena ukazala je na blisku
filogenetsku srodnost unutar vrste X. arboricola. Na filogenetskom stablu uocena je diferencijacija i
grupisanje sojeva koje je uglavnom bilo u saglasnosti sa podjelom vrste na patogene varijetete.
Izdvojeno je ukupno osam grupa, pri ¢emu su Sest referentnih Xap sojeva i Cetiri referentna X. a. pv.
Jjuglandis soja formirali jedinstvenu grupu. Proucavani sojevi su formirali jasno izdvojenu grupu. U
okviru ove grupe formirane su dvije podgrupe. U jednoj se nalazi sedam proucavanih sojeva (BR41,
BR26, BR30, BR27, BR22, BR29 i BR12), zajedno sa Sest referentnih Xap sojeva i Cetiri referentna
soja X. a. pv. juglandis. Drugu podgrupu ¢ine tri proucavana soja (T2, BRS i BR14). Referentni soj
X. prunicola TVIA 3287.1 je na filogenetskom stablu jasno izdvojen u odnosu na ostale patovare X.
arboricola. Najveca sli¢nost utvrdena je izmedu gyrB sekvenci Xap i X. a. pv. juglandis sojeva
(Slika 35).

75



_pv. pruni ML 37

_pv. pruni NCPPB 416

- pv. pruni CFBP 7100
_pv. pruni CFBP 5724

. pv. pruni CFBP 3893

- pv. pruni BCRC 80478

_pv. juglandis CFBP 2632
. pv. juglandis CFBP 7072

a
a
a
a
a
a
a
a
9 _ )
a. pv. juglandis CFBP 176
a
a
a
a
a
a
a
a

_pv. juglandis CFBP 2528

. pv. pruni BR41 (MN 092946)
. pv. pruni BR26 (MM 092943)
_pv. pruni BR30 (MN 092945)
. pv. pruni BR27 (MN 092944)
. pv. pruni BR22 (MM 092942)
_pv. pruni BR9 (MM 092939)
_pv. pruni BR12 (MN 092940)

Xoa. pv. pruni T2 (MN 092937)
E{

50

N AT I Sl T T T I A S e B i

51

X a pv. pruni BRS (MN 092938)
B0 X a pv. pruni BR14 (MN 092941)
- X.a. pv. corylina NCPPB 3776
89 X a pv. celebensis CFBP 7150
X a. pv. arracaciae CFBP 7407
76 1.1, X a. pv. corylina ICMP 5726
X a. pv. corylina LMG 888
X_a_ pv. corylina NCPPB 935
a5 X.a. pv. guizotiae CFBP 7408
X a. pv. fragariae CFBP 6763
X a pv. zantedeschiae CFBP 7410
X a. pv. corylina NCPPB 3870
X a. pv. populi CFBP 2113

38
93

X prunicola IVIA 3287 1
| X. campestris pv. campestris CPBF 1136

100! X campestris pv. campestris ICMP 13

0.020

Slika 35. Dendrogram konstruisan na osnovu analize sekvence gyrB gena koriS¢enjem NJ metode sa genetickom
udaljeno$éu izracunatom prema Kimura-2 modelu. Duzina grana odgovara stopi supstitucija baznih parova. Uz ¢vorista
su naznacene “bootstrap” vrijednosti (1000 ponavljanja). Pristupni brojevi (GenBank) navedeni su u zagradi.
Filogenetsko stablo ukorijenjeno je koris¢enjem sekvenci sojeva X. campestris pv. campestris CPBF 1136 1 ICMP 13.

76



5.8 Proucavanje osjetljivosti sojeva prema baktericidima

Proucavani sojevi ispoljili su razlike u pogledu osjetljivosti prema proucavanim
baktericidima. U pogledu osjetljivosti prema bakar-sulfatu, svi proucavani sojevi kao i kontrolni
sojevi (Pss (KFB 0103), Psm R2 (KFB 0101), Psm R1 (KFB 0120), Xap (KFB 0104)) razvijali su
se na SPA podlozi sa 100 i 200 ppm bakar-sulfata, Sto ukazuje na njihovu rezistentnost prema
navedenim koncentracijama ovog preparata. Na podlozi sa streptomicin-sulfatom svi proucavani
sojevi, kao 1 kontrolni sojevi, ispoljili su osjetljivost prema 25 ppm i 50 ppm streptomicin-sulfata.
Pozitivna kontrola, soj X. euvesicatoria (E-3, KFB 062), je rezistentan na proucavane koncentracije
baktericida i razvijao se na SPA podlozi sa bakar-sulfatom i streptomicin-sulfatom (Slika 36).

Slika 36. Razvoj proucavanih sojeva na podlozi sa baktericidima. (a) sojevi Pseudomonas sp. na podlozi sa 200 ppm
bakar- sulfata; (b) sojevi Xanthomonas sp. na podlozi sa 200 ppm bakar- sulfata; (c) sojevi Pseudomonas sp. na podlozi
sa 25 ppm streptomicin- sulfata; (d) sojevi Xanthomonas sp. na podlozi sa 25 ppm streptomicin- sulfata. Pozitivna
kontrola soj E-3, razvijao se na svim podlogama §to ukazuje na njegovu rezistentnost na prou¢avane koncentracije
baktericida.
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6. DISKUSIJA

Proizvodni zasadi koSti¢avih vocaka 1 badema su medu ekonomski najvaznijim zasadima
Sirom svijeta. U vocéarstvu Crne Gore, znacajno mjesto zauzimaju zasadi narocito Sljive u sjevernom
1 breskve u centalnom dijelu zemlje. Plodovi kosti¢avih vo¢aka u Crnoj Gori se uglavnom koriste za
svjezu potrosnju, dok se tek posljednjih godina intenzivno razvijaju preradivacki kapaciteti.

Zbog veoma velike bioloske vrijednosti, plodovi kosticavih vocaka i badema imaju
zanacajnu ulogu u ljudskoj ishrani, a u novije vrijeme postaju veoma vazan faktor u prevenciji
mnogih bolesti.

U svim podrucjima gajenja kosticavih vocaka i badema, fitopatogene bakterije mogu, pri
povoljnim klimatskim uslovima, prouzrokovati velike ekonomske gubitke u proizvodnji.

Zasnivanje proizvodnih zasada kosti¢avih vocaka i badema u Crnoj Gori sa sadnim
materijalom, porijeklom iz uvoza, povecava rizik od unoSenja karantinskih vrsta bakterija i pojave
bakterioza jaceg intenziteta.

Iako u posljednjem periodu nisu zabiljeZene Stete veceg obima, imajuci u vidu da bakterioze
kostiCavih vocaka i1 badema nisu bile predmet intenzivnih proucavanja u Crnoj Gori duzi niz
godina, pristupilo se sveobuhvatnom proucavanju ovog problema.

U cilju utvrdivanja prisustva bakterioznih oboljenja tokom 2017. 1 2018. godine, izvrSen je
obilazak najznacajnijih regiona po gajenju kosti¢avih vocaka i badema u Crnoj Gori.

Iz prikupljenog simptomaticnog biljnog materijala sa vise od 50 lokaliteta, izolacija
fitopatogenih bakterija je bila uspjeSna iz uzoraka prikupljenih iz 20 lokaliteta, $to ukazuje da
simptomi Cesto nisu pouzdan dijagnosticki kriterijum 1 da sline simptome mogu prouzrokovati
drugi biotski (gljive, fitoplazme, virusi i insekti) ili abiotski faktori (niske i visoke temperature,
ozljede nasale mehanickim putem, prekomjerna upotreba sredstava za zastitu bilja i dr.).

U okviru ovog istrazivanja, ukupno je prouceno 68 sojeva bakterija. Najveci broj sojeva (37)
je izolovan sa lokaliteta Cemovsko polje, gdje je i skoncentrisana najznacajnija proizvodnja breskve
i nektarine u Crnoj Gori. Uzorkovanje biljnog materijala vrSeno je tokom cijele godine, ali je
najuspjesniji period za izolaciju sojeva Pss bio tokom kasnog proljeca, a za sojeve Xap kasnog ljeta
i rane jeseni. Soj BRS Xap je izolovan pocetkom decembra. Takode, izolacija sojeva Xap bila je
uspjesna i tokom maja 2019. godine, kada je izolovan veci broj sojeva koji nisu proucavani u ovom
radu. Na osnovu ovoga mozemo zakljuciti da se bakterija Xap moZe uspjesno izolovati tokom
cijele sezone tj. tokom proljeca, kasnog ljeta, rane i kasne jeseni. Prema podacima iz literature,
proljeéni period je najuspjesniji period za izolaciju sojeva Pss i Psm (Crosse, 1966; Hattingh and
Roos, 1995; Spotts et al., 2010; Balaz et al., 2016). U literaturi se navodi da se Xap moZze uspjesno
izolovati iz simptomati¢nih uzoraka biljnog materijala (lista, ploda, grane i grancice) breskve,
nektarine 1 Sljive od aprila do sredine avgusta, dok je izolacija patogena iz pupoljaka, bila
neuspjeSna krajem zime (Giovanardi et al., 2016). NajuspjeSnija izolacija sojeva bakterija
postignuta je iz listova sa simptomima pjegavosti (oko 66,1%), dok su ostali sojevi izolovani iz
plodova, lisne peteljke, pupoljaka, grancica i grana. Takode, znacajno je ista¢i da su izolacije
bakterija iz uzoraka sa simptomima viSegodiSnjih rak-rana i ,,crnih vrhova® grancica Cesto bile
neuspjesne. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da u rak-ranama ostaje mali dio populacije bakterija
Pseudomonas syringae tokom ljetnjih mjeseci, kao 1 da prouzrokovaci pomenutih simptoma mogu
biti 1 druge prirode. Simptom pjegavosti liS¢a koji prouzrokuje Xap, moze se lako zamijeniti sa
onim koje prouzrokuju gljivicni patogeni Wilsomomyces carpophilus 1 Venturia carpophila
(Rosello et al., 2012).

Proucavani sojevi su svrstani u dva roda: Pseudomonas i1 Xanthomonas, na osnovu
morfoloskih, patogenih, biohemijsko-fizioloskih i molekularnih odlika.

Izolacija sojeva je vrSena na podlozi od hranljivog agara (HA). Sojevi su na osnovu
morfoloskih odlika kolonija svrstani u dva roda: Pseudomonas i Xanthomonas. Upotreba HA za
izolaciju bakterija nije bila pogodna zbog neselektivnosti i razvoja saprofitnih bakterija sli¢nih
odgajivackih odlika patogenim. Za dobijanje Cistih kultura sojeva roda Xanthomonas koris¢ena je
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YDC podloga. Na HA podlozi, 29 Pseudomonas sp. sojeva formiralo je ispupCene, sjajne,
sivobjelicaste krupne kolonije, dok je na YDC podlozi 39 Xanthomonas sp. sojeva formiralo sjajne,
ispupcene kolonije krem zute boje, sluzaste konzistencije. Posebnu paznu privukao je soj B7,
izolovan iz badema, koji se razlikovao od ostalih Pseudomonas sojeva, stvaranjem smedeg
pigmenta u HA 1 Kingovoj podlozi B. U literaturi se navodi da Sest sojeva izolovanih iz drijena
(Cornus mas) (Katluzna, 2019) i Pseudomonas sojevi izolovani iz borovnice (Vaccinium
corymbosum) (Katuzna et al., 2013) u Poljskoj, oni stvaraju smedi pigment u Kingovoj podlozi B,
koji mijenja boju podloge nakon 48h.

Odabir sojeva za dalja proucavanja, izvrSen je na osnovu patogenih odlika, odnosno
sposobnosti da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju listova duvana i muskatle i karakteristicne
simptome, u vidu nekroza, na biljkama domacinima.

Pojava hipersenzitivne reakcije proucena je koriS¢enjem dvije test biljke: duvan i muskatla.
Listovi muskatle su se pokazali kao prakti¢ni za provjeru hipersenzitivnosti sojeva, iz razloga §to su
dostupni tokom cijele godine i pogodni za inokulaciju. Na listovima duvana i muskatle, svi
proucavani sojevi prouzrokovali su hipersenzitivnu reakciju posle 24, odnosno 48 h. Uoceno je da
sojevi koji pripadaju rodu Pseudomonas, prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju posle 24 h, dok
sojevi koji pripadaju rodu Xanthomonas nakon 48 h. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
drugih autora. Sojevi Pss i Psm prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju posle 24 h (Giovanardi et al.,
2018), dok sojevi Xap nakon 24-48 h (Giovanardi et al., 2016).

Uspjesna provjera patogenosti prema biljci domacinu izvrSena je vjeStackom inokulacijom
ubranih mladara, listova i nezrelih plodova. Izvodenje testa patogenosti vjeStaCkom inokulacijom
kosti¢avih biljaka i badema moze trajati i viSe mjeseci i zahtjeva specifi¢ne uslove da bi doslo do
pojave simptoma. Zato se u cilju provjere patogenosti inokuliSu djelovi biljke domacina, tj. pojedini
organi, kako bi se patogene odlike sojeva bakterije proucile u $to kra¢em roku. U ovom radu, test
patogenosti izveden je na mladarima, listovima i1 plodovima koriS¢enjem razli¢itih metoda
inokulacije pri ¢emu su uocene razlike u dinamici ispoljavanja simptoma patogenosti, o ¢emu
izvjestavaju 1 drugi autori. Patogenost sojeva P. siringae moze se provjeriti na biljci domacinu,
njenim mladarima, listovima ili plodovima (Bedford et al., 2003; Kaluzna and Sobiczewski, 2009;
Hulin et al., 2018; Ruinelli et al., 2019). Patogenost sojeva Xap moze se provjeriti na listovima
osjetljivih sorti breskve i §ljive (Randhawa and Civerolo, 1985), na listovima mladih izdanaka
breskve 1 §ljive (Randhawa and Civerolo, 1985; Du Plessis, 1988), na nesazrelim plodovima
breskve i §ljive (Giovanardi et al., 2016).

Dobijeni rezultati pokazuju da inokulacija odvojenih organa (mladara, liS¢a i plodova)
umjesto cijele biljke domacina, moze dati pouzdane rezultate u ispitivanju patogenosti sojeva.
Medutim, test inokulacije odvojenih listova ima neke prednosti u odnosu na inokulaciju mladara i
plodova: simptomi patogenosti se brzo ispoljavaju (nakon tri dana od inokulacije), liS¢e je dostupno
duzi vremenski period tokom godine u odnosu na mladare i plodove, metoda inokulacije —
infiltracija bakterijske suspenzije je brza, ponovljiva i jednostavna za izvodenje (Moragrega et al.,
2003; Bedford et al., 2003). Medutim, inokulacija listova japanske §ljive (Prunus salicina), se nije
pokazala pogodnom za izvodenje testa patogenosti. Listovi japanske Sljive nisu pogodni za
inokulaciju, jer biljno tkivo prilikom inokulacije lako puca i1 bakterijsku suspenziju je tesko
infiltrirati (Slika 17d).

Patogenost proucavanih sojeva potvrdena je ispoljavanjem karakteristi¢nih simptoma, u vidu
nekroza, koje se na mladarima pojavljuju 7-12 dana, na listovima 3-7 dana i na plodovima 2-10
dana nakon inokulacije. Sli¢ne rezultate u proucavanju patogenosti sojeva Xap, navode i drugi
autori. Inokulacijom odvojenih listova kajsije sojevima Xap, nakon 3 do 4 dana pojavljuju se
vodenaste pjege, koje prelaze u smede, nekroticne pjege, ponekad okruzene sivkasto-bijelim ili
ljubicastim oreolom (Schwarczinger et al., 2017). Inokulacijom odvojenih listova breskve sojevima
Xap, nakon sedam dana pojavljuju se tipicni simptomi pjegavosti (Schwarczinger et al., 2017).
Inokulacijom odvojenih listova badema sa sojevima Xap pojavljuje se karakteristican simptom
bakterijske pjegavosti (Palacio-Bielsa et al., 2010). Nakon 12 dana od inokulacije sojevima Xap, na
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plodovima breskve 1 Sljive pojavljuju se nekroticne zone na mjestu inokulacije (Giovanardi et al.,
2016).

Nakon preliminarne determinacije proucavanih sojeva na osnovu izgleda i razvoja kolonija
na hranjivim podlogama i provjere patogenosti, izvrSena je diferencijacija sojeva na dvije grupe, tj.
one Cije kolonije podsjecaju na Pseudomonas spp. i one sa odgajivackim odlikama Xanthomonas
spp. Zatim je identifikacija proucavanih sojeva nastavljena primjenom opstih i diferencijalnih
testova za identifikaciju vrsta ova dva roda. Svi proucavani sojevi su Gram negativni, stvaraju
katalazu, ali ne i oksidazu i imaju oksidativan metabolizam glukoze.

U literaturi se navodi da je stvaranje fluorescentnog pigmenta na Kingovoj podlozi B,
koristan diferencijalni test za identifikaciju Pseudomonas syringae (Sulikowska and Sobiczewski,
2008; Bultreys and Kaluzna, 2010; Giovanardi et al., 2018). Stvaranje fluorescentnog pigmenta
znacajna je bakterioloSka karakteristika pri identifikaciji patogenih varijeteta vrste P. syringae, jer
patovar syringae stvara fluorescentni pigment, dok reakcija patogenog varijeteta morsprunorum
moze biti promjenjiva, a patogeni varijeteti persicae i avii ne stvaraju fluorescentni pigment na
Kingovoj podlozi B (Bultreys and Katuzna, 2010). Stvaranje zelenog fluorescentnog pigmenta,
uprkos kasnije ispoljenim razlikama u pogledu pojedinih karakteristika medu sojevima, ispostavilo
se kao jedna od zajednickih odlika 29 proucavanih sojeva grupe Pseudomonas (Tabela 5).

Svih 29 fluorescentnih sojeva su oksidaza negativni, ne prouzrokuju trulez kriski krompira,
niti hidrolizuju arginin 1 svi prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju duvana.

Na osnovu rezultata LOPAT testova, moze se zakljuciti da 15 sojeva (K3, BR1, Bl1, B2, B8,
JS2, K8, BR2, N1, B3, B6, B7, B10, B13, B14) pripadaju vrsti Pseudomonas syringae, i svrstani su
u la LOPAT grupu roda Pseudomonas, kojoj pripada i Pss. Preostalih 14 sojeva (K7, B12, B3, B4,
B9, B11, K4, K1, K2, K6, K5, K9, T1, ] él) nisu jasno stvarali levan, dok su im ostale karakteristike
odgovarale ITa LOPAT grupu roda Pseudomonas (Tabela 5). Medutim, u literaturi se navode
varijacije u izgledu levan tipa kolonija koje su ipak ocijenjene kao levan pozitivne. Tako Pss sojevi
izolovani iz dZzanarike (Prunus cerasifera), formiraju manje ispupcene kolonije koje stvaraju vise
sluzi, ili dva Pss soja iz kajsije po povrSini kolonija formiraju radijalne pruge Sto im daje hrapav
izgled (Gavrilovi¢, 2006). U literaturi ima podataka o sojevima P. syringae koji ne stvaraju levan,
ali se oni karakteriSu 1 slabijim stepenom patogenosti (Mansvelt and Hattingh, 1986). Roos 1
Hattingh (1983) navode da pojedini sojevi izolovani iz kosticavih voc¢aka formiraju ravne nelevan
tipa kolonije, koji su takode identifikovani kao sojevi Pss.

Rezultati GATTa testova pokazali su da 29 sojeva nisu homogeni u pogledu ovih
karakteristika. Na osnovu GATTa testova moze se zakljuditi da pet sojeva (K3, BR1, B1, B8, JS2)
posjeduje iste karakteristike kao i potogeni varijetet syringae (G+A+T-Ta—). Svi proucavani sojevi
hidrolizuju eskulin, ve¢ina hidrolizuje zelatin (22 proucavana soja) i ne koristi tartarate (20
proucavanih sojeva), dok veéina sojeva stvara tirozinazu (23 proucavana soja). Rezultati
proucavanja GATTa testova u ovom istrazivanju pokazali su, kao i literaturni podaci, da je
dijagnosticka vrijednost GATTa testova u diferencijaciji sojeva ograni¢ena. Ovi testovi su pouzdani
samo za razlikovanje patovara syringae 1 morsprunorum rasa 1 (Latorre and Jones, 1979). Sojevi
Psm R1 ne hidrolizuju Zelatin i eskulin, ali proizvode tirozinazu i koriste tartarate (Bultreys and
Katuzna, 2010). Vicente i Roberts (2007) pokazali su da neki sojevi Psm R2 mogu dati iste rezultate
GATTa testova (+ + - -) kao sojevi patovara syringae. Osim toga, rezultati GATTa testova za druge
patovare P. syringae uglavnom su nepoznati, §to dodatno usloznjava njihovu diferencijaciju.

Dvadeset jedan proucavani soj je zadrzao vitalnost nakon sedam dana na NAS podlozi, dok
je osam sojeva izgubilo vitalnost. U literaturi se navodi da patovar syringae zadrzava duze vitalnost
u odnosu na patovar morsprunorum. Gasi¢ i sar. (2012) navode da je patovar morsprunorum
izgubio vitalnost nakon cetiri dana, dok su patovari syringae i1 persicae ostali vitalni najmanje
sedam dana. Medutim, Gavrilovi¢ (2006) navodi da Pss i Psm sojevi porijeklom sa ploda visnje,
zadrzavaju vitalnost duze od 10 dana na NAS podlozi. Isti autor, kao i Burkowicz i Rudolph (1994)
navode da ovo nije dovoljno pouzdan test za razlikovanje patogenih varijeteta P. syringae, $to je u
skladu sa rezultatima u ovom istrazivanju.
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Stvaranje Cestica leda bitna je odlika Pss, jer ova osobina patogena u prirodi doprinosi
izmrzavanju biljnih tkiva. Dvadeset pet proucavanih sojeva je ispoljilo sposobnost stvaranja Cestica
leda, dok je kod cetiri soja (K1, K2, B12, B14), reakcija je bila negativna (Tabela 5). Na osnovu
rezultata testa, moze se zakljuciti da 25 proucavanih sojeva porijeklom iz kosti¢avih vocaka i
badema, pripadaju patogenu Pss. Sposobnost stvaranja Cestica leda (INA) bitna je odlika sojeva Pss
(Roos and Hattingh, 1983; Moore, 1988). Medutim, navedeni autori isticu da pojedini sojevi
patovara syringae, kao i intermedijarni sojevi ne stvaraju Cestice leda. Sposobnost stvaranja Cestica
leda posjeduje 85% sojeva P. syringae filogrupa 2 (Berge et al., 2014)

Jedna od karakteristika Pss je sposobnost sinteze toksina siringomicina, koji igra vaznu
ulogu u virulentnosti patogena. Primjenom PCR reakcije izvrSena je detekcija syrB gena za sintezu
siringomicina, kod 25 proucavanih sojeva, dok do umnozavanja fragmenta veli¢ine 752 bp nije
doslo kod cetiri proucavana soja (K1, K2, B2, B14). Detekcija syrB gena se pokazala kao korisna i
brza metoda u identifikaciji Pss sojeva (Scortichini and Rossi, 2003; Gilbert et al., 2009; Kaluzna et
al., 2010). Bultreys i Katuzna (2010) izvijestili su da proizvodnja toksina nije konstantna kod
patogena Pss. Poznato je da neki sojevi Pss gube sposobnost proizvodnje toksina ako se ¢uvaju duze
vrijeme (Hwang et al., 2005).

Za cetiri soja kod kojih nije doSlo do umnozavanja fragmenta syrB gena primjenjena je
sekvenciona analiza 16S rRNK gena. Na osnovu poredenja dobijenih sekvenci sa sekvencama
dostupnim u NCBI bazi, utvrdeno je da sojevi K1, K2, B14 1 B2 ipak pripadaju bakteriji Pss.

U cilju utvrdivanja genetickog diverziteta u populaciji prouc¢avanih sojeva, primjenjena je
Rep-PCR analiza. Ponavljaju¢e sekvence kod 29 proucavanih sojeva umnozene su pomoc¢u BOX
PCR reakcije, upotrebom BOXAIR prajmera. Dobijeni genetski profili ukazali su na znacajan
geneticki diverzitet medu proucavanim sojevima. U literaturi se navodi da je primjenom Rep — PCR
analize utvrdena homogena populacija medu sojeva patovara morsprunorum rasa 1 1 2, i heterogena
populacija medu sojevima patovara syringae (Scortichini and Rossi, 2003; Vicente and Roberts,
2007; Gilbert et al., 2009; Kaluzna et al., 2010; Giovanardi et al., 2018). Medu proucavanim
sojevima moguce je razlikovati 12 profila. Neki od njih predstavljeni su pojedina¢nim sojevima
(BR2, B10, B14, K6), dok su kod nekih profila do Cetiri soja grupisana zajedno (JSI, K5, B1, B2;
B3, B4, Bl11, B12; K3, K8, B5, B6). Dobijeni genetski profili nisu bili specifi¢cni za domacina,
sastojali su se od sojeva izolovanih iz razli¢itih vrsta biljaka domacina. Nijedan se profil u
potpunosti nije podudarao sa profilom kontrolnog soja. Medutim, vec¢ina njih dijelila je nekoliko
zajednickih fragmenata sa kontrolnim sojem Pss (KFB0103) (Slika 32). Takode genetski profili
nisu odgovarali porijeklu sojeva. Dobijeni BOX-PCR profili su se razlikovali medu sojevima
izolovanim iz iste biljne vrste, kao 1 kod sojeva izolovanih sa istog lokaliteta i iste biljne vrste.
Sli¢ni rezultati se navode u proucavanju genetickog diverziteta sojeva izolovanih iz kajsije u Italiji
(Gormez et al., 2013).

Analiza genetske varijabilnosti izmedu 28 proucavanih sojeva i njihovi filogenetski odnosi
sa sekvencama dostupnim u NCBI i PAMDB bazama podataka, izvedena je MLSA analizom, pri
¢emu su umnozene nukleotidne sekvence Cetiri konstitutivna gena: gapA, gitA, gyrB 1 rpoD.
Dobijeno filogenetsko stablo pokazalo je da ve¢ina sojeva, sa izuzetkom soja K6, pripada
genomskoj vrsti 1, P. s. sensu stricto, rasporedenih u filogrupi 2 (PG2), u okviru koje su proucavani
sojevi rasporedeni u tri odvojena klastera koji pripadaju podgrupama 2a, 2b i 2d (Berge et al.,
2014). Nijedan od proucavanih sojeva nije bio povezan sa karantinskim patogenom breskve Psp ili
sa Psm R2, koji pripadaju PG1 (Ruinelli et al., 2019). Soj K6 bio je poseban i najvise blizak
sojevima koji pripadaju PG3, genomovrsti 2 koji obuhvata Psm R1 i P. syringae pv. cerasicola
(Ruinelli et al., 2019). Ovi rezultati pokazali su da su sojevi izolovani iz kosti¢avih vo¢aka i badema
rasporedeni kroz PG2, izuzev soja K6 koji je rasporeden u PG3. Cini se da su dobijeni rezultati
sli¢ni rezultatima koje navode Ruinelli i sar. (2019). Oni su proucavali filogenetske odnose sojeva
izolovanih iz Prunus spp, koji su bili rasporedeni u PG1, PG2 i PG3. Utvrdili su da sojevi koji
pripadaju istoj PG nisu grupisani u jedan monofiletski klaster (Ruinelli et al, 2019). Hulin i sar.
(2018) navode da sojevi Pss izolovani iz Prunus spp., nisu formirali monofiletski klaster nego su
rasporedeni kroz PG2. PG2 pokazuje najvecu raznolikost domacina i ukljuCuje veéinu sojeva

81



patovara syringae (Hwang et al., 2005). PG2 predstavlja najraznovrsniju filogrupu P. syringae
kompleksa, koja je podijeljena u pet podgrupa, dok podgrupi 2b pripada patovar syringae (Berge et
al., 2014). PG2 ukljucuje patogene sojeve, ali i sojeve sa slabom patogenoscu, kao 1 sojeve koji
naseljavaju veoma raznovrsna stanista i razlicite ekoloSke niSe (Berge et al., 2014).

Cinjenica da su proudavani sojevi grupisani u tri podgupe PG2, sa izuzetkom soja K6,
ukazuje na veliki diverzitet medu proucavanim sojevima Pseudomonas syringae porijeklom iz
kosti¢avih voc¢aka i1 badema. Posebnu paznju privukao je soj K6, izolovan iz kajsije, koji je MLSA
analizom bio najviSe blizak sojevima koji pripadaju PG3, genomovrsti 2 koji obuhvata Psm R1 i
Psc (Ruinelli et al., 2019). Medutim, na osnovu ostalih rezultata (sinteza siringomicina, stvaranje
Cestica leda, hidroliza arginina, fluorescencija na Kingovoj B podlozi), ovaj soj je najsli¢niji
patogenu Pss.

Na osnovu sveobuhvatnih rezultata, mozemo re¢i da proucavani sojevi izolovani iz
kostiCavih vocaka i badema, porijeklom iz Crne Gore najverovatnije pripadaju Pss.

Za diferencijaciju grupe od 39 Xanthomonas sojeva, na osnovu rezultata proucavanja
patogenih odlika, razvoja kolonija na YDC podlozi, kao i rezultata opstih testova (Gram test,
aktivnost oksidaze i katalaze, O/F test), dalje su primjenjeni testovi koji se koriste za diferencijaciju
bakterija roda Xanthomonas (Tabela 6). Proucavanjem biohemijsko-fizioloSkih odlika sojeva Xap
utvrdeno je da proucavani sojevi ispoljavaju visok stepen homogenosti, ali i da medu pojedinim
sojevima postoje razlike u pogledu nekih odlika. Svi proucavani sojevi hidrolizuju eskulin 1 ne
razvijaju se pri 37°C. Dobijeni rezultati su u skadu sa biohemijsko-fizioloskim karakteristikama
sojeva Xap: ne hidrolizuje skrob, hidrolizuje zelatin i eskulin i1 razvija se pri 35°C (Fahy and
Persley, 1983; Schaad and Stall, 1988; EPPO Standards PM 7/64 (1)). Razlike u pogledu pojedinih
odlika namecu potrebu u standardizaciji izvodenja metoda, ali 1 ukazuju na mogucu heterogenost
sojeva u pogledu hidrolize skroba i zelatina. Skrob hidrolizuju cetiri proucavana soja (T2, BRS,
BR14 i B15), dok dva proucavana soja (BR13 i BR25) ne hidrolizuju Zelatin.

Koris¢enjem specifi¢nih prajmera XapY17-F/XapY17-R u reakciji lan¢anog umnoZzavanja
fragmenata DNK (Pagani, 2004; Pothier et al., 2011), umnozZen je fragment veli¢ine 943 bp kod 37
proucavanih sojeva i kod referentnog soja Xap (KFB 0104), dok do umnoZzavanja odgovarajuceg
DNK fragmenta nije dosSlo kod dva proucavana soja (B15 i BR13). Negativan rezultat kod ova dva
soja moze se objasniti odsustvom ciljane sekvence, ili promjenama u redosledu nukleotida DNK
bakterije nastalim nekim tipom mutacije, ili nedovoljnom komplementarno$¢u ovog gena sa
primjenjenim prajmerom. Specifi¢ni prajmeri za identifikaciju sojeva Xap (Pagani, 2004; Pothier et
al., 2011), nalaze Siroku primjenu u posljednjoj deceniji u identifikaciji Xap izolovanih iz Prunus
vrsta: prvi nalaz Xap na kajsiji u Madarskoj (Schwarczinger et al., 2017); prvi nalaz Xap na breskvi
u Madarskoj (Schwarczinger et al., 2018); prvi nalaz Xap na bademu u Evropi (Palacio-Bielsa et al.,
2010); prvi nalaz Xap na breskvi u Crnoj Gori (Popovi¢ et al., 2020); prvi nalaz Xap na Prunus
laurocerasus u Holandiji (Tjou-Tam-Sin et al., 2013); Xap na Prunus laurocerasus u Centralnoj
Italiji (Marchi et al., 2011).

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primjenjena je za dva Xanthomonas soja (B15 i BR13)
kod kojih nije doSlo do umnozavanja fragmenta fisX gena. Nakon sekvenciranja umnozenog PCR
produkta BLAST analizom utvrdena je slicnost sekvence sa odgovaraju¢im sekvencama dostupnim
u NCBI bazi podataka. Soj B15 izolovan iz badema imao je visok stepen nukleotidne sli¢nosti
(99,93%), sa velikim brojem sekvenci sojeva Xap, izolovanih iz kosti¢avih vocaka 1 badema. Na
ovaj nacin potvrdena je pripadnost soja B15 vrsti Xap. Soj BR13 izolovan iz breskve na osnovu
sekvencione analize 16S rRNK gena pripada vrsti Pseudomonas lutea. Stepen identi¢nosti
prou¢avanog soja BR13 iznosila je 99,92% sa sojem OK2, izolovanim iz rizosfere trave u Spaniji
(NCBI Reference Sequence: NR 029103.1).

Rep-PCR metodom, na osnovu dobijenih BOX-PCR profila, utvrden je nizak stepen
polimorfizma, odnosno homogena populacija prou¢avanih Xanthomonas sojeva. BOX-PCR profili
33 proucavana soja, podudarali su se sa profilom referentnog soja Xap (KFB 0104). BOX-PCR
profili sojeva B15 1 BR13 su se razlikovali od ostalih, ¢ime su potvrdeni rezultati PCR analize za
detekciju fisX gdje kod ovih sojeva nije doSlo do umnozavanja fragmenta veli¢ine 943 bp (Slika
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31). Kod sojeva T2, BR5, BR14 i BR26 doslo je umnozavanja DNK fragmenata koji nisu umnoZzeni
kod drugih proucavanih sojeva (Slika 29). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih
autora. Proucavanja strukture populacije Xap primjenom ove metode ukazala su na homogenu
strukturu i nizak stepen polimorfizma (Zaccardelli et al., 1998; Boudon et al., 2005; Rademaker et
al., 2005; Barionovi and Scortichini, 2008; Gasi¢ 1 Obradovi¢, 2009; Kawaguchi, 2012, 2014;
Giovanardi et al., 2016). Barionovi i Scortichini (2008) isti¢u da primjenom Rep-PCR metode, na
osnovu dobijenih BOX-PCR profila, sojevi Xap porijeklom iz Italije, Spanije i Australije, ne
pokazuju geneticki diverzitet. U Japanu, primjenom rep-PCR metode, izmedu sojeva Xap
izolovanih iz breskve, utvrdena je gotovo homogena populacija (Kawaguchi, 2012; 2014).
Primjenom Rep-PCR metode, koriste¢i ERIC, REP i BOX prajmere, 23 soja izolovana iz breskve i
Sljive, u Italiji, pokazala su neznatne geneticke varijacije, pri ¢emu je zaklju¢eno da su proucavani
sojevi 1 referentni sojevi Xap usko povezani (Giovanardi et al., 2016). Hipoteza da Xap sojevi
pripadaju jednoj populaciji sa veoma niskim genetickim diverzitetom objaSnjava se distribucijom
istog sortimenta u svim oblastima gajenja, kao i veoma ograni¢enim genetickim diverzitetom
domacina (Hajri et al., 2012).

Na osnovu BOX-PCR analize i utvrdene razlike u populaciji proucavanih sojeva, iz
Xanthomonas grupe odabrano je ukupno 10 reprezentativnih sojeva za sekvencionu analizu gyrB
gena. Filogenetska analiza zasnovana na parcijalnim sekvencama gyrB gena ukazuje na povezanost
sojeva iste vrste 1 pouzdana je metoda u identifikaciji sojeva do nivoa vrste (Parkinson et al., 2007).
Gen gyrB je koris¢en od strane drugih autora u proucavanju odnosa izmedu X. arboricola patogena
(Young et al., 2008; Parkinson et al., 2007, 2009) i postao je referenca za filogenetsku identifikaciju
vrsta unutar roda (Fischer-Le Saux et al., 2015). Filogenetska analiza izvedena na osnovu sekvenci
gyrB gena ukazala je da 10 reprezentativnih sojeva formira jasno izdvojenu grupu. Najveca sli¢nost
utvrdena je izmedu gyrB sekvenci Xap 1 X. a. pv. juglandis sojeva (Slika 35). Filogenetska analiza
zasnovana na sekvenciranju gyrB gena pokazala je da 23 soja izolovana iz breskve i Sljive, na
sjeveroistoku Italije, formiraju jedinstvenu grupu, odvojenu od ostalih patovara X. arboricola
(Giovanardi et al., 2016). Na osnovu sprovedene analize i grupisanja sojeva patovara pruni i
juglandis u jednu homogenu grupu, moze se zakljuciti da gyrB gen ne predstavlja pogodan
geneticki marker za utvrdivanje filogenetskih odnosa medu patovarima pruni 1 juglandis. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima Katuzna i sar. (2014), gdje se analizom sekvenci gyrB
gena sojevi X. arboricola pv. juglandis grupiSu zajedno sa sojem Xap (ICMP 51PT), §to pokazuje
da analiza gyrB gena nije dovoljna za identifikaciju patovara pruni i juglandis.

Dugogodisnja primjena bakarnih preparata i antibiotika 1 veliki broj njihovih aplikacija
tokom vegetacionih sezona, povezana je sa razvojem otpornih populacija patogena (Sundin et al.,
2016)._Primjena antibiotika u zastiti bilja zabranjena je u vecini evropskih drzava, kao 1 u Crnoj
Gori, stoga ne iznenaduje visoka osjetljivost proucavanih sojeva prema streptomicinu. Primjena
raznih antibiotika uglavnom daje pozitivne rezultate, ali i pored njihove ograni¢ene dozvole za
primjenu, utvrdena je i rezistentnost fitopatogenih bakterija prema vecini antibiotika (McManus et
al., 2002).

Stepen osjetljivosti sojeva prema baktericidima moze se utvrditi u laboratorijskim uslovima
merenjem koncentracije jedinjenja potrebnog za inhibiciju rasta. Koncentracija bakar sulfata od 300
ppm ihibira rast sojeva Xap izolovanih iz breskve i §ljive, u Italiji (Giovanardi et al., 2016). Sojevi
P. syringae izolovani iz kajsije u Italiji, ispoljili su umjerenu (200 ppm) do visoku otpornost (500
ppm) na bakar (Giovanardi et al., 2018).

U ovom radu proucena je in vitro, osjetljivost proucavanih sojeva na bakar-sulfat i na
antibiotik streptomicin-sulfat. Rezultati prouc¢avanja u ovom radu ukazuju da su svi proucavani
sojevi bili otporni na 100 1 200 ppm bakar-sulfata. Takode svi proucavani sojevi su bili osjetljivi na
25 ppm 1 50 ppm streptomicin-sulfata. Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost razvoja otpornosti
Xap 1 Pss sojeva na bakar-sulfat, Sto moZze biti posljedica intenzivne upotrebe ovog jedinjenja u
zastiti bilja. Mnogi autori navode da bi tretiranje bakarnim preparatima moglo dovesti do razvoja
otpornih sojeva bakterija (Sulikowska and Sobiczewski, 2008; Giovanardi et al., 2016, 2018). S
druge strane, upotreba streptomicin-sulfata moze doprinijeti kontroli bolesti, ali antibiotici nisu
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registrovani za primjenu u zastiti biljaka u Crnoj Gori. Prethodno opisani rezultati pokazali su da su
sojevi Pss izolovani iz koSti¢avih vocaka osjetljivi na antibiotik streptomicin (Mohammadi et al.,
2001; Khodaygan et al., 2012; Vasebi et al., 2019). U cilju ocuvanja efikasnosti baktericida 1

sprijeavanja pojave rezistentnosti neophodna je njihova kontrolisana i racionalna primjena u
praksi.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove disertacije, moze se zakljuciti sljedece:

>

Pregledom zasada kosti¢avih vocaka i badema na teritoriji Crne Gore, u periodu od
2017-2018. godine, utvrdeno je prisustvo patogenih bakterija u prikupljenim
uzorcima.

1z uzoraka oboljelih kosti¢avih vocaka i badema, kori§¢enjem strandardnih hranljivih
podloga, izolovano je i prouceno 68 sojeva bakterija.

Na osnovu proucavanja morfoloskih, odgajivackih i biohemijsko-fizioloskih odlika
utvrdeno je da izolovani sojevi pripadaju rodovima fitopatogenih bakterija
Xanthomonas 1 Pseudomonas.

Kao prouzrokovac bakterioznog raka kosticavih vocaka i badema identifikovana je
bakterija Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss).

Karantinska vrsta Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap) po prvi put je
identifikovana kao patogen breskve i tresnje na teritoriji Crne Gore.

Prema intenzitetu pojave, Xap znaCajno ugrozava proizvodnju breskve u
najznacajnijem proizvodnom podrucju u Crnoj Gori.

Medu proucavanim sojevima Pss i Xap bilo je odstupanja u pogledu fenotipskih
karakteristika.

Rep-PCR metodom utvrdeno je prisustvo genetickog diverziteta ili heterogenosti
populacije proucavanih sojeva Pss, odnosno homogene strukture i niskog diverziteta
proucavanih sojeva Xap.

Primjenom MLST analize, izvedene umnoZzavanjem nukleotidne sekvence cetiri
konstitutivna gena: gapA, gltA, gyrB 1 rpoD takode je potvrdeno postojanje
genetskog diverziteta populacije 28 prouc¢avanih sojeva Pss.

Filogenetska analiza zasnovana na parcijalnim sekvencama gyrB gena pouzdana je
metoda u identifikaciji sojeva Xap.

gvrB gen ne predstavlja pogodan geneticki marker za utvrdivanje filogenetskih
odnosa medu patovarima pruni i juglandis.

Svi proucavani sojevi ispoljili su rezistentnost prema bakar-sulfatu $to ukazuje na
mogucénost razvoja smanjene osjetljivosti populacija Pss 1 Xap na jedinjenja bakra.

Osjetljivost sojeva na antibiotik streptomicin-sulfat je ocekivana, s obzirom da
antibiotici nisu registrovani za primjenu u zastiti bilja u Crnoj Gori.
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