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DETEKCIJA I IDENTIFIKACIJA BAKTERIJA PARAZITA BILJAKA FAMILIJE
CUCURBITACEAE KLASICNIM I MOLEKULARNIM METODAMA

REZIME

Familija Cucurbitaceae broji preko 800 biljnih vrsta, od kojih neke imaju Siroku
primenu u ishrani ljudi, preradivackoj i farmaceutskoj industriji.

S obzirom da su biljke familije Cucurbitaceae posebno osetljive prema nekoliko vrsta
fitopatogenih bakterija, u godinama sa uslovima pogodnim za nastanak infekcije, gubici
mogu dosegnuti velike razmere.

U periodu od 2013-2016. godine, sa razli¢itih lokaliteta Sirom Srbije, prikupljeni su
simptomatic¢ni uzorci biljaka familije Cucurbitaceae. 1z obolelog tkiva, izolovano je ukupno
63 soja fitopatogenih bakterija. Sojevi su proueni primenom standardnih i1 savremenih
metoda.

Svi proucavani sojevi bili su Gram-negativni i katalaza pozitivni. Od 63 testirana soja,
61 soj je prouzrokovao pojavu hipersenzitivne reakcije biljaka duvana. Izuzetak su
predstavljala 2 soja izolovana iz ploda lubenice sa simptomima bakteriozne mrljavosti koje
prouzrokuje vrsta Acidovorax citrulli.

Na osnovu patogenih, morfoloskih, biohemijsko-fizioloSkih i molekularnih odlika,
izolovani sojevi svrstani su u 3 roda: Acidovorax, Pseudomonas 1 Pectobacterium.

Nepektoliti¢ki, oksidaza pozitivni sojevi, koji se razvijaju pri 41°C, pripadaju rodu
Acidovorax. Sojevi na YDC podlozi obrazuju okrugle, ispupcene kolonije, krem boje, sa
tendencijom porasta i promene boje kolonija u tamniju. Primenom prajmera BX-L1/BX-S-R2
specificnih za vrstu 4. citrulli, doSlo je do umnoZzavanja fragmenta veli¢ine 279 bp, ¢ime je
potvrdena pripadnost izolovanih sojeva ovoj vrsti. Prou¢avanjem sekvenci 16S rRNK gena, 1
njihovim poredenjem sa sekvencama iz NCBI baze, takode je utvrden visok stepen sli¢nosti
(100%) sa drugim sojevima A. citrulli. U cilju proucavanja genetickog diverziteta sojeva,
primenjen je rep-PCR test. lako je ispoljena potpuna homogenost sojeva, u BOX-PCR profilu
jednog soja, umnozen je fragment koji nije uocen kod ostalih sojeva. Stoga se zakljucuje da
izolovani sojevi A. citrulli pripadaju populaciji zajedni¢kog porekla, koja je kod nas dospela

zarazenim semenom. Sojevi su ispoljili su visok stepen virulentnosti u testovima patogenosti



na razli¢itim domacinima familije Cucurbitaceae, kao i na razliitim sortama lubenice.
Bakteriozna mrljavost plodova lubenice do 2014. godine nije zabelezena u nas. Patogen ima
karantinski status na teritoriji Srbije, kao i na podru¢ju Evropske 1 mediteranske organizacije
za zastitu bilja (EPPO).

Dvadeset osam sojeva izolovanih iz simptomati¢nih listova tikava, smeSteni su u rod
Pseudomonas. UocCena je varijabilnost u pogledu stvaranja levana na NAS podlozi, stvaranju
fluorescentnog pigmenta na Kingovoj podlozi B, kao i stvaranju ¢estica leda. Primenom PCR
reakcije za detekciju gena za sintezu siringomicina, kod 26 proucavanih sojeva umnozen je
fragment karakteristicne veli¢ine, §to ukazuje na pripadnost vrsti Pseudomonas syringae. Za
15 sojeva P. syringae kod kojih je uocen geneticki diverzitet na osnovu BOX PCR profila,
izvedena je multilokusna sekvenciona analiza (MLSA) umnozavanjem unutrasnjih
fragmenata 4 ,housekeeping™ gena. Utvrdeno je da svi proucavani sojevi poreklom iz Srbije
pripadaju genomskoj vrsti 1, P. syringae sensu stricto, u okviru iste filogenetske grupe 2b. Za
soj KFB 381 izvedeno je sekvenciranje celog genoma, a rezulati su pokazali visok stepen
identi¢nosti (99,96-99,99%) sa sojevima P. s. pv. syringae izolovanim u Americi, Francuskoj
1 Australiji. Dva soja kod kojih nije detektovan gen za sintezu siringomicina, podvrgnuta su
analizi 16S rRNK gena. Poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama u NCBI bazi,
utvrdeno je da ti sojevi pripadaju vrsti Pseudomonas viridiflava. Nijedan izolovan soj roda
Pseudomonas nije ispoljio visok stepen virulentnosti na mladim biljkama lubenice i tikve.

Tri preostala soja izolovana iz srzi vreza lubenice i1 ploda tikve poseduju pektoliticke
karakteristike, kao i sposobnost redukcije nitrata i O/F metabolizam glukoze. Na osnovu
proucenih osobina, sojevi su smesSteni u rod Pectobacterium. Rezultati 16S rRNK analize
ukazali su na pripadnost vrsti Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, koja do sada u
Srbiji nije opisana.

U okviru ovog rada, proucena je specificnost 12 sojeva bakteriofaga prema vrsti A.
citrulli. Od 32 testirana soja bakterija, samo 2 soja poseduju rezistentnost prema svim
sojevima faga, §to ukazuje na mogucénost upotrebe bakteriofaga u bioloskoj kontroli patogena

ali 1 opasnost od Sirenja rezistentnih sojeva.



Proucavanjem dejstva baktericida i antibiotika na razvoj bakterijskih éelija u in vitro
uslovima, nije ustanovljena rezistentnost sojeva, ali je uocCena razlika u osetljivosti, Sto

ukazuje na mogucénost razvoja otpornosti bakterija na pojedina jedinjenja bakra i antibiotika.

Kljuéne reci: biljke familije Cucurbitaceae, bakterioze, Acidovorax citrulli, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas viridiflava, Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense,

identifikacija, bakterioloske odlike, PCR, MLSA
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF CAUSAL AGENTS OF CUCURBIT
BACTERIAL DISEASES BY CLASSICAL AND MOLECULAR METHODS

ABSTRACT

The Cucurbitaceae family consists of over 800 plant species, some of which play an
important role in human nutrition, processing and pharmaceutical industries.

Bearing in mind these plants are especially susceptible to several types of
phytopathogenic bacteria, losses can be substantial in years with favorable conditions for the
emergence of infection.

In the period 2013-2016, symptomatic cucurbit plant samples were collected from
different locations throughout Serbia. A total of 63 strains of phytopathogenic bacteria were
isolated from diseased tissues. The strains were studied using the standard and modern
methods.

All studied strains were Gram-negative and catalase positive. Out of the 63 strains
tested, 61 strains caused the hypersensitivity reaction of tobacco plants. The exceptions were
two strains isolated from a watermelon fruit showing the symptoms of bacterial fruit blotch,
caused by Acidovorax citrulli.

Based on pathogenic, morphological, biochemical-physiological and molecular
characteristics, isolated strains were classified into 3 genera: Acidovorax, Pseudomonas and
Pectobacterium.

Isolated strains, which did not produce potato soft rot, but were oxidase positive and
grew at 41°C, were classified into the genus Acidovorax. They produced beige to tan-
coloured, round, nonmucoid, convex colonies on yeast extract-dextrose-CaCO3; (YDC) agar.
After three days, spreding of the colony margins was noticed, and the colour of the colony
became darker. The identity of the strains was also confirmed by using the A. citrulli-specific
primer set BX-L1/BX-S-R2. A 279-bp DNA fragment was amplified. The 16S rRNA gene
sequence from two strains showed 100% identity to A4. citrulli strains, previously deposited in
the NCBI GenBank database. Genetic relatedness among strains was investigated by the rep-
PCR method. All tested strains, except one, showed the same BOX-PCR profiles. The

obtained results show that A. citrulli strains isolated in Serbia belonged to a relatively



homogeneous population. These isolated occurrences were considered seed-borne. All tested
strains, with the exception of the two already mentioned, exhibited a high degree of virulence
in pathogenicity tests on different hosts of the Cucurbitaceae family as well as on various
watermelon cultivars. Until 2014, bacterial fruit blotch was not recorded in our country. This
pathogen has a quarantine status in the territory of Serbia, as well as in the area of the
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO).

Twenty-eight strains isolated from symptomatic cucurbit leaves, belonged to the genus
Pseudomonas. It was observed variability of the strains in the formation of levan-positive
colonies on NAS medium, the production of fluorescent pigment on King's medium B and the
ice nucleation activity. The PCR reaction was performed to detect the gene for the synthesis
of syringomycin. A specific fragment was amplified in twenty-six tested strains, which
indicates their belonging to the species Pseudomonas syringae. Multilocus sequence analysis
(MLSA) was performed for 15 strains of P. syringae, based on the BOX PCR profiles, using
4 “housekeeping” genes. It was established that all studied strains originating from Serbia
belonged to the genomic species 1, P. syringae sensu stricto, within the same phylogenetic
group 2b. In addition, whole genome sequencing was performed for the strain KFB 381. The
result showed high identity level with P. s. pv. syringae strains isolated in the USA, France
and Australia. The 16S rRNA gene was analyzed for two strains, which did not have a gene
for syringomycin synthesis. The comparison of the obtained sequences with those previously
deposited in the NCBI database shows that these strains belonged to the species Pseudomonas
viridiflava. All tested Pseudomonas strains did not have a high degree of virulence in young
plants of watermelon and pumpkin.

The three remaining strains did not produce the fluorescent pigment, but they showed
pectolytic activity on potato slices. In addition, these strains were able to reduce nitrate and
they had O/F glucose metabolism. The results of the 16S rRNA analysis indicate that the
species belonged to P. c. subsp. brasiliense, which has not been described in Serbia so far.

It was also investigated the specificity of 12 bacteriophage strains to A. citrulli strains.
Out of the 32 tested strains of bacteria, only 2 were resistant to all the phage strains. This
result indicates the potential use of bacteriophages in biological control of the pathogen but

also the risk of the phage-resistant strains spread.



The investigation of the effects of bactericides and antibiotics on the development of
bacterial cells in vitro shows that all strains were susceptible. However, differences in the
susceptibility of the strains observed in the experiment suggest the potential for the

development of resistance to copper compounds and antibiotics.

Key words: plant family Cucurbitaceae, bacterial diseases, Acidovorax citrulli, Pseudomonas
syringae sensu stricto, Pseudomonas viridiflava, Pectobacterium carotovorum subsp.

brasiliense, identification, bacteriological characteristics, PCR, MLSA

Scientific field: Biotechnical Science
Scientific discipline: Phytopathology

UDC number: 632.35:635.61/.63(043.3)
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UvoD

1. UVOD

Familija Cucurbitaceae broji oko 120 rodova, u okviru kojih se nalazi preko 800
razli¢itih vrsta. Pojedine vrste familije Cucurbitaceae dugi niz vekova imaju veliki znacaj u
ishrani ljudi. Jedan od najstarijih fosilnih ostataka iz vremena paleocena pronadenih u
Montani (SAD), pripada vrsti Cucurbitaciphyllum lobatum (Manchester, 2014). U
umerenim do tropskim klimatskim zonama gajenja, najznacajnije vrste ubrajaju se u tri
roda — Cucurbita L., Cucumis L., Citrullus L. (Gaba et al., 2004; Ilina et al., 2012 ). Prema
zasejanim povrSinama u nasoj zemlji, prednjace krastavac (Cucumis sativus), potom
lubenica (Citrullus lanatus L.) i dinja (Cucumis melo L.). Gajene vrste tikava kao $to su:
obic¢na tikva (Cucurbita pepo L.), bundeva (Cucurbita maxima Duchense) i muskatna tikva
(Cucurbita moschata Duchense) preovladuju na poljima severnog dela Srbije. Osim
upotrebe u svezem stanju, ove vrste su naSle Siroku primenu u farmaceutskoj 1
preradivackoj industriji. Tako je najvazniji nacin koriS¢enja semena uljane tikve, koja
predstavlja varijetet obi¢ne tikve, dobijanje ulja (Berenji, 2011), dok seme lubenice sadrzi
veliki udeo masti, proteina, sloZenih Secera, mineralnih materija 1 vitamina D
(Gvozdanovi¢-Varga, 2011). Plodovi krastavca obiluju vitaminom K, a razli€iti varijeteti se
koriste u konzerviranom stanju, za potrebe zimnice. Prema podacima Organizacije za hranu
1 poljoprivredu (eng. Food and Agriculture Organization, FAO) iz 2014. godine, najveci
svetski proizvoda¢ krastavca, lubenice 1 dinje bila je Kina. Srbija pripada grupi srednjih
proizvodaca u Evropi, sa tendencijom rasta proizvodnje od 2011. godine (FAO, 2014).

Uspesnu poljoprivrednu proizvodnju redovno ometa pojava bolesti. Do sada je
opisano preko 200 razli¢itih oboljenja biljaka familije Cucurbitaceae, prouzrokovanih
virusima, bakterijama, gljivama, pseudogljivama, kao i drugim biotskim i abiotskim
¢iniocima (Zitter, 1996). Biljke iz porodice tikava narocito su osetljive prema nekoliko
vrsta fitopatogenih bakterija (Zlatkovi¢ i sar., 2015). U godinama sa uslovima pogodnim za

razvoj infekcija, gubici u proizvodnji mogu dosti¢i velike razmere.
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2.1 Poreklo, rasprostranjenost i biologija biljaka familije Cucurbitaceae

Pojam “tikve” predstavlja zbirni naziv za razli¢ite vrezaste vrste familije
Cucurbitaceae. Narodna imena su dosta neprecizna, pa tako ista vrsta ima razliite narodne
nazive, ili pak razliite vrste nose isto ime. Veéina tikava karakteriti¢nih za nase podneblje,
pripada rodu Cucurbita (Berenji, 2010). Vrste ovog roda gaje se nekoliko hiljada godina
unazad. Prema pojedinim podacima, tikvica je moZzda i jedina biljna vrsta za koju je
poznato da je koriS¢ena u Starom i Novom svetu. Poljoporivredna proizvodnja starih
naroda centralne i juzne Amerike - Asteka, Maja i Inka, pocivala je na proizvodnji biljaka
familije Cucurbitaceae (Moreno and Roig, 1990). Obic¢na tikva je “odomacena” pre 9 000 -
10 000 godina (Smith, 1997; Wang et al., 2012), dok se krastavac uzgajao u Indiji jo$ pre 3
000 godina. Vrg se zbog izgleda svog ploda u proslosti koristio u svojstvu posuda,
muzickih instrumenta i za ribolov (Heiser, 1985; Erickson et al., 2005). Prema podacima
Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO) iz 2014. godine, najveéi proizvodac¢ lubenice
je Kina, sa prinosom oko 75 000 000 t. Osim lubenice, Kina je i najve¢i proizvodac
krastavca sa prinosom oko 56 900 000 t, i dinje oko 14 800 000 t . Srbija pripada grupi
srednjih proizvodaca lubenice u Evropi. U periodu od 2009-2014. godine, zabeleZeno je
smanjenje povrSina zasejanih lubenicom, ali je istovremeno prinos znatno uvecan
(FAOSTAT, 2016). Bogat sortiment 1 raznovrsnost genotipova omogucavaju uspesSnu
proizvodnju u nasoj zemlji (Obradovi¢ i1 sar., 2014). U Srbiji se krastavac uzgaja na
povrsini oko 4 000 ha (www.pks.rs). Proizvodnja lubenice i1 dinje odvija se na oko 6 400

ha, sa prose¢nim prinosom 33,7 t/ha u periodu od 2012-2016. godine (www.stat.gov.rs).

Biljke familije Cucurbitaceae su uglavnom jednogodisnje i toploljubive, pa tako
stradaju ve¢ od slabog mraza. Ve¢ina biljaka je jednodoma, sa odvojenim muskim i
zenskim cvetovima. Insekti, narocito pcele, imaju veliku ulogu u procesu oprasivanja.
Korenov sistem je dobro razvijen i proteze se uglavnom u povrSinskom sloju zemlje.
Stabljika je u vidu razgranate puzajuce vreze ili se viticama drzi za potporu (LeSi¢ 1 sar.,

2004). Plodovi ¢ak i u okviru iste vrste se razlikuju po obliku, veli€ini, boji 1 izgledu kore


http://www.pks.rs/
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ploda, odnosno egzokarpa. Izuzetak predstavlja vrsta Cucurbita ficifolia (smokvolisna
tikva), koja je karakteristi¢na po uniformnim plodovima. Kao nedozreli plodovi, u ishrani
se koriste krastavac i tikvice, dok se lubenica, dinja i bundeva upotrebljavaju u fazi
fizioloSke zrelosti (Lazi¢ i sar., 2013).

Lubenica (C. lanatus) je povrtarska vrsta koja vodi poreklo iz centralne Afrike
(obod pustinje Kalahari), odakle je prenesena na Bliski Istok i dalje u Indiju, Kinu, a zatim i
u celi svet (Moravcevic 1 sar., 2017). Gajena lubenica je nastala od divljih formi koje se
nalaze sa obe strane ekvatora (Lazi¢ i sar., 2013). U nase krajeve dospela je iz podrucja
Turske, dok je u ostale zemlje Evrope doneta iz Sredozemlja (Purovka, 2008). Areal
rasprostranjenosti je usko povezan sa klimatskim faktorima. Lubenica se uspesno proizvodi
u toplijim 1 suvim regionima, koje odlikuje visoka prosecna temperatura i duga vegetaciona
sezona. Osim ovih faktora, za uspeSan rast lubenica i dinja zahtevaju velike koli¢ine vode 1
svetlosti. Zbog svog prijatnog, osvezavajuceg i slatkog ukusa, u ljudskoj ishrani se najvise
koristi plod u fizioloskoj zrelosti. Osim toga, lubenica ima primenu i u preradivackoj
industriji - za proizvodnju slatka, sirupa, ekstrakciju vitamina D, kao 1 razli¢itih nezasi¢enih
masnih kiselina, kojima je seme izuzetno bogato. Naime, linolna kiselina, koja pripada
grupi esencijalnih aminokiselina, zauzima 63% uljane frakcije semena lubenice. Jestivi,
odnosno mesnati deo ploda, obuhvata 40-60% od ukupne mase ploda, od ¢ega Seceri Cine
najve¢i deo suve materije. Prema sadrZzaju gvozda, lubenica je odmah posle salate i
spanaca, dok je pored paradajza jedina povrtarska vrsta koja u svom sastavu sadrzi likopen
(Lazi¢ i sar., 2013).

Rod Cucumis obuhvata preko 40 vrsta, ali se samo 3 gaje kao povrce: krastavac,
zapadnoindijski krastavac ili anguria 1 dinja (DPurovka, 2008). Postoje dva centra
rasprostranjenja dinje. Prvi je Indija, gde se formirala grupa isto¢noazijske ili polikulturne
dinje koja se danas moZe naci u Indiji, Kini, Japanu 1 Koreji, a drugi je Afrika. Zajedno sa
lubenicom, u naSim krajevima Cesto se nazivaju bostan. Plodovi dinje imaju visi sadrZaj
suve materije od ploda lubenice, a bogati su 1 vitaminom C. Zbog svoje nutritivhe
vrednosti, poseduje dijetalna i lekovita svojstva. Ovo je vrsta koja dobro uspeva na

luceriStima i razoranim ledinama, stoga u plodoredu zauzima prvo mesto. Sto se klimatskih
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faktora tice, pogoduju joj isti uslovi kao i lubenici. Osetljiva je na monokulturu, kao i na
gajenje nakon drugih biljaka familije Cucurbitaceae (Lazi¢ i sar., 2013).

Krastavac je prastara biljna vrsta koja se gaji vekovima. Poreklo vodi iz vlaznih
rejona Indije, gde se uzgajao joS pre 3 000 godina. Drugi centar porekla predstavljaju
podru¢ja juzne Kine i Burme. Gajenje krastavca u staklenicima zapoceto je u 19. veku u
Engleskoj (Lesi¢ i sar., 2004). Ovu vrstu karakteriSe kratka vegetaciona sezona, pa se moze
gajiti 1 na ve¢im nadmorskim visinama, ali u zaSti¢enom prostoru. Najveci deo, od 95-97%,
ploda ¢ini voda, dok ostatak predstavlja suvu materiju. U plodovima se nalaze eteri¢na ulja
koja krastavcu daju poseban miris. U uslovima stresa, odnosno preterano visoke
temperature, niske relativne vlaznosti vazduha, zalivanja hladnom vodom u toku toplih
dana itd., plodovi dobijaju gorak ukus koji poti¢e od glukozida kukurbitacina (Purovka,
2008). Krastavac se gaji gotovo u celom svetu, a ima Siroku primenu u farmaceutskoj 1
preradivackoj industriji.

Obicnu tikvu (Cucurbita pepo), odlikuje veliki broj varijeteta i formi. Medu njima,
najpoznatije su: uljana tikva, tikvica za jelo, ukrasne tikve, krivosije, cukini, patison itd. U
poslednje vreme, na teritoriji nase zemlje, sve viSe se gaji uljana tikva. Postoje dve forme
ove vrste - uljana tikva sa ljuskom 1 uljana tikva golica. Kao posledica jedne mutacije koja
se spontano desila u prirodi, seme golice nema C¢vrstu ljusku, odnosno semenjacu. Zbog
svojih osobina, pogodna je za preradu i1 dobijanje vrlo kvalitetnog nerafinisanog tikvinog
ulja. Seme uljanih tikava sa ljuskom bele i krem boje uglavnom se koristi za pecenje 1
grickanje (Berenji, 2010). Pored C. pepo, znacajne vrste u svetu, a i u nas su: muskatna
tikva (Cucurbita moschata Poir.), bundeva ili ludaja (Cucurbita maxima Duch.),
smokvolisna ili divlja tikva (C. ficifiolia Bouche), vrg ili sudovnjata (Lagenaria vulgaris
Stendl.) 1 lufa (Lufa cylindrica Roemer). U ishrani se koriste plodovi razli€ite zrelosti, kako
odmah po zametanju plodova, tako i u fizioloskoj zrelosti. Seme tikava ima lekovita
svojstva, narocito kod tegoba sa prostatom (Lazi¢ i sar., 2013).

Bundeva je veoma varijabilna vrsta, dok su kod nas najvise zastupljene forme sa
krupnim 1ili srednjekrupnim belim ili svetlosivim plodovima, ovalnog i sfericnog oblika.
Imaju dosta narodnih imena, koja uglavnom oslikavaju neke karakteristike, pa tako naziv

ludaja potice od osobine semena te vrste da sadrzi otrovne materije koje deluju na nervni
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sistem, pa ih ne treba konzumirati. Dzinovske bundeve zamecu vise plodova, koje obi¢no
odbacuju kod tezine izmedu 30 i 50 kg, ali ako se odgaji jedan plod, moze da tezi i do 250
kg. Godine 2014., proizvoda¢ iz Nemacke uspeo je da odgaji bundevu tesku preko 1 000
kg. Bundeva ima malu energetsku vrednost, ali obiluje kalijumom, fosforom, gvozdem,
kalcijumom, razli¢itim mikroelementima, vitaminom B1, B2, B6, E, provitaminom A i
folnom kiselinom.

Vrg ili tikva sudovnjaca, lagenarija ili nategaca, ima plodove razliite velic¢ine koji
se koriste kao sudovi i ukrasi. Kao povrée za ishranu nema veliki znacaj. Delovi kore i
semena ove vrste nadeni su u staroegipatskim grobnicama. Zreli plodovi imaju ¢vrstu, tesko
lomljivu koru. U Africi, u zidu posuda od tikve sudovnjace, pronadena je vrsta gljive koja
lu¢i antibiotik slican streptomicinu, koji unistava bacile tuberkuloze. Seme lagenarije se sve
ceS¢e koristi za kalemljenje lubenice, tako Sto mlade biljke vrga sluze kao podloga

(Purovka, 2008).

2.2 Oboljenja biljaka familije Cucurbitaceae

Biljke familije Cucurbitaceae gaje se Sirom sveta. Ipak, naro€itu vaznost u
ekonomskom smislu imaju u zemljama srednje i istocne Azije, kao 1 u Latinskoj Americi.
Uspesnu proizvodnju Cesto naruSava pojava razliitih biljnih bolesti. Do sada je na tikvama
opisano preko 200 razli¢itih oboljenja. Medu prouzrokovacima infekcija nalaze se gljive,
virusi i viroidi, bakterije i fitoplazme. Stete u proizvodnji prouzrokuju nematode, insekti i
parazitske cvetnice (Zitter et al., 1996).

Preko 20 000 gljiva parazitira biljke 1 zivotinje, prouzokujuéi razli¢ita oboljenja
(Zitter et al., 1996). Infekcija se najceSce ostvaruje direktnim prodorom ili kroz prirodne
otvore, kao Sto su stome i hidatode. Spore gljiva se vrlo lako raznose kiSom 1 vetrom.
Takode, ljudi 1 Zivotinje svojim kretanjem potpomaZzu Sirenje patogena u prirodi. Koren
klijanaca krastavca, lubenice 1 dinje Cesto biva zarazen vrstama roda Fusarium, Phytium,
Verticillium, Phytophtora 1 Rhizoctonia. Simptomi oboljenja ispoljavaju se u vidu trulezi
podzemnih organa biljke. Fuzariozno uvenuce je Cest i rasprostranjen patogen lubenice i

dinje u svetu i u nas. U povoljnim uslovima, gubici mogu biti izuzetno veliki. Nadzemni
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organi tikava, a narocito dinje i lubenice, posebno su osetljivi na vrstu Alternaria
cucumerina koja prouzrokuje crnu pegavost listova. U slucaju jakih infekcija, ukupan
prinos moze opasti 1 za 50%. Antraknoza, oboljenje prouzrokovano vrstom Colletotrichum
lagenarium, predstavlja jedno od najvaznijih za biljke familije Cucurbitaceae. Simptomi
bolesti se ispoljavaju na svim nadzemnim delovima biljke: listovima, stablu (vrezi) i
plodovima. Najpre se simptomi uocavaju na starijim, prizemnim listovima, u vidu vecih,
zutih, uglastih ili okruglih pega, mada su najuocljiviji na plodovima tikava, izrazeni kao
ugnute, ovalne, vodenaste pege, prekrivene narandzastim eksudatom sa konidijama.
Prouzrokova¢ plamenjade krastavca, Pseudoperonospora cubensis, pripada grupi
ekonomski najznacajnijih patogena krastavca. U povoljnim uslovima, moze do¢i i do
potpunog unistenja lisne mase biljaka (Mijatovi¢ i sar., 2007).

Oboljenja prouzrokovana biljnim virusima predstavljaju pravi izazov u pogledu
zaStite jer se izuzetno tesko kontroliSu, a mogu prouzrokovati velike ekonomske gubitke.
Opisano je preko 30 razli¢itih virusa koji su posebno agresivni prema biljkama familije
Cucurbitaceae. Vecina se lako prenosi insektima vektorima, dok se za pojedine zna da se
prenose zarazenim semenom (Zitter et al., 1997). Virus mozaika krastavca (Cucumber
mosaic virus, CMV) je veoma rasprostranjen 1 prouzrokuje znacajne gubitke u proizvodnji
velikog broja jednogodiSnjih 1 viSegodiSnjih zeljastih 1 drvenastih biljaka. Primarni
domacini su krastavac i1 dinja. Kod svih biljaka iz porodice tikava, virus ometa cvetanje i
zametanje plodova. Virus zelenoSarenog mozaika krastavca (Cucumber green motle mosaic
virus, CGMMYV) stvara problem u proizvodnji krastavca u zatvorenom prostoru, gde
narusava kvalitet plodova. Otporna vrsta je C. pepo, dok su pored krastavca, dinja 1
lubenica prirodni domacini. U mnogim delovima sveta, fitopatogeni virusi smatraju se
ogranicavaju¢im faktorom proizvodnje lubenice (Guner and Wehner, 2008). Od virusa
infektivnih za lubenicu, najznacajniji su virus zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow
mosaic virus, ZYMYV), virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) 1 virus
prstenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV). Znacajne gubitke u proizvodnji
moze prouzrokovati i virus mozaika bundeve (Squash mosaic virus, SQMV) (Provvidenti,
1996). Najces¢i simptomi virusnih zaraza na listu lubenice su mozaik, hloroti¢no $arenilo,

deformacije, klobucavost i nitavost, a na plodu deformacije, Cesto sa karakteristicnim
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bradavicastim izraStajima na povrsini i nekroza tek formiranih plodova (Vucurovi€ i sar.,

2008).

2.3 Bakteriozna oboljenja biljaka familije Cucurbitaceae

Biljke porodice tikava narocito su osetljive prema nekoliko vrsta fitopatogenih
bakterija. U godinama sa vremenskim uslovima pogodnim za nastanak infekcije, bakterioze
mogu prouzrokovati velike gubitke u proizvodnji. S obzirom na klimatske uslove u nas,
bakterioze nisu znacajno ograni¢avale proizvodnju biljaka porodice tikava, ali je u

pojedinim ki$nim i toplim godinama zabelezen znacajan pad prinosa.

2.3.1 Pseudomonas syringae pv. lachrymans - prouzrokovac uglaste pegavosti lis¢a
krastavca

Prouzrokovac uglaste lisne pegavosti, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, jedan
je od preko 50 razlicitih patovara heterogene vrste Pseudomonas syringae (Young et al.,
1996, loc. cit. Olczak-Woltmana et al., 2008). Ova vrsta pripada grupi najvaznijih 1
najproucavanijih patogena familije Cucurbitaceae. Parazit je opisan 1915. godine od strane
Bryan-a i Smith-a (Arsenijevi¢, 1997). I u danasnje vreme se ubraja u grupu najagresivnijih
patogena u usevima krastavca Sirom Amerike (Bhat et al., 2010). Do nedavno, prakti¢no
svaka pegavost na biljkama familije Cucurbitaceae dovodila se u vezu sa vrstom P. s. pv.
lachrymans. Ova fitopatogena vrsta je dosta prilagodljiva, pa je tako izolovana na razli¢itim
geografskim Sirinama, u Danskoj, koja pripada hladnijem pojasu zemljine polulopte
(Hellmers, 1950, loc. cit. Bhat et al., 2010), kao i1 u Kaliforniji (Stout, 1952, loc. cit. Bhat et
al., 2010), poznatoj po toplijoj klimi. Patogen je izolovan u Rusiji (Galatchyan, 1937),
Japanu (Tominaga and Tsuchiya, 1958), Engleskoj (Lelliott, 1958), Iranu (Banihashemi,
1971), Izraelu (Volcani, 1964). Takode, zabeleZzeni su nalazi 1 u Turskoj, Australiji,
Argentini, Brazilu, Venecueli, Kanadi, Kini, Singapuru, Tajlandu, Filipinima, vecini
evropskih i africkih zemalja, stoga mozemo reci da je rasprostranjen Sirom sveta (Bhat et
al., 2010). Polovinom proslog veka, u Rusiji i Japanu zabelezeni su gubici od oko 50%
ukupnog prinosa, prouzrokovani vrstom P. s. pv. lachrymans (Gorlenko and Voronkevich,

1946; Watanabe and Ohuchi, 1983; loc. cit. Bhat et al., 2010). Osamdesetih godina proSlog
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veka u americkoj saveznoj drzavi Viskonsin (Wisconsin), zabelezen je godisnji gubitak u
proizvodnji od 0,5 miliona dolara (Kennedy and Alcorn, 1980). El-Sadek i saradnici (1992)
utvrdili su da je kao posledica upotrebe zarazenog semena krastavca prilikom setve u
Egiptu, oko 98% klijanaca bilo zarazeno vrstom P. s. pv. lachrymans (El-Sadek et al.,
1992, loc. cit. Bhat et al., 2010). Uglasta pegavost krastavca vazila je za dosta
rasprostranjeno i Stetno oboljenje 60ih 1 70ih godina proslog veka u nas, posebno u regionu
Vojvodine. U uslovima povoljnim za razvoj bolesti, koji podrazumevaju temperature u
opsegu od 25-30°C 1 vlaznost vazduha od 90% 1 viSe, patogen je izuzetno destruktivan, pa
tako gubici mogu dosezati i do 80% ukupnog prinosa (Mijatovi¢ i sar., 2007). U prolece
2006. 1 2007. godine, zabelezena je pojava infekcije dinje i krastavca, prouzrokovana P. s.
pv. lachrymans. Intenzitet zaraze u usevu krastavca bio je izuzetno visok, stoga su biljke
likvidirane pre plodonoSenja (Risti¢ i1 sar., 2007). U poslednjih nekoliko godina, nisu
zabeleZeni znacajniji gubici u proizvodnji.

Primarni nacin prenosenja P. s. pv. lachrymans je semenom. Najcesce su domaéini
ovog patogena krastavac, bundeva, tikvica i1 dinja, ali do razvoja infekcije moze do¢i 1 kod
drugih srodnih vrsta, medu kojima je i lubenica. P. s. pv. lachrymans takode ima izrazenu
sposobnost prezivljavanja u ostacima obolelih biljaka u zemljistu. Veliku ulogu u ovom
procesu ima vlaznost zemljiSta, koja pogoduje odrzavanju patogena (Kritzman and Zutra,
1983). Kisne kapi 1 insekti doprinose Sirenju bakterije s biljke na biljku 1 nastajanju
sekundarnih infekcija.

Prvi simptomi oboljenja se obi¢no pojavljuju na kotiledonima, s obzirom da se
patogen uglavnom prenosi zarazenim semenom. Na povrSini kotiledona mogu se uociti
vodenaste, okruglaste pege. Vremenom tkivo u okviru pega izumire, dobijaju¢i mrku boju,
dok povrSina zahvadena promenama formira nepravilan oblik. Kao posledica, dolazi do
deformisanja i suSenja kotiledona. Nekada mlade biljke potpuno izumiru. Sekundarne
infekcije nastaju tokom sezone. S nali¢ja lista se uocavaju ,,uglaste” pege, ogranicene
lisnim nervima. U pocetku razvoja imaju uljast izgled, kasnije se suSe 1 postaju mrke
(Arsenijevi¢, 1997). Bakterijski eksudat, koji je moguée uociti pri vlaznom vremenu s
nali¢ja lista, predstavlja dijagnosticki simptom za razlikovanje od simptoma plamenjace

krastavca prouzrokovane pseudogljivom P. cubensis (Mijatovié i sar., 2007). Supljikavost
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lista koja nastaje usled nekroze i izumiranja tkiva, Cesto podseéa na Stete od grada. Sa
listova se zaraza prenosi dalje, na drsku ploda, a potom i na plod. Takode se moze pojaviti
bakterijski eksudat ¢ilibarne boje, koji pomaze u uspostavljanju dijagnoze oboljenja. Mladi
plodovi dobijaju Zu¢kastu boju koja vremenom prelazi u mrku, smezuravaju se 1 na kraju
otpadaju. Na starijim plodovima prvo se razvijaju sitne, uljaste pege, uglavnom kruznog
oblika. Tkivo u okviru pege se razmeksava i puca, pri cemu dolazi do obilnog isticanja
bakterijskog eksudata koji oc¢vrs¢ava i dobija mrku boju. Ime parazita poti¢e od pojave
isticanja ovog eksudata u obliku suze (lat. lachryma). Sa obolelog ploda patogen dospeva i
na seme, odakle se setvom infekcija prenosi dalje, na klicu i mlade klijance naredne godine
(Arsenijevic, 1997).

Na podlozi hranljivi agar (HA) bakterija formira bele, blago ispupcene, sjajne
kolonije, okruglog oblika i ravnih ivica. Prouzrokuje hipersenzitivnu reakciju lista duvana i

muskatle, a na King-ovoj podlozi B stvara difuzni fluorescentni pigment.

2.3.2 Acidovorax citrulli - prouzrokovac bakteriozne mrljavosti plodova lubenice

Godine 1965. godine u DzZordziji (Georgia, SAD) zabelezena je pojava bolesti
opisana kao plamenjafa klijanaca lubenice, a prouzrokova¢ je 1978. godine nazvan
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli (Goth and Webb, 1965; Schaad et al., 1978;
Schaad et al., 2008; loc. cit. Burdman and Walcott, 2012). Postoji pretpostavka da
vremenski uslovi nisu pogodovali razvoju infekcije, pa je do pojave simptoma doslo na
klijancima lubenice, dok su plodovi ostali nezarazeni. Crall i Schrenck 1969. godine
objavljuju izvestaj o dvogodi$njoj pojavi trulezi plodova lubenice u istrazivackoj stanici u
Lizburgu (Leesburg), na Floridi. Izgled opisanih simptoma na zrelim plodovima u
potpunosti je odgovarao simptomima bakteriozne mrljavosti lubenice (eng. bacterial fruit
blotch, BFB), stoga moZemo reci da je te godine uocena prva prava pojava infekcije. lako
je etiologija oboljenja bila nepoznata 1 izolovani patogeni nisu detaljno prouceni, naucnici
su doveli u vezu ove dve pojave i1 pretpostavili da je uzrok oboljenja isti (Crall and
Schrenck, 1969; loc. cit. Latin and Hopkins, 1995). Crall i saradnici su na osnovu ogleda
sprovedenih u polju zakljucili da se patogen odrzava u semenu. Daljim izuavanjima, doslo

je do izmene u taksonomiji pa je vrsta preimenovana u A. citrulli (Walcott et al., 2004). S
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obzirom da do 80ih godina proslog veka nisu zabeleZzene ponovne pojave ovog patogena, za
vrstu A. citrulli se kaze da pripada grupi “novijih patogena”. Do pojave infekcije dolazilo je
sporadi¢no 1 bila je ogranicena na klijance lubenice. Godine 1978., objavljen je joS jedan
kratak nalaz patogena u Australiji, koji osim fotografija simptoma, nije pruzao znacajne
informacije kao §to su mesto pojave infekcije ili pri¢injene gubitke. U ovom izvestaju po
prvi put je upotrebljen termin “bakteriozna mrljavost” (Latin and Hopkins, 1995). Za
prouzrokovaca oboljenja, navedena je bakterija iz roda Pseudomonas (Vock and Hampson,
1978; loc. cit. Latin and Hopkins, 1995). Medutim, 1987. godine na Marijanskim ostrvima i
Floridi, zabelezena je prva nagla znacajna pojava bakteriozne mrljavosti, kada su ¢itavi
usevi lubenice bili izgubljeni (Wall and Santos, 1988; Somodi et al., 1991). Do razvoja
infekcije doslo je na plodovima u fazi fizioloSke zrelosti, a materijalni gubici bili su
ogromni. Ubrzo je doSlo do pojave infekcije u saveznim drzavama Indijani, Oklahomi i
Teksasu (Latin and Rane, 1990; Jacobs et al., 1992; Black et al., 1994). Nedugo zatim,
pocela su da pristizu saopstenja o pojavi ovog oboljenja u mnogim drZzavama Sirom sveta
(Burdman and Walcott, 2012). Do 1996. godine, sva paznja bila je usmerena na lubenicu, s
obzirom da je iz godine u godinu dolazilo do sve vec¢ih gubitaka u proizvodnji. U tom
periodu, nastaju infekcije 1 na drugim vrstama familije Cucurbitaceae Sirom sveta. Od
1996-1999. godine, po prvi put, utvrdeno je prisusutvo vrste 4. citrulli na dinji u Teksasu 1
Brazilu (Isakeit et al., 1997; Assis et al., 1999), tikvi (Langston et al., 1999) 1 na krastavcu
(Martin and O’Brien, 1999). Patogen se vrlo brzo prosirio Sirom sveta, uglavnom putem
zarazenog semena i sadnog materijala. Zanimljivo je da je 1997. godine u Izraelu patogen
izolovan iz nekoliko lotova semena paradajza i1 plavog patlidZzana, a ubrzo je uocena pojava
infekcije na dinji 1 lubenici (Burdman et al., 2005; loc. cit. Burdman and Walcott, 2012). U
periodu od 2003-2005. godine prisustvo A. citrulli zabeleZeno je u Kini 1 mediteranskom
delu Turske (Burdman et al., 2005; Ren et al., 2006; Mirik et al., 2006). U Madarskoj je
bakteriozna mrljavost prvi put uo¢ena 2007. godine, dok su u Gr¢koj ovo oboljenje Holeva
1 saradnici opisali 2010. godine (Palkovics et al., 2008; Holeva et al., 2010). U Srbiji, kao 1
na podrucju Evropske i mediteranske organizacije za zastitu bilja (EPPO), 4. citrulli ima
karantinski status i nalazi se na listi IA, I deo. Ipak, u leto 2014. godine prisustvo bakterije

utvrdeno je na podru¢ju Srema (Obradovié i sar., 2014; Popovié i Zivanovié, 2014).
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U pogledu taksonomije i nomenklature, bilo je nekoliko izmena. Prvobitno je
prouzrokovac¢ oboljenja nazvan P. p. subsp. citrulli. Hu 1 saradnici (1991) su uocili visok
stepen slicnosti izmedu ovog patogena 1 vrste Pseudomonas avenae, pa je tako
preimenovan u P. avenae subsp. citrulli. Daljim molekularnim proucavanjima Williems i
saradnici (1992) su utvrdili da je ova vrsta fenotipski najblize grupisana rodu Acidovorax,
stoga dolazi do promene naziva u A. avenae subsp. citrulli. Kona¢no, 2008. godine vrsta je
nazvana A. citrulli (Shaad et al., 2008).

Epidemiologija bakteriozne mrljavosti jo§ uvek nije dovoljno prouc¢ena. Mogucnost
prezimljavanja patogena u zemljiStu, alternativnim domacinima, ostacima zarazenih
biljaka, moguénosti opstanka i Sirenja u nasim agroekoloSkim uslovima, jo§ uvek su
nepoznanica. Utvrdeno je da se patogen odrzava i prenosi semenom, tako da seme
predstavlja najvazniji izvor primarnog inokuluma (Rane and Latin, 1992). S obzirom da se
na zarazenom semenu lubenice ne mogu uociti nikakvi simptomi, prepoznavanje oboljenja
je dosta otezano. Pojedine korovske vrste tikava, kao §to su Citrullus lanatus var. citroides 1
Cucumis anguria var. anguria, kao 1 oboleli biljni ostaci, mogu predstavljati potencijalni
izvor inokuluma (Isakeit et al., 1998). Kolika je njihova realna uloga u nastanku
sekundarnih infekcija, 1 dalje je nepoznato. U nekoliko studija naucnici su utvrdili da
patogen u fazi cvetanja lubenice relativno lako prodire preko Ziga i stubi¢a do plodnika
cveta (Walcott et al., 2003; Lessl et al., 2007). Pretpostavlja se da na taj nacin dolazi do
kontaminacije semena. Proizvodnja mladih biljaka lubenice u rasadniku je dominantnija u
odnosu na proizvodnju istth na otvorenom polju. Mikroklimatski uslovi rasadnika su
idealni za razvoj infekcije, Sto za posledicu moze imati 100% infekciju klijanaca tokom
proizvodnje rasada, a kasnije i visok procenat zaraze biljaka u polju. Sirenju patogena
doprinose 1 kiSne kapi, zalivanje ,,0dozgo*, gust sklop biljaka, visoka temperatura i vlaZznost
vazduha. Ispoljavanje simptoma je veoma varijabilno. Naime u zavisnosti od virulentnosti
patogena, simptomi na kotiledonima mogu biti jasno izrazeni, ili teSko uocljivi. Osim toga,
ukoliko nastupe nepovoljni uslovi, infekcija se zaustavlja, ali se bakterija 1 dalje odrzava u
biljci domacinu, ili kao epifit, na sejancima. Nakon rasadivanja na stalno mesto, zaraZzene
biljke iz rasadnika postaju izvor za Sirenje sekundarnih infekcija tokom vegetacije

(Obradovi¢ 1 sar., 2014). U polju znacajnu ulogu u Sirenju infekcije imaju obilne proleéne i
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letnje kiSe 1 vetrovito vreme. Uspostavljanje pravilne dijagnoze otezava Cinjenica da
simptomi na listovima biljke Cesto podsecaju na posledice abiotskog stresa. Plodovi
lubenice i1 dinje narocito su osetljivi prema vrsti A. citrulli. Do prodora patogena moze doci
putem prirodnih otvora ili povreda na epidermisu, ili pak patogen dospeva u biljku preko
zenskog cveta u fazi cvetanja. Pojedini autori navode aktivnosti pcela u fazi oprasSivanja
kao faktor koji pomaze Sirenju patogena u prirodi (Fessehaie et al., 2005, loc cit. Bahar and
Burdman, 2010). Poseban problem u semenskoj proizvodnji i detekciji patogena predstavlja
¢injenica da se iz plodova koji naizgled deluju zdravo moze dobiti kontaminirano seme,
upravo zbog latentnih infekcija ili neodgovaraju¢ih vremenskih uslova za ispoljavanje
simptoma.

Prvi simptomi bakteriozne mrljavosti mogu se uociti na nali¢ju kotiledona, u vidu
pega duz nerava, vodenastog izgleda i1 nepravilnog oblika (Slika 1, A). Nakon nekoliko
dana tkivo unutar pega postaje tamnije i nekrotira. Infekcija moze zahvatiti 1 hipokotil, Sto
ispoljavaju na zrelim plodovima lubenice i dinje. Na gornjoj strani ploda formiraju se pege,
vodenastog izgleda, nepravilnog oblika. Vremenom, pege zahvataju sve vecu povrsinu, a
tkivo kore puca. Kroz nastale lezije prodiru i drugi patogeni, pa tako dolazi do
razmekSavanja unutraSnjeg tkiva ploda (Slika 1, B). Oboleli plodovi su potpuno

neupotrebljivi 1 nemaju komercijalnu vrednost (Obradovi€ 1 sar., 2014).
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Slika 1. Acidovorax citrulli - Bakteriozna mrljavost plodova lubenice. Pege vodenastog izgleda na
nali¢ju kotiledona lubenice. Vestacka infekcija (A). Izgled simptoma na kori ploda u fazi fizioloske
zrelosti lubenice. Prirodna infekcija (B). (Foto: N. Zlatkovi¢ (A); A. Obradovi¢ (B))

A. citrulli je Gram-negativna bakterija, pravog ili blago zakrivljenog, Stapicastog
oblika, sa jednom polarnom flagelom. Prosecna dimenzija ¢elije iznosi oko 0,5 x 1,7pm.
Sojevi su katalaza negativni, oksidaza pozitivni, nefluorescentni. Odgajivacke osobine koje
su karakteristicne za vrstu A. citrulli jesu rast pri 41°C i obrazovanje ispupcenih, okruglih
kolonija, krem boje na podlozi od kvas¢evog ekstrakta i CaCO3 (YDC), sa tendencijom
porasta, odnosno Sirenja ivice kolonija (Shaad et al., 2008). Vecina sojeva prouzrokuje
hipersenzitivnu reakciju duvana.

Jos u pocetnim fazama proucavanja ovog patogena, uocene su izvesne razlike medu
sojevima. Utvrdeno je da sojevi izolovani na Floridi, za razliku od sojeva iz Dzordzije,
prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju duvana. Nedugo zatim, O’Brien i Martin (1999)
beleze znacajne razlike u populaciji A. citrulli poreklom iz Australije (Burdman and
Walcott, 2012). Primenom metoda elektroforeze u pulsiraju¢em polju jednosmerne struje
(eng. Pulse Field Gel Electrophoresis- PFGE), analize masnih kiselina (GC-FAME) 1 rep-
PCR, Walcott i saradnici (2000) su utvrdili da se sojevi 4. citrulli mogu razdvojiti na bar
dve geneticki razliCite grupe. Sojevi koji pripadaju grupi I su izolovani iz razliitih

domacina, dok su sojevi grupe II uglavnom izolovani iz lubenice prema kojoj su izuzetno
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agresivni, za razliku od drugih domacina, prema kojima ispoljavaju umerenu virulentnost.
Daljim proucavanjima, zasnovanim na kori§éenju izvora ugljenika, pokazano je da sojevi
grupe I, izolovani uglavnom iz dinje, ne koriste L-leucin kao izvor ugljenika, dok 2-amino
etanol koriste. Za sojeve grupe II L-leucin predstavlja izvor ugljenika, za razliku od 2-
amino etanola (Zivanovié, 2014). U narednih nekoliko godina, pristizale su potvrde
ovakvih rezultata iz razli¢itih zemalja sveta (Burdman et al., 2005; Feng et al., 2009). Kod
vecine fitopatogenih bakterija utvrdeno je da sistem sekrecije tip III (T3SS) ima kljucnu
ulogu u pogledu patogenosti. Geni koji kodiraju komponente ovog sekrecionog aparata
nazivaju se hrp geni. Istrazivanja su pokazala da je upravo Arp-T3S sistem odgovoran za
patogenost 4. citrulli prema domacinima iz familije Cucurbitaceae, kao i za HR reakciju na
vrstama koje nisu primarni domacini, kao §to su paradajz i duvan (Bahar and Burdman,
2010). Osim toga, na patogenost uti¢u i sistem sekrecije tip II (T2SS), tip IV pili (T4P),
polarna flagela, kao i inicijacija ekspresije gena pri minimalnoj, odnosno grani¢noj
koncentraciji meducelijskih signalnih molekula, tzv. autoindusera (eng. quorum sensing)
(Burdman and Walcott, 2012).

S obzirom da je primarni nafin odrZzavanja patogena semenom, mere zastite i
kontrole patogena su dosta slozene. Latentne infekcije doprinose dospevanju zarazenog
semena na njive 1 daljoj distribuciji patogena. Epidemioloske karakteristike 4. citrulli, kao
Sto su prezimljavanje u zemljiStu, u ostacima zarazenih biljaka, u alternativnim
domacinima, mogucnosti opstanka 1 Sirenja u naSim agroekoloSkim uslovima, tek treba
prouciti. U danasnje vreme, veliku ulogu ima razvoj molekularnih metoda detekcije, na
kome se intenzivno radi. Cilj istrazivanja jeste da se poveca prag osetljivosti dostupnih
metoda prilikom detekcije patogena. U velikim proizvodnim sistemima kontrola se vrsi
setvom 1 preko 10 000 semena u uslovima staklenika i detaljnim pregledom biljaka. I ova
metoda ima svoje manjkavosti, s obzirom da se oslanja se subjektivan utisak. Uslovi
staklenika su takvi da je sklop medu biljkama gust, visoke su temperature i vlaznost
vazduha, pa se propusti lako mogu dogoditi. Takode, sve viSe paznje se posvecuje
bioloSkoj kontroli i otkrivanju bioloskih agenasa za suzbijanje patogena. Johnson i
saradnici (2011) su utvrdili da nepatogeni sojevi A. citrulli imaju potencijala u kontroli

patogenih sojeva iste vrste. Fessehaie 1 Walcott (2005), su ustanovili da tretiranje lubenice
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agensima bioloske prirode u fazi cvetanja ima veoma pozitivan efekat na kontrolu ovog
patogena. Adhikari i saradnici (2017) su utvrdili da dva soja rizobakterija imaju izuzetan
inhibitorni efekat prema A. citrulli. Budu¢nost u polju bioloske kontrole predstavlja i
upotreba bakteriofaga specifi¢nih za ovu vrstu (Gasi¢ Katarina, neobjavljeni podaci, licna
komunikacija). U iS¢ekivanju jo$ preciznijih metoda detekcije patogena, treba se osloniti na
kontrolisano poreklo i zdravstveno stanje semena, ispravan plodored i sanitarne mere u

objektima za proizvodnju rasada (Obradovic i sar., 2014).

2.3.3 Xanthomonas cucurbitae - prouzrokovac bakteriozne pegavosti tikava

Vrsta Xanthomonas cucurbitae prvi put je opisana 1926. godine, od strane
istrazivaca Bryan-a, pod nazivom Xanthomonas campestris pv. cucurbitae. Na predlog
Vauterin-a 1 saradnika (1995), vrsta je preimenovana u X. cucurbitae. Patogen je
rasprostranjen uglavnom u tropskom i subtropskom regionu. Posebno znacajne gubitke
bakteriozna pegavost nanela je proizvoda¢ima tikava u Americi. U periodu od 2010-2011.
godine, u Ilinoisu (SAD), gde se Cucurbitaceae gaje na preko 10 000 ha, zabelezeni su
gubici od 3-90% ukupnog prinosa (Babadoost and Ravanlou, 2012). Osim u Americi,
zabeleZeno je prisustvo patogena na ostrvima Reunion i SejSelima u Indijskom okeanu
(Pruvost et al., 2008; Pruvost et al., 2009). Dutta i sar. (2013) su posle vise od pola veka
zabelezili nalaz X. cucurbitae na lubenici u Dzordziji (SAD). Izmedu 20 i1 25% biljaka bilo
je zahvaceno infekcijom, a simptomi su uoc¢eni samo na listovima. Godine 2012., patogen
je po prvi put detektovan u Kanadi (Ontario) (Trueman et al., 2014). Prema izveStaju
Fitosanitarne uprave Crne Gore za 2010. godinu, na krastavcu gajenom u zasti¢enom
prostoru, utvdeno je prisustvo bakteriozne pegavosti prouzrokovane ovom vrstom. U nasoj
zemlji, ovaj patogen nije bio predmet detaljnijih proucavanja, stoga nema izveStaja o
njegovom prisustvu u nas.

Vrlo malo se zna o biologiji patogena i epidemiologiji bakteriozne pegavosti.
Williems 1 Zitter (1995) navode da se bakterija prenosi semenom, ali da se i uspesno
odrZava u ostacima obolelih biljaka. Idealni temperaturni opseg za nastanak infekcije je

izmedu 25 1 30°C, dok se pri temperaturi iznad 36°C patogen ne razvija.
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Najces¢i domacini bakteriozne pegavosti su krastavac, tikva, bundeva i tikvica.
Simptomi oboljenja prvo se uocavaju na kotiledonima biljaka u vidu blago ulegnutih pega
mrke boje. Sa porastom vlaznosti vazduha i1 temperature, §to se obicno desava pocetkom
jula, dolazi 1 do napredovanja bolesti. Na listovima se uocavaju hloroti¢ne zone izmedu
nerava koje vremenom dobijaju mrku boju i nekrotiraju. Na plodovima nastaju promene u
vidu pega vodenastog izgleda, Cesto oivicene svetlijim oreolom. U slu¢aju jacih infekcija,
dolazi do formiranja dubokih lezija i pucanja kore, Sto za posledicu ima pojavu trulezi
ploda (Babadoost and Ravanlou, 2012). X. campestris se opisuje kao patogen lista, ali ¢esto
moze da prouzrokuje trulez plodova u visokoj meri (Babadoost and Zitter, 2009).

Na YDC podlozi ova vrsta formira kolonije Zute boje, karakteristicne za rod
Xanthomonas (Babadoost and Ravanlou, 2012).

Za kontrolu bakteriozne pegavosti prouzrokovane vrstom X. cucurbitae, najvaznija

mera zastite jeste upotreba nezarazenog semena.

2.3.4 Erwinia tracheiphila — prouzrokova¢ bakteriozne uvelosti krastavca

Bakteriozna uvelost krastavca prvi put je opisana jo§ 1895. godine u Americi, od
strane Smith-a (Arsenijevi¢, 1997). Dve godine ranije, jedan od prvih fitopatologa, Erwin
Smith, zabelezio je pravu epidemiju u zasadima krastavca, dinje i bundeve u Micigenu
(SAD), prouzrokovane nepoznatim oboljenjem (Saalau Rojas et al., 2015). I danas se
bakteriozna uvelost ubraja u grupu najznacajnijih oboljenja na teritoriji istocnog dela
Amerike (Brust and Rane, 1995, loc. cit. Saalau Rojas et al., 2011). Prema navodima
proizvodaca, u naSoj zemlji pojedinih godina su uocavani simptomi koji ukazuju na
moguce prisustvo ove vrste, medutim ona do sada nije izolovana.

Odlucujucu ulogu u Sirenju ovog patogena imaju insekti vektori Acalymma vittatum
1 Diabrotica undecimpunctata. Utvrdeno je da E. tracheiphila moze da prezimi u telu
insekata, a svoju vitalnost ne gubi ni nakon prolaska kroz probavni trakt vektora. Do
prenoSenja patogena dolazi kada delovi usnog aparata zarazenog insekta dodu u kontakt sa
svezim 1 so¢nim tkivom zdrave biljke. Bakterija se umnozava i dalje kre¢e ksilemom
(Saalau Rojas et al., 2011). Krastavac, dinja, bundeva i tikva su najpogodniji domacini

bakteriozne uvelosti, dok se za lubenicu dugo mislilo da je jedina otporna vrsta familije
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Cucurbitaceae (Agrios, 2005). Medutim, Sanogo i saradnici (2011) uocili su pojavu
bakterioznog uvenuca u zasadu lubenice u Meksiku, mada na manje od 1% biljaka.

pocetni simptom uvelost listova. Kako bakterije zapuSavaju sudovni sistem biljke,
onemogucéeno je kretanje hranljivih materija, Sto za posledicu ima postepeno susenje
listova, a potom i cele biljke. U prvo vreme, na listovima se mogu uociti promene boje
tkiva u tamniju. Zatim dolazi do gubitka turgora, uvenuca i suSenja, a nastali simptomi
podsecaju na one usled nedostatka vode. Stablo se vremenom takode susi. Na preseku
obolelog stabla, u zoni sudova, uocava se prisustvo bakterijskog eksudata u vidu sluzi, $to
predstavlja dijagnosti¢ki znak (Babadoost et al., 2004). U pocetnim stadijumima infekcije,
biljke venu sredinom dana, ali se u toku no¢i oporavljaju. Medutim, nakon nekog vremena,
nastupa njihovo potpuno odumiranje.

E. tracheiphila obrazuje sitne, okrugle, sjajne kolonije, sivobelicaste do krem boje
na podlozi HA. Za izolaciju patogena najbolje je asepti¢no koris¢enje lepljive niti, odnosno
eksudata, koji isti¢e iz biljnih sudova na poprecnom preseku vreze (Arsenijevi¢, 1997).

S obzirom da se patogen prenosi vektorima, zastita se svodi na kontrolu insekata

vektora 1 stvaranje otpornih sorti domacina prema prouzrokovacu bakteriozne uvelosti.

2.3.5 Pseudomonas syringae pv. syringae — prouzrokovac bakteriozne pegavosti i
uvelosti zeljastih biljaka i rak-rana i bakterioznog izumiranja vocaka

Prouzrokova¢ bakteriozne pegavosti 1 uvelosti zeljastih biljaka 1 rak-rana 1
bakterioznog izumiranja vocaka, P. s. pv. syringae, otkriven je 1902. godine, u Holandjiji.
Patogen je prvi put izolovan iz jorgovana (Syringa vulgaris), po kome je i dobio ime. Ovu
vrstu karakteriSu velika rasprostranjenost i polifagnost (Arsenijevi¢, 1997). Vrsta P. s. pv.
syringae nedavno je po prvi put zabeleZena kao prouzrokovac lisne pegavosti uljane tikve u
nas (BalaZ i sar., 2014).

Patogen se na zeljastim biljkama prenosi uglavnom zaraZenim semenom, mada do
nastanka infekcije moze do¢i i u toku vegetacije, u polju. Ova vrsta moze prouzrokovati
velike gubitke u proizvodnji razliCitith biljnih vrsta. Ono §to je Cini posebnom, jeste

nedovoljno proucena priroda patogena.
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Primenom savremenih molekularnih metoda doslo je do napretka u proucavanjima.
Na osnovu 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;
Newberry et al., 2016). Naime, uglavnom se smatralo da se kompleks P. syringae sastoji od
7 razli¢itih filogenetskih grupa (Parkinson et al., 2011). Pojedini autori u ovu podelu
ukljucuju i vrstu P. chicorii, kao veoma blisku (Mulet et al., 2010, Berge et al., 2014). Kao
1 za veéinu fitopatogenih bakterija, sojevi su klasifikovani u razliite patovare u okviru
vrste P. syringae. Ova vrsta broji i najviSe patogenih varijeteta od svih fitopatogenih
bakterija. Upravo su se patovari koristili kao osnova za analizu i klasifikaciju patogena u
razli¢ite fenotipske grupe. S obzirom da je u skorije vreme vrsta izolovana iz razli¢itih
staniSta (vode, zemljiSta, itd.), gde je ispoljila iskljuc¢ivo saprofitnu prirodu, koncept
patovara nema prakti¢nu primenu, posebno $to se pojedini sojevi izdvajaju u potpuno nove,
do tada nepoznate filogrupe (Morris et al., 2007; Berge et al., 2014). Na osnovu studije koja
je izvedena analizom preko 700 sojeva P. syringae, izolovanih iz razli¢itih okruZenja,
utvrdeno je da postoji 26 grana u okviru 13 filogrupa (Berge et al., 2014). Grupe od 1 do 8
obuhvataju najzastupljenije patovare i patotipske sojeve, dok su u ostale uglavnom smesteni

sojevi izolovani iz prirodnog okruZenja (Berge et al., 2014, loc. cit. Newberry et al., 2017).

2.3.6  Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum - prouzrokova¢ bakteriozne
vlazne trulezi

Prouzrokova¢ vlazne trulezi otkriven je jo§ 1901. godine, od strane Jones-a
(Arsenijevi¢, 1997). Od tog vremena, patogen se redovno sre¢e gde god se gaje mesnate i
so¢ne krtolasto-korenaste biljke. Ova bakterija ima kosmopolitski karakter, kada je
rasprostranjenost u pitanju. lako je u literaturi najviSe opisuju kao patogena krompira,
zabeleZeno je njeno prisustvo 1 na lubenici, dinji, krastavcu, itd. (Nazerian et al., 2011;
Dana et al., 2015; Gottsberger and Huss, 2016).

Duarte i saradnici (2004) u Brazilu su izolovali atipi¢ne sojeve vrste P. carotovorum
subsp. atroseptica, prouzrokovaca crne noge krompira. Primenom razli¢itih biohemijsko-
fiziolo8kih 1 molekularnih metoda, utvrdeno je da se izolovani sojevi razlikuju od svih do

tada poznatih podvrsta P. carotovorum, pa je na predlog grupe istrazivaca, autora rada,
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vrsta dobila ime P. carotovorum subsp. brasiliense. Gottsberger i Huss (2016) po prvi put
beleze prisustvo ovog patogena u Austriji, i to na biljkama uljane tikve.

Patogen najcesce prodire u unutrasnjost ploda kroz povrede i oSteCenja nastalih
ishranom insekata, gradom, dejstvom coveka, mada infekcija moze poticati 1 iz
kontaminiranog semena. Sirenju patogena pomazu i kisne kapi, vetar i muve (Diptera),
koje privlaéi miris razmeks$anog tkiva (Arsenijevi¢, 1997). Cesto se patogen moze izolovati
u skladistima, nakon berbe plodova. S obzirom da se uglavnom umnozava u mesnatim,
socnim delovima biljke, plodovi lubenice, dinje i krastavca u fazi fizioloSke zrelosti
predstavljaju idealno staniSte za vrstu P. c. subsp. carotovorum (Snowden, 2010).

Najéesée se promene prouzrokovane vrstom P. c. subsp. carotovorum zapazaju na
socnim plodovima koji su bogati razli¢itim hranljivim sastojcima. Prvi simptomi se
ispoljavaju u vidu pega razlicite veli¢ine koje imaju vlazan izgled. Bakterija poseduje
pektoliticke fermente koji deluju na srednju ¢elisjku lamelu i razgraduju je. Kao posledica
tog procesa, zahvaceno tkivo razmeksava i truli, ¢esto sa pojavom obilne te¢nosti. Tako je
bolest 1 dobila naziv meka ili vlazna trulez (eng. ,,soft rot*). Osim korenasto-krtolastih
biljaka 1 so¢nih plodova, patogen zarazava i so¢ne stabljike kukuruza, suncokreta, sirka,
duvana, itd. Posredstvom insekata, parazit dospeva 1 na listove, koji takode bivaju
zahvaceni procesom truljenja (Arsenijevic¢, 1997).

Prvi korak u sprovodenju kontrole patogena jeste uklanjanje obolelih biljnih delova.
Primena plodoreda takode daje dobre rezultate u zastiti od vlazne trulezi. Stoga je najbolje
posle osetljivih biljaka sejati neke imune ili otpornije vrste kao Sto su trave, pasulj, strna
zita, itd. Prekomerno zalivanje biljaka pogoduje patogenu, na taj nacin se lako raznosi i
dopire do zdravih biljaka. Zna€ajna mera jeste pazljivo postupanje sa zrelim plodovima,
narocito tokom berbe 1 skladiStenja. Proizvodi koji su namenjeni Cuvanju moraju biti suvi i
nepovredeni, a skladiStenje treba izvesti pri $to nizoj temperaturi, ali koja ne ugroZava

kvalitet proizvoda.
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2.3.7 Serratia marcescens — prouzrokovac Zutila vreZa (eng. Cucurbit yellow vine
disease, CYVD)

Oboljenje nazvano ,,zutilo vreza” prvi put je uoceno 1988. godine u Oklahomi i
Teksasu (SAD). Prouzrokovac bolesti je bakterija Serratia marcescens, ¢iji je glavni vektor
insekt Anasa tristis (eng. squash bug) (Pair et al., 2004, loc. cit. Zlatkovi¢ i sar., 2017). Sve
biljke familije Cucurbitaceae mogu biti domacin ovom vektoru. Ipak, najvise se sre¢e na
biljkama tikve i bundeve. Patogen prezimljava u telu vektora i na prole¢e ishranom
insekata dospeva u biljku domacina.

Simptomi zutila vreza najcesce se ispoljavaju dve nedelje pred punu zrelost plodova
u vidu zaostajanja u porastu ili zutila lis¢a. Cest simptom predstavlja prelazak boje floema
iz zelene u smedu. Ponekad dolazi do nagle uvelosti vreza, bez pojave ostalih simptoma
(Zlatkovi¢ 1 sar., 2017). Pravilno uspostavljanje dijagnoze bolesti otezava pojava
nespecificnih simptoma, kao i1 prodor drugih patogena u ve¢ oslabljenu biljku. Takode,
simptomi ovog oboljenja cesto se greSkom dovode u vezu sa bakterioznim i fuzarioznim
uvenucéem krastavca (Seebold i1 Bessin, 2011).

Gubici u proizvodnji mogu dosezati od 5-100% ukupnog prinosa (Bruton i sar.,
2003). Zutilo vreza predstavlja ograni¢avaju¢i faktor proizvodnje Sirom ameri¢kog

kontinenta, dok u Srbiji jo§ uvek nije otkriveno.

20



RADNA HIPOTEZA

3. RADNA HIPOTEZA

Bakteriozna oboljenja predstavljaju ograniCavaju¢i faktor proizvodnje biljaka
familije Cucurbitaceae Sirom sveta. lako u poslednjih nekoliko godina u Srbiji nije
zabeleZeno prisustvo patogena u ve¢em obimu, podaci iz svetske literature govore da gubici
nastali dejstvom fitopatogenih bakterija mogu dosti¢i ogromne razmere. Osnovna
pretpostavka jeste da su u Srbiji prisutni razli¢iti prouzrokovaci bakterioznih oboljenja
biljaka familije Cucurbitaceae. Stoga je neophodno utvrditi prisustvo i1 izvrSiti njihovu
identifikaciju.

Usled intenzivne trgovinske razmene poljoprivrednih proizvoda, pa samim tim i
semena raznih biljaka, u mnogim zemljama sveta sve ¢esS¢e se pojavljuju karantinske vrste
fitopatogenih bakterija. Kako veéina semenskog i sadnog materijala u naSu zemlju dolazi iz
inostranstva, postoji realna opasnost od unosa Stetnih i do sada u nas neopisanih vrsta.
Jedna od hipoteza jeste da je doslo do unosa jedne ili viSe karantinskih vrsta bakterija na
teritoriju Srbije. Iz tog razloga ¢e se vrsiti viSegodiSnje posmatranje useva 1 pojava
karakteristi¢nih simptoma na biljkama familije Cucurbitaceae Sirom zemlje.

Pretpostavlja se da se vecina fitopatogenih bakterija biljaka familije Cucurbitaceae
odrzava 1 prenosi zarazenim semenom. Mogu¢nost detekcije patogena u zarazenom semenu
Cesto je ograniCena osetljivoS¢u primenjenih metoda detekcije. Stoga ¢e se raditi na
optimizaciji postojeih 1 uvodenju novih metoda detekcije patogena na i u semenu.
Usvajanjem novih metoda za otkrivanje prisustva bakterija unapredila bi se osetljivost 1
efikasnost detekcije, Sto bi omogucilo lakSe utvrdivanje izvora zaraze.

Takode, pretpostavka je da sortiment biljaka koje se gaje poseduje razli¢itu
osetljivost prema patogenu. Stoga, bie proucena otpornost sortimenta familije
Cucurbitaceae prema patogenim vrstama bakterija prisutnim u nas.

Dalje, pretpostavlja se da neka hemijska sredstva mogu posedovati baktericidni
efekat prema bakterijama izolovanim iz obolelih biljaka familije Cucurbitaceae.
Proucavanjem dejstva ovih baktericida, utvrdi¢e se mogucénost primene u zastiti biljaka od

navedenih patogena.
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4. MATERIJAL I METODE RADA

4.1 Obilazak terena i prikupljanje materijala

U periodu od 2013-2016. godine, poseceni su tereni Sirom Srbije u cilju pregleda
zasada razlicitih vrsta familije Cucurbitaceae. Biljni materijal je prikupljen sa lokaliteta gde
je uocena pojava simptoma oboljenja, naroCito lisne pegavosti. Nakon uzorkovanja,
materijal je spakovan u plasticne kese i u ru¢nom frizideru dopremljen u Laboratoriju za
fitobakteriologiju Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Obrada uzoraka vrSena je
neposredno po dopremanju, dok su uzorci bili jo§ u svezem stanju. Takode, materijal je
kratkotrajno skladiSten u frizideru, pri temperaturi 4-7°C, do zavrSetka postupka izolacije

bakterija.

4.2 Izolacija patogena iz biljnog materijala

Izolacija patogena vrsena je iz uzoraka biljnog materijala sa vidljivim simptomima
oboljenja. Uzorci su ispirani mlazom ¢esmenske vode u trajanju 1 min, kako bi se otklonile
mehanicke necistoce i1 epifitni mikroorganizmi. Materijal je potom povrSinski dezinfikovan
95% alkoholom 1 prosusen na filter-papiru. Na prelazu zdravog u obolelo tkivo, sterilnim
sklapelom uzimani su fragmenti biljnog tkiva, koji su potom macerirani u kapi sterilne
destilovane vode. Nakon nekoliko minuta, kap macerata zasejavana je metodom
iscrpljivanja u Cetiri poteza pomocu bakterioloSke petlje, na podlogu hranljivi agar (HA,
hranljivi bujon 23,0 g; agar 15,0 g; destilovana voda do 1,0 1) u Petri-kutijama. Zasejane
podloge su inkubirane u termostatu, pri 27°C, u trajanju 48 h.

Nakon 2 dana razvoja pri temperaturi 27°C, prihvacene su predominatne,
pojedinacne kolonije, najceS¢e belicaste ili krem boje, koje su presejane na novu HA
podlogu, u cilju pre¢iS¢avanja 1 izdvajanja Cistih kultura. Za dalje prouc¢avanje odabrano je
ukupno 63 soja (Tabela 1).

Kao kontrolni sojevi u razli¢itim testovima, osim sojeva izolovanih u naSoj zemlji,

koriS¢eni su 1 inostrani sojevi, poreklom iz razli¢itih medunarodnih kolekcija (Tabela 2).
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4.3 Izolacija patogena iz zemljiSta

Kako bi proucili epidemioloske karakteristike patogena, prikupljani su uzorci
zemljista sa parcela gde je uoCena pojava simptoma na plodovima lubenice u fizioloskoj
fazi zrelosti, godinu dana nakon pojave infekcije. Cilj testa bio je da se utvrdi sposobnost
patogena da prezivi u zemljiStu. U staklenu ¢asu odmereno je 10 g uzorka zemljista, a
potom je dodato 50 ml sterilne destilovane vode. Casa je postavljena na magnetnu
mesalicu, kako bi se uzorak homogenizovao. Nakon 2h meSanja, uzorak je ostavljen na
taloZzenje, u trajanju sat vremena. Dobijeni supernatant koriS¢en je za zasejavanje na
unapred pripremljenu podlogu obogaéenu saharozom (NAS, hranljivi bujon 23,0 g; agar
18,0 g; saharoza (5%) 50,0 g; voda do 1,0 1), u koju je nakon sterilizacije aseptiénim putem
dodato 25 mg/l ampicilina 1 250 mg/ml cikloheksimida. Osim mati¢nog ekstrakta,

napravljena i serija razredenja za zasejavanje, po¢ev od 107!

Tabela 1. Proucavani sojevi bakterija izolovani iz biljaka familije Cucurbitaceae

Br. Sifra soja  Domadin (vrsta, sorta) fl}g:; Lokalitet is:lgiclilji
1 KFB 373  C. lanatus List Popinci 2013
2 KFB 374  C. pepo List Popinci 2013
3 KFB 375  C. melo List Popinci 2013
4 KFB 376  C. melo List Popinci 2013
5 KFB 377  C. melo List Popinci 2013
6 KFB 378  C. sativus List Popinci 2013
7 KFB 379  C. melo List Popinci 2013
8 KFB 380  C. pepo, GL Oscar List Backi Petrovac 2013
9 KFB 381 C. pepo, GL Opal List Backi Petrovac 2013
10 KFB 382  C. pepo, GL Rustikal List Backi Petrovac 2013
11 KFB 383  C. pepo, GL Maxima List Backi Petrovac 2013
12 KFB 384  C. pepo, GL Global List Backi Petrovac 2013
13 KFB 385  C. pepo, Olinka List Backi Petrovac 2013
14 KFB 386  C. pepo, Olinka List Backi Petrovac 2013
15 KFB 387  C. pep, Olinka List Backi Petrovac 2013
16 KFB 389  C. pepo, Olinka List Backi Petrovac 2013
17 KFB390 C. sativus List Rimski Sancevi 2013
18 KFB 392 C. pepo, GL Maxima List Backi Petrovac 2013
19 KFB 393  C. lanatus Vreze Celarevo 2014
20 KFB 394  C. lanatus Vreze Celarevo 2014
21 KFB 395  C. lanatus Vreze Celarevo 2014
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Br. Sifra soja  Domadéin (vrsta, sorta) E;g:; Lokalitet i(z}(:)lgicliljz
22 KFB 340 C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
23 KFB 341  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
24 KFB 342  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
25 KFB 343  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
26 KFB 344  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
27 KFB 345  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
28 KFB 346  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
29 KFB 347  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
30 KFB 348  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
31 KFB 349  C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
32 KFB 350 C. lanatus, Farao Plod ASanja 2014
33 KFB 351  C. lanatus Plod Celarevo 2014
34 KFB 352  C. lanatus Plod Celarevo 2014
35 KFB 353  C. lanatus Plod ASanja 2014
36 KFB 354  C. lanatus Plod ASanja 2014
37 KFB 355  C. lanatus Plod ASanja 2014
38 KFB 356  C. lanatus Plod ASanja 2014
39 KFB 357  C. lanatus Plod ASanja 2014
40 KFB 358  C. lanatus Plod ASanja 2014
41 KFB 359  C. lanatus Plod ASanja 2014
42 KFB 360  C. lanatus Plod ASanja 2014
43 KFB 361 C. lanatus Plod ASanja 2014
44 KFB 362 C. lanatus Plod ASanja 2014
45 KFB 363  C. lanatus Plod ASanja 2014
46 KFB 396  C. lanatus, Top Gun List Platicevo 2015
47 KFB 397  C. lanatus, Top Gun List Platicevo 2015
48 KFB 398  C. lanatus, Top Gun List Platicevo 2015
49 KFB 399 C. sativus, Ekron List Kujavica 2015
50 KFB 400  C. lanatus, Top Gun List Platicevo 2015
51 KFB 401  C. sativus, Caman List Kujavica 2015
52 KFB 365 C. lanatus, Top Gun Plod Recka 2015
53 KFB 366 C. lanatus, Top Gun Plod Recka 2015
54 KFB 367 C. lanatus, Top Gun Plod Recka 2015
55 KFB 368  C. lanatus, Top Gun Plod Recka 2015
56 KFB 402  C. lanatus Klijjanci ~ NP 2016
57 KFB 403  C. lanatus Klijjanci ~ NP 2016
58 KFB 404  C. lanatus Klijanci ~ NP 2016
59 KFB 405  C. lanatus Klijanci ~ NP 2016
60  KFB369 C. lanatus, Eleta Plod Sabac 2016
61 KFB 370 C. lanatus, Eleta Plod Sabac 2016
62 KFB 371  C. lanatus, Eleta Plod Sabac 2016
63 KFB372  C. lanatus, Eleta Plod Sabac 2016
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4.4 Odrzavanje i cuvanje izolovanih bakterijskih sojeva

Radi odrzavanja kra¢i vremenski period, izolovani sojevi bakterija cuvani su u
radnoj kolekciji u vidu suspenzije bakterija u sterilnoj vodi. Pun zahvat kolonija starosti
24h suspendovan je u 1 ml sterilne ¢esmenske vode u mikroepruvetama i Cuvan pri
temperaturi 4-7°C u frizideru (Klement et al., 1990). Na duzi vremenski period, sojevi su
¢uvani u podlozi sacinjenoj od hranljivog bujona sa 30% glicerola u krioepruvetama pri
temperaturi -80°C u zamrzivacu (Schaad et al., 2001). Za sve oglede koriS¢ene su sveze

kulture, gajene u termostatu pri 27°C, u trajanju od 24-48h.

4.5 Patogene odlike sojeva

Patogene odlike izolovanih sojeva proucene su preliminarno proverom sposobnosti
da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju, kao i inokulacijom razli¢itih biljaka familije

Cucurbitaceae, njihovih prirodnih domacina.

4.5.1 Hipersenzitivna reakcija (HR)

Hipersenzitivna reakcija predstavlja odbrambeni mehanizam biljke, koji se aktivira
u slucaju kada se patogen nade u biljci koja nije njegov domacin, kada patogen dospe u
tkivo rezistentnog domacina ili kada osetljiv domacin dode u kontakt sa bakterijom koja je
izgubila svoju vitalnost (Klement and Goodman, 1967; Arsenijevi¢, 1997). Umnozavanje
bakterijskih ¢elija unetih u intercelularni prostor lista duvana traje kratko, a potom dolazi
do naglog izumiranja biljnih ¢elija 1 do nekroze inokulisanog tkiva. Dakle, pojava
nekroti¢nih pega na mestu inokulacije, znak je pozitivne reakcije, odnosno patogenosti
sojeva. Sposobnost izolovanih sojeva da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju proucena je
na biljkama duvana sorte Samsun. Bakterijska suspenzija koncentracije ~10% CFU/ml
pripremljena je u sterilnoj destilovanoj vodi. Inokulacija je izvedena infiltracijom
suspenzije izmedu dva lisna nerva sa nalicja lista pomoc¢u medicinskog Sprica bez igle. Kao
pozitivna kontrola kori$¢eni su sojevi bakterija P. s. pv. syringae (KFB 0103) 1 A. citrulli
(KFB 0250), dok je kao negativna kontrola upotrebljena sterilna destilovana voda.

Inokulisane biljke odrZzavane su u laboratorijskim uslovima. Rezultati su o¢itani nakon 1-2
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dana, a pojava nekroze tkiva mezofila lista na mestu inokulacije nakon 24-48h znak je

patogenosti bakterije (Arsenijevi¢, 1997).

4.5.2 Test patogenosti na biljci domacinu

Kao preliminarni test patogenosti nakon izolacije bakterija, posluzili su klijanci
tikve, gajeni na sterilnom filter papiru. Za izvodenje ogleda koriS¢ene su staklene Petri
posude, prec¢nika 22,5 cm 1 visine 6,5 cm. U svaku posudu postavljen je filter papir, a
potom je izvrSena sterilizacija autoklaviranjem pri 121°C, u trajanju 20 min. Seme tikve
(sorta Beogradska) povrsinski je dezinfikovano 1% rastvorom natrijum hipohlorita
(NaClO), u trajanju 1 min, a potom isprano u 3 ponavljanja, u sterilnoj destilovanoj vodi.
Nakon toga, asepticnim putem je postavljeno u Petri kutije, na filter papir koji je prethodno
navlazen takode sterilnom destilovanom vodom. Kutije su oblepljene parafilmom, kako ne
bi doslo do prodora nezeljenih mikroorganizama i isusivanja i postavljene na tamno mesto
do klijanja semena. Kada su se razvili kotiledoni, nakon njihovog otvaranja, asepti¢nim
putem je naneta kap bakterijske suspenzije koncentracije ~10® CFU/ml svakog
prouc¢avanog soja, u dva ponavljanja. Biljke su potom inkubirane u termostatu, pri 27°C, u
trajanju 72 Casa. Kao pozitivna kontrola, koriS¢en je soj P. s. pv. syringae (KFB 0103)
(Tabela 2), a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda, koja je koriS¢ena 1 za
pripremu bakterijskih suspenzija. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava pega
vodenastog izgleda na kotiledonima ili hipokotilu biljke.

Patogenost proucavanih sojeva prouena je i inokulacijom drugih vrsta familije
Cucurbitaceae, u zavisnosti od biljke domacina iz koga je soj izolovan. Tako su kao test
biljke posluzile: lubenica (sorta Rosa), krastavac (sorta Sun¢ani potok), dinja (sorta Sezam)
1 tikvica (sorta Beogradska). Biljke su gajene u tresetnom supstratu Floradur B Seed
(Floragard) ili Potgrond H u plasticnim saksijama pre¢nika 13cm, u stakleniku. Za sojeve
potencijalne predstavnike roda Pseudomonas ogled je izveden pri temperaturnim uslovima
24+3°C, dok je za potencijalne predstavnike rodova Acidovorax i1 Pectobacterium, ogled
izveden pri 28+2°C. Inokulacija biljaka izvedena je u stadijumu otvorenih kotiledona,
metodom prskanja bakterijskom suspenzijom, koncentracije ~10%° CFU/ml, ru¢nom

prskalicom. Kao pozitivna kontrola koriS¢ene su biljke inokulisane kontrolnim sojevima A.
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citrulli (KFB 0250), P. s. pv. syringae (KFB 0103) i P. c. subsp. carotovorum (KFB 85).
Kao negativna kontrola, posluzile su biljke tretirane sterilnom destilovanom vodom. Preko
inokulisanih biljaka postavljene su PVC kese, kako bi se obezbedili uslovi povisene
vlaznosti, koja pogoduje razvoju infekcije. Kese su uklonjene posle 48h. Prvi rezultati su
ocitavani 3 dana nakon inokulacije. Test je izveden u 4 ponavljanja (2 saksije po 2 biljke).
Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava pega vodenastog izgleda sa nali¢ja lista.

Za sojeve izolovane iz obolelih plodova lubenice, test patogenosti je izveden na jos
jedan nacin. Naime, zdravi, zreli plodovi lubenice povrSinski su dezinfikovani alkoholom,
nakon &ega su inokulisani suspenzijom bakterija koncentracije ~ 10° CFU/ml. Za
inokulaciju su korisc¢eni sterilni medicinski $pricevi sa iglom, a suspenzija je infiltrirana
neposredno ispod pokozice ploda, na dubinu oko 1-2 mm ploda. Svako mesto uboda
obeleZeno je markerom. Nakon toga, preko plodova su navucene PVC kese. Plodovi su
ostavljeni na inkubaciju u prostoriju sa kontrolisanom temperaturom (24+2°C). Nakon tri
dana, ocitani su rezultati ogleda. Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj 4. citrulli (KFB
0250), dok je kao negativna koriS¢ena sterilna destilovana voda.

Sav materijal koji je upotrebljen za realizaciju testova navedenih u ovom radu, a da
je pritom bio u bilo kakvom kontaktu sa karantinskim patogenima je, uz najvise mere
opreza, likvidiran. Tako su sve biljke 1 supstrat koriS€eni za testove patogenosti, kao 1
hranljive podloge sa bakterijskim kolonijama, laboratorijsko posude 1 dr. autoklavirani pri

121°C, u trajanju 20 min.

Tabela 2. Kontrolni sojevi bakterija koris¢eni u prouc¢avanju bakterioloskih odlika

Br. Soj Bakterija Izvor!
1. B 122 Bacillus pumilus KFB
2. KFB148 Erwinia KFB
Amylovora
Pectobacterium
3. KFB 85 carotovorum subsp. KFB
carotovorum
4. KFB 0250 Acidovorax citrulli Italija
5. B 130 Pseudomonas fluorescens KFB

27



MATERIJAL I METODE RADA

Br. Soj Bakterija Izvor!
6. KFB 0102 Pseudomonas.syrmgae pv.
persicae
7. KFB 026 Pseudomonas cichorii
3 KFB 0103 Pseudomonqs syringae pv. Engleska
syringae
9 KFB 062 Xanthgmonqs SAD, UFL
(E-3) euvesicatoria
10 KFB 075 Pseudomonas syringae pv. Kanada
tomato
11. KFB 045 Pseudomonas syringae py. Bugarska
phaseolicola
12. KFB 012 Pseudomonas viridiflava Madarska

"Poreklo kontrolnih sojeva: KFB, Kolekcija fitopatogenih bakterija, Poljoprivredni fakultet, Beograd-Zemun,
kurator: prof. Aleksa Obradovi¢; UFL, University of Florida, SAD, kurator: prof. Jeffrey B. Jones.

4.6 Morfoloske i odgajivacke osobine

Morfoloske 1 odgajivacke osobine sojeva izolovanih iz biljaka familije
Cucurbitaceae proucene su primenom razli¢itih standardnih 1 diferencijalnih testova.
Izvedeni su slede¢i testovi: bojenje bakterija po Gramu, izgled i razvoj kolonija na
razli¢itim podlogama, razvoj pri 41°C, sposobnost sojeva da fluoresciraju na Kingovoj

podlozi B.

4.6.1 Bojenje bakterija po Gramu

Bojenje po Gramu je metoda koja se koristi za razlikovanje Gram-pozitivnih 1
Gram-negativnih bakterija. Ova diferencijalna osobina proucena je primenom metode sa
3% KOH. Pun zahvat petlje bakterijskih kolonija starih 24h homogenizovan je u kapi 3%
rastvora KOH sterilnom drvenom c¢ackalicom u plasti¢noj Petri kutiji. Uticajem baze dolazi
do razgradnje celijskog zida Gram-negativnih bakterija, pri ¢emu se oslobada nukleinska
kiselina. Ova reakcija se ispoljava pojavom sluzaste konzistencije jer dolazi do lizisa
¢elisjkog zida, pa se podizanjem c¢ackalice u vis formira elasti¢na nit, $to predstavlja
pozitivnu reakciju. Kod Gram-pozitivnih bakterija, usled drugacije grade celijskog zida ne

dolazi do razgradnje, pa izostaje i pojava sluzaste konzistencije kapi baze u kojoj su
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suspendovane bakterijske kolonije (Arsenijevi¢, 1997; Schaad et al., 2001). Kao kontrolna
Gram-negativna bakterija, koriS¢en je soj P. fluorescens (B 130), a kao Gram-pozitivna

bakterija C. m. subsp. michiganensis, (CM1) (Schaad et al., 2001).

4.6.2 Maksimalna temperatura razvoja

Maksimalna temperatura razvoja bakterija proucavana je kako bi se diferencirali
sojevi koji pripadaju vrsti 4. citrulli za koju je poznato da se razvija pri 41°C, za razliku od
drugih bakterija koje mogu biti paraziti navedenih biljaka. Bakterije su zasejane u tecnu
podlogu od kvascevog ekstrakta i neorganskih soli (YS) (Schaad et al., 2001). Epruvete sa
sterilisanom podlogom postavljene su u vodeno kupatilo pri 41°C i zasejane pipetiranjem
po 100 pul suspenzije proucavanih bakterija u dva ponavljanja. Razvoj bakterija u vidu
zamucenja podloge, posmatran je tokom 7 dana nakon zasejavanja (Arsenijevi¢, 1997). Kao
negativna kontrola kori§¢ena je nezasejana podloga, a kao pozitivna kontrola soj 4. citrulli

(KFB 0250).

4.6.3 Fluorescentnost sojeva

Stvaranje fluorescentnog pigmenta prouceno je na Kingovoj podlozi B (King, 1954)
u cilju diferencijacije bakterija roda Pseudomonas. Pojedinane bakterijske kolonije su
zasejavane bakterioloskom petljom, u 4 poteza, na podlogu u Petri kutijama. Kao rezultat
pozitivne reakcije stvara se zeleni pigment koji izlaganjem podloge ultraljubi¢astom svetlu
fluorescira. Reakcija se posmatra nakon 24 do 48h (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna
kontrola koris¢en je soj P. s. pv. syringae (KFB 0103), dok je kao negativna kontrola
koris¢en soj E. amylovora (KFB 148).

4.6.4 Razvojiizgled kolonija na hranljivim podlogama

Razvoj proucavanih sojeva i izgled pojedinacnih kolonija posmatrani su gajenjem
bakterija na standardnoj podlozi od hranljivog agara i podlozi od glukoze, kvaScevog
ekstrakta 1 CaCO; (YDC) (Lelliott and Stead, 1987; Schaad et al., 2001). Proucavani sojevi
zasejavani su metodom razmaza pomocu bakterioloSke petlje po povrSini podloge u Petri

kutijama 1 inkubirani 3 dana u termostatu pri 27°C (Arsenijevi¢, 1997). Obrazovanje
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ispupcenih, okruglih kolonija, krem boje nakon 2-4 dana razvoja na podlozi sa glukozom,
jedna je od karakteristi¢nih osobina za vrste roda Acidovorax (Shaad et al., 2008). Kao
pozitivna kontrola u ovom testu koris¢en je soj 4. citrulli (KFB 0250). Predstavnici roda
Pseudomonas na podlozi HA obrazuju ispupcene, sjajne, sivobeliCaste kolonije, dok
bakterije roda Pectobacterium na podlozi od HA obrazuju kolonije sivobeli¢aste do

belicastokrem boje.

4.7 LOPAT testovi

S obzirom da je jedna grupa sojeva na osnovu izgleda kolonija na HA podlozi i
sposobnosti fluorescencije podsecala na vrste roda Pseudomonas, u njihovoj karakterizaciji
su koriS¢eni LOPAT testovi. Ovi testovi sluze za identifikaciju patogenih varijeteta vrste P.
syringae. Naziv testa je akronim od pocetnih slova prvih reci naziva reakcija koje obuhvata:
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 arginine-dehidrolaze, T (eng. Tobacco hypersensitivity reaction) -
hipersenzitivna reakcija (HR) duvana (Lelliot et al., 1966, loc.cit. Arsenijevi¢, 1997).
Pojedine odlike, kao $to su stvaranje levana, aktivnost oksidaze 1 aktivnost pektolitickih
fermenata (trulez kriski krompira) proverene su za sve izolovane sojeve u ovom radu.
Takode, testu hipersenzitivnosti, koji predstavlja jedan od prvih koraka u diferencijaciji

patogenih od saprofitnih bakterija, podvrgnuti su svi izolovani sojevi.

4.7.1 Stvaranje levana

Sinteza levana se ogleda razvojem krupnih, ispupCenih, sjajnih 1 okruglastih
kolonija na podlozi sa 5% saharoze (NAS), posle 2 do 3 dana inkubacije. Kao pozitivna
kontrola koris¢en je soj E. amylovora (KFB 148), a kao negativna, soj P. cichorii (KFB
026) (Schaad et al., 2001).

4.7.2 Aktivnost oksidaze

Za odredivanje aktivnosti oksidaze koristi se metoda koju je opisao Kovacs (1956).

Za izvodenje testa koriS¢ene su bakterijske kulture gajene na ¢vrstoj Kingovoj podlozi B,

30



MATERIJAL I METODE RADA

starosti 24h. U Petri posude asepti¢nim putem je postavljen sterilan filter papir, koji je
potom centralno natopljen sa nekoliko kapi 1% (w/v) vodenog rastvora N,N,N’,N’-
Tetrametil-parafenilen-diamin-dihlorhidrata (TMPPD). Ovo jedinjenje deluje kao vestacki
donor elektrona za enzim oksidazu, pa se na taj nacin oksidiSe i menja boju u ljubicastu.
Pun zahvat bakterijskih kolonija starih 24h prenosi se bakterioloskom petljom na filter
papir. Pozitivnom reakcijom smatra se pojava ljubicaste boje na mestu razmaza u roku od
5-10 sekundi. Ukoliko do pojave boje dode u periodu 10-60 sekundi takva reakcija se
smatra odlozenom. Reakcija je negativna ukoliko do pojave ljubiCaste boje ne dode ni
nakon 60 sekundi. Prilikom rada, preporucuje se upotreba drvene ¢ackalice, ili platinaste ili
plasti¢ne petlje. Kao pozitivna kontrola koriséen je soj A. citrulli (KFB 0250), dok je kao
negativna kontrola koriS¢en soj P. s. pv. syringae (KFB 0103) (Arsenijevi¢, 1997).

4.7.3 Trulez kriski krompira

Primenom ovog testa, utvrduje se da li sojevi proucavanih bakterija stvaraju
pektoliticke fermente koji su odgovorni za razgradnju srednje lamele ¢elijskog zida, Sto za
posledicu ima pojavu trulezi. Krtole krompira se pod mlazom cesmenske vode operu,
prosuse na filter papiru, poprskaju alkoholom i flambiraju, a potom iseku na kriSke debljine
7-8 mm. Kriske se zatim asepti¢nim putem postave u sterilne Petri posude. Nakon toga,
bakterioloSkom petljom vrsi se inokulacija nanoSenjem kulture bakterija na sredi$nji deo
kriSke krompira. U Petri kutije se naliva sterilna voda, tako da kriSke budu potopljene do
polovine svoje visine. Petri kutije su cuvane na sobnoj temperaturi. Rezultati su ocitani
nakon 24 1 48h. Trulez kriski na mestu inokulacije, usled aktivnosti pektolitickih fermenata,
oznacava pozitivnu reakciju (Arsenijevi¢, 1997). Reakcija se moze utvrditi vizuelno ili
pomocu cackalice, ubodom u predelu inokulisanog tkiva. Kao pozitivna kontrola koris¢en
je soj P. c. subsp. carotovorum (KFB 85), a kao negativna kontrola kap sterilne destilovane

vode.

4.7.4 Metabolizam arginina

Ovom metodom se utvrduje da li bakterija vr$i razlaganje arginina aerobnim ili

anaerobnim putem. Za izvodenje testa potrebno je pripremiti podlogu sledeceg sastava: 1 g
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peptona, 5 g NaCl, 0,3 g KoHPO4, 0,01 g fenolcrveno, 10 g L-arginin-HCL, 3 g agara i
destilovane vode do 11. Pomo¢u NaOH, pH podloge se podesava na 7,2. Potom se razliva
po 3 ml u staklene epruvete i1 autoklavira. Ubodom se zasejavaju po dve epruvete za svaki
s0j, od kojih se te¢nim 1 sterilnim parafinom, visine oko 1,5 cm, zaliva jedna epruveta, kako
bi se obezbedili anaerobni uslovi. Razlaganje arginina dejstvom stvorenog fermenta
arginindehidrolaze pod aerobnim i anaerobnim uslovima, ogleda se promenom boje
indikatora u ruzicastocrvenu. Kao pozitivna kontrola se koristi P. fluorescens (B 130), a
kao negativna nezasejane epruvete. Rezultati testa se ocitavaju nakon 21 dana razvoja pri

temperaturi 27°C.

4.7.5 Hipersenzitivna reakcija (HR)

Peta reakcija LOPAT testa izvedena je u okviru provere patogenosti sojeva, kao $to

je ranije opisano.

4.8 Biohemijsko-fizioloske odlike sojeva

KoriS§¢enjem razli¢itih diferencijalnih 1 standardnih testova, proucene su
biohemijsko-fizioloske odlike sojeva izolovanih bakterija. Prouceni su aktivnost oksidaze 1
katalaze, stvaranje kiseline iz arabinoze, saharoze, manitola, sorbitola 1 inozitola,
oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze (O/F test), koriS¢enje azotnih jedinjenja,
odnosno redukcija nitrata (Lelliott and Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1997; Klement et al.,
1990). Takode je proucena sposobnost sojeva da prouzrokuju trulez kriski krompira po

ranije opisanoj metodi.

4.8.1 Aktivnost katalaze

Ferment katalaza katalizuje razgradnju toksi¢nog vodonik peroksida (H20z).
Primenom ovog testa se utvrduje da li proucavani sojevi stvaraju enzim katalazu. Zahvat
bakterijskih kolonija se sterilnom drvenom c¢ackalicom prenese na mikroskopsku plocicu i
homogenizuje u kapi 3% H>0O». Pojava mehuri¢a gasa, nastala kao rezultat izdvajanja
slobodnog kiseonika, znak je pozitivne reakcije, odnosno prisustva fermenta katalaze u

proucavanoj kulturi (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj P. s. pv.
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syringae (KFB 0103), dok je kao negativna kontrola koris¢en soj P. c. subsp. carotovorum

(KFB 85).

4.8.2 Stvaranje Kiseline iz arabinoze, saharoze, manitola, sorbitola i inozitola

U testovima stvaranja kiseline iz razli¢itih ugljenikovih jedinjenja, koris¢ena je
osnovna podloga (Hayward, 1964, loc. cit. Schaad et al., 2001), u koju je nakon razlivanja u
epruvete 1 sterilizacije asepticno dodat filterom sterilisan vodeni rastvor (10% w/v)
odgovarajuceg izvora ugljenika do kona¢ne koncentracije 1% (w/v). Kao izvor ugljenika,
kori$éeni su rastvori arabinoze, saharoze, manitola, sorbitola i inozitola. Sojevi bakterija
zasejavani su ubodom, a epruvete su inkubirane pri 27°C, u trajanju 14 dana. U slucaju da
proucavani soj koristi neki od navedenih izvora ugljenika, kao posledica razgradnje dolazi
do stvaranja kiseline i snizavanja pH vrednosti u podlozi zbog ¢ega prvobitno plava boja
podloge prelazi u zutu. Za proveru koris¢enja arabinoze, kao pozitivna kontrola korisc¢en je
soj A. citrulli (KFB 0250), dok je kao negativna kontrola koris¢en soj P. s. pv. syringae
(KFB 0103). Kod testa sa saharozom i sorbitolom, kao pozitivna kontrola koris¢en je soj P.
s. pv. syringae (KFB 0103) a kao negativna A. citrulli (KFB 0250). Za proveru sposobnosti
sojeva da i1z inozitola stvaraju kiselinu, kao pozitivna kontrola koris¢en je soj P. s. pv.
syringae (KFB 0103), a kao negativna kontrola P. s. pv. persicae (KFB 0102). Kod testa sa
manitolom, kao pozitivna kontrola koriS¢en je soj P. s. pv. syringae (KFB 0103), a kao

negativna soj P. s. pv. phaseolicola (KFB 045).

4.8.3 Redukcija nitrata

Primenom ovog biohemijskog testa proucena je sposobnost sojeva da vrse redukciju
nitrata (NO3) u nitrite (NO2). Ogled je izveden na dva nacina. Podloga pripremljena od
hranljivog bujona i 1% (w/v) NaNO; (Suti¢ i Panié, 1969) razlivena je u epruvete po 5 ml i
zasejavana sa 100 ul suspenzije proucavanih bakterija. Nakon 10 dana razvoja pri 27°C u
epruvete su redom dodati reagensi: 1 ml 0,5% rastvora skroba, 0,4% KJ i 5 ml 50% H>SOa.
Trenutna pojava tamnomrke, ¢ilibarne boje nakon dodavanja reagensa znak je pozitivne

reakcije, odnosno prisustva nitrita u podlozi. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je soj P.
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fluorescens (B 130), a kao negativna, nezasejana podloga i soj P. s. pv. syringae (KFB
0103).

Prema Klement-u i saradnicima (1990), proucavanje sposobnosti denitrifikacije
moze se izvesti 1 na slede¢i nacin. Pripremljena podloga (pepton (Difco) 3 g; NaCl 5 g;
KNO3 2 g; agar (Difco) 3 g; destilovana voda do 11; pH 7,0) (Fahy and Hayward, 1983)
razlivena je epruvete, a potom autoklavirana pri 121°C, u trajanju 20 min. Proucavani
sojevi su zasejani ubodom, nakon ¢eka je u svaku epruvetu dodato po 2 ml 3% vodenog
agara. Znak redukcije nitrata predstavlja dobar rast bakterija u roku od 5 dana, pri 27°C.
Kao pozitivna kontrola, kori§¢en je soj P. fluorescens (B 130), a kao negativna, nezasejana
podloga i soj P. s. pv. syringae (KFB 0103). Ovaj metod se prvenstveno preporucuje za

proucavanje bakterijskih sojeva roda Pseudomonas.

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

Proucena je sposobnost bakterija da razlazu glukozu fermentativnim ili
oksidativnim putem. Ovaj test je pogodan za diferencijaciju sojeva propadnika roda
Pectobacterium koji imaju sposobnost da razlazu glukozu i bez prisustva kiseonika. Za
proveru ove sposobnosti, koriS¢ena je Hugh-Leifson-ova podloga (1953, loc. cit. Lelliott
and Stead, 1987) u koju je nakon sterilizacije 1 hladenja do 50°C, dodat filterom sterilisan
10% rastvor glukoze do konagne koncentracije 1%. Ciste kulture proucavanih bakterija
zasejane su ubodom u po dve podloge u epruvetama. U jednu epruvetu sa inokulisanom
podlogom dodato je oko 2 ml sterilnog parafina, kako bi se obezbedili anaerobni uslovi.
Inokulisane podloge su inkubirane pri temperaturi 27°C. Rezultati testa o€itani su nakon 4 1
7 dana, a reakcija je pracena do 14 dana. U slucaju pozitivne reakcije, dolazi do razgradnje
glukoze 1 promene pH podloge usled stvaranja kiseline. Ova pojava se moze zapaziti
promenom boje indikatora u podlozi iz plave u Zutu. Bakterije sa oksidativnim
metabolizmom glukoze stvaraju kiselinu samo u aerobnim uslovima, Sto se ispoljava
promenom boje podloge u gornjem sloju (Arsenijevi¢, 1997). Kao pozitivne kontrole, u
testu su koriS¢eni sojevi P. c. subsp. carotovorum (KFB 85), koji razlaze glukozu
oksidativno 1 fermentativno i P. s. pv. syringae (KFB 0103), koji ima oksidativan

metabolizam glukoze. Kao negativna kontrola kori§¢ene su nezasejane epruvete.
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4.8.5 Stvaranje Cestica leda

Pojedine vrste roda Pseudomonas, medu kojima je i P. s. pv. syringae, poseduju
osobinu stvaranja Cestica leda (eng. Ice Nucleation Activity - INA). Gen koji kodira protein
spoljne membrane, odgovoran je za ovu pojavu. Proteini formiraju velike agregate koji
molekule vode pretvaraju u strukture kristala pri temperaturama iznad -10°C, pojedine ¢ak 1
pri -1,5°C (Moore, 1988). Ovakva pojava se veoma loSe odrazava na biljke, s obzirom da
kao posledica dolazi do izmrzavanja i oSte¢enja biljnog tkiva. Kod vrsta P. savastanoi i P.
s. pv. tomato, ova osobina nikada nije zabelezena. Test se koristi kao jedan od
diferencijalnih medu nekim vrstama roda Pseudomonas.

U ovom istrazivanju, testiranje sojeva na INA izvedeno je primenom dve metode.
Prva metoda se sastojala u gajenju bakterija na CPG podlozi (Bacto casamino acid, 1g;
Bacto peptone 10g; glukoza 10g; voda do 11), koja je razlivena u zapremini od po 2 ml u
staklene epruvete, standardne veli¢ine. Bakterije su gajene u termostatu, u trajanju 24h, na
horizontalnom meSacu. Pre izvodenja ogleda, zasejane podloge su postavljene u frizider, pri
4-5°C, u trajanju 2h. Za to vreme je pripremljena meSavina leda 1 95% etanola, u koju je
uronjen termometar, radi kontrole temperature. Dodavanjem obi¢ne vode, temperatura
smeSe je podeSavana na -10 do -15°C. Iz zasejanih podloga, uzeto je po 10 ul kulture
bakterija, koje su nanete na dno aluminijumske posude, prethodno postavljene u plutajuci
poloZaj u smeSu alkohola 1 leda. Pritom je posmatran prelazak kapi kulture bakterija iz
te€nog u ¢vrsto agregatno stanje. Stvaranje Cestica leda u roku nekoliko sekundi, smatra se
pozitivnom reakcijom, odnosno takvi sojevi indukuju stvaranje Cestica leda. Kao pozitivna
kontrola, koris¢en je soj P. s. pv. syringae (KFB 0103), dok je kao negativna kontrola
upotrebljen soj P. s. pv. tomato (KFB 075).

Drugi metod (Fahy and Hayward, 1983, loc. cit. Cintas et al., 2002) se izvodi
zasejavanjem bakterijskih sojeva na podlogu sledeceg sastava: 5g glukoze, 5g peptona, 5g
agara, 5g kvascCevog ekstrakta, destilovana voda do 11. Bakterije su gajene u inkubatoru pri
21°C, u trajanju 4 dana. Nakon toga, kolonije su suspendovane u epruvetama, u sterilnoj
destilovanoj vodi. Koncentracija suspenzije iznosila je ~ 10° CFU/ml i ¢uvana je na ledu do
samog izvodenja ogleda. Pripremljeno je alkoholno kupatilo meSanjem leda i etanola, a

temperatura je podesena do -4°C dodavanjem vode. Epruvete sa bakterijskom suspenzijom
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uronjene su u alkoholno kupatilo u trajanju 5 min. U slucaju pozitivhog rezultata,
suspenzija se zamrzava u nazna¢enom vremenu. Kao pozitivna kontrola kori§éen je soj P.s.
pv. syringae (KFB 0103), a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda i soj P. s. pv.

tomato (KFB 075).

4.9 Molekularne metode prou¢avanja patogena

U cilju identifikacije svih izolovanih sojeva, kao 1 reizolata dobijenih iz veStacki
inokulisanih biljaka, primenjena je i metoda lan¢anog umnozavanja DNK fragmenata (eng.
Polymerase Chain Reaction — PCR). Takode, sojevi su prouceni primenom rep-PCR
metode, umnozavanjem konstitutivnih gena (eng. Multilocus sequencing analysis - MLSA),
a za soj KFB 380 izvedeno je sekvenciranje ¢itavog genoma. Pored toga, uvedena je i real-

time PCR metoda za detekciju patogena A. citrulli iz semena lubenice.

4.9.1 Ekstrakcija DNK

DNK svih proucavanih sojeva izolovana je iz Cistih kultura bakterija, gajenih 24-
48h na HA podlozi, pri 27°C, koriS¢enjem slede¢ih metoda ekstrakcije: 1) lizisom
bakterijskih celija; 2) prema proceduri Aljanabi 1 Martinez (1997) sa modifikacijama; 3)
ekstrakcijom DNK iz semena pomocu komercijalnog Dneasy Plant Mini Kit-a; 1 4) CTAB
ekstrakcije.

Prva metoda primenjivana je prilikom ekstrakcije DNK za konvencionalni i real-
time PCR, odnosno za potrebe detekcije patogena. Bakterijske suspenzije koncentracije ~
108 CFU/ml, inkubirane su pri temperaturi 95°C, u trajanju 10 min. Lizirane bakterijske
¢elije su potom inkubirane 5 min na ledu i centrifugirane pri 8000 rpm, u trajanju 5 min.
Dobijeni supernatant je koriS¢en direktno za PCR reakciju ili je cuvan pri -20°C za kasnija
istrazivanja.

Za izvodenje rep-PCR metode i umnozavanje konstitutivnih gena koriS¢en je
ekstrakt genomske DNK dobijen ekstrakcijom prema proceduri Aljanabi 1 Martinez (1997)
sa modifikacijama. Bakterije su gajene 24h na podlozi HA, pri 27°C. Zahvatom petlje,
suspendovane su u 500 pl TE pufera (10 ml 0,1M Tris-Cl (pH 8.0); 0,2 ml EDTA (pH 6.0);

88,8 ml sterilne destilovane vode, a potom centrifugirane pri 5000-8000 rpm, u trajanju 5
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min. Nakon odbacivanja supernatanta, talog je suspendovan u 400 pl ekstrakcionog pufera
(0,8 ml 5M NaCl; 1 ml 0,1M Tris-HCI (pH 8.0); 40 ul 0,5 EDTA (pH 8.0); 8,16 ml sterilne
destilovane vode), a potom izmeSan na vorteks mesalici. Nakon toga, dodato je 8 ul
rastvora proteinaze K (20 mg/ml) 1 laganim pokretima promeSano. Mikroepruvete su
inkubirane pri temperaturi 37°C, u trajanju 30 min. Nakon ovog koraka, dodato je 40 ul
20% natrijm dodecil sulfata (eng. sodium dodecyl sulphate, SDS) i intenzivno mes$ano na
vorteks mesalici. Usledila je inkubacija u termobloku, u trajanju 1-1,5 h, pri 55-65°C.
Potom su uzorci stavljeni na led, u trajanju 5 min. U toku ovog koraka, u svaku
mikroepruvetu dodato je 360 pl SM NaCl. Nakon meSanja na vorteks mesalici, uzorci su
centrifugirani pri 13 200 rpm, u trajanju 30 min. Dobijeni supernatant prebacen je u nove
mikroepruvete zapremine 2 ml, u koje je potom dodat 1 ul RNA-ze (10 mg/ml). Sadrzaj u
mikroepruvetama je neznim pokretima homogenizovan. Slede¢i korak se sastojao od
inkubacije u trajanju 1h, pri temperaturi 37°C. Potom su uzorci ostavljeni da prenoce u
zamrzivacu pri temperaturi oko -20°C. Sledeceg dana, nakon otapanja, sadrzaj
mikroepruveta je centrifugiran pri maksimalnom broju obrtaja u trajanju 15 min,
supernatant je odbaCen, a dobijeni talog je ispran sa 250 pl 70% etanola. Uzorci su
centrifugirani na maksimalnom broju obrtaja, u trajanju 5 min, a potom je pipetom pazljivo
odstranjen supernatant. Mikroepruvete su ostavljene da se prosuse, kako bi moguci tragovi
etanola bili uklonjeni. Rastvaranje dobijene precis¢ene DNK izvedeno je pipetiranjem 100
ul TE pufera u mikroepruvete. Takode, koriS¢enjem 50 pl pufera za rastvaranje postiZe se
veca koncentracija DNK u rastvoru, ali se istovremeno smanjuje celokupan prinos dobijene
DNK. Kvalitet 1 prinos ekstrahovane DNK utvrdeni su gel elektroforezom 1 ul uzorka
DNK u 0,8% agaroznom gelu (120V, 30 min). Dobijeni ekstrakt cuvan je pri -20°C.

Za potrebe ekstrakcije DNK iz semena lubenice, koriS¢en je komercijalno dostupan
komplet DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Testirano seme mase 1 g,
potopljeno je u sterilan PBS pufer (NaCl 8,0 g; Na,HPO4 x 12H>0 3,0 g; KH2PO4 0,2 g;
KCl 0,2 g; destilovana voda do 11; pH 7-7,2), sa dodatkom Tween-a 20. Nakon inkubacije
na magnetnoj meSalici preko no¢i (okvirno 16h), izdvojen je 1 ml ekstrakta u
mikroepruvetu zapremine 1,5 ml koji je dalje koriS¢en za postupak izdvajanja DNK. U

narednom koraku, uzorak je centrifugiran pri 10 000 g, u trajanju 15 min. Dobijeni
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supernatant je odbacen, a talog suspendovan u 400 ul AP1 pufera i 3 ul RNase A (stock
solution, 100 mg/ml) intenzivnim meSanjem na vorteks mesalici. Nakon toga, smesa je
inkubirana u termobloku pri 65°C, u trajanju od 10 min, kako bi doslo do lizisa ¢elija.
Laganim okretanjem epruvete, sadrzaj je nekoliko puta u toku inkubacije izmesan. U
dobijeni lizat pipetirano je 130 ul AP2 pufera, sadrzaj je homogenizovan i inkubiran na
ledu 5 min, nakon Cega je izvedeno centrifugiranje 5 min, pri 16 100 g. U ovom koraku
dolazi do talozenja deterdZenta, proteina i polisaharida. Supernatant je potom pipetiran u
QIAamp Mini spin kolonu postavljenu u kolekcionoj mikroepruveti i centrifugiran 2 min,
pri 16 100 g, kako bi se uklonile nepotrebne materije. Dobijena te¢nost iz kolekcione tube
preneta je u novu mikroepruvetu zampremine 1,5 pl, u koju je dodat AW1 pufer u 1,5 puta
vecoj koli¢ini u odnosu na zapreminu lizata. Nakon meSanja sadrzaja nastavkom pipete,
650 pl smese pipetirano je u DNase Mini spin kolonu postavljenu u kolekcionoj tubi od 2
ml, a potom centrifugirano 1 min, na 6 000 g. Filtrirana te¢nost je odbacena, a postupak je
ponovljen sa ostatkom testiranog uzorka. Potom je u kolone dodato 500 ul AW2 pufera,
izvedeno je centrifugiranje na 6 000 g, u trajanju 1 min 1 odbacivanje tecnosti iz
kolektorske tubice. Zatim je pipetirano 500 pl AW2 pufera, nakon ¢ega je centrifugiranjem
pri 16 100 g, u toku 2 min, izvrSeno dodatno ispiranje ostataka etanola sa membrane
kolone. DNase Mini spin kolone prebacene su u nove mikroepruvete zapremine 1,5 pl radi
prihvatanja DNK. Rastvaranje preciS¢ene DNK vezane za membranu kolone izvedeno je
pipetiranjem 50-100 ul AE pufera direktno na membranu. Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi u trajanju 5 min, izdvajanje rastvorene DNK u mikroepruvetu postignuto je
centrifugiranjem na 6 000 g, u trajanju 1 min.

Za pripremu DNK soja KFB 380, za koji je izvedeno sekvenciranje ¢itavog genoma,
DNK je ekstrahovana CTAB puferom (rastvoriti 4,1 g NaCl u 80 ml destilovane vode,
zagrevati 1 meSati na magnetnoj mesSalici pri = 65°C, a potom lagano dodati 10 g CTAB;
nakon rastvaranja u trajanju oko 3h, podesiti konacnu zapreminu rastvora do 100 ml, a
zatim sterilisati u autoklavu). Za izvodenje ove metode, koriste se bakterijske celije u
kasnoj /og ili ranoj stacionarnoj fazi. Proucavani soj gajen je na podlozi HA, odakle su
kolonije upotrebljene za pripremu suspenzije u mikroepruveti zapremine 1,5 ml. Nakon

koraka centrifugiranja pri 10 000 rpm, u trajanju 5 min, supernatant je odbacen. Dobijeni
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talog je resuspendovan u TE puferu, tako da je dobijena suspenzija bakterije koncentracije
~ 108 CFU/ml. U novu mikroepruvetu zapremine 1,5 ml, prebaceno je 740 ul bakterijske
suspenzije. Usledio je korak inkubacije pri 37°C, u trajanju 30 min. Potom je dodato 40 pl
10% SDS 1 8 pl proteinaze K (10 mg/ml), nakon €ega je izvedeno meSanje na vorteks
mesalici. Uzorak je inkubiran u trajanju 1-3 h pri 56°C. U narednom koraku, dodato je 100
ul SM NaCl, a potom 100 ul CTAB pufera, zagrejanog na 65°C. Dobijena smesa
promeSana je na vorteks meSalici, pri manjem broju obrtaja, kako ne bi dosSlo do
narusavanja strukture DNK. Uzorak je inkubiran pri 65°C, u trajanju 10 min. Potom je
dodat hloroform : izoamil alkohol (24:1), u zapremini od 500 pl. Nakon kratkog meSanja na
vorteks mesalici, izvedeno je centrifugiranje pri maksimalnom broju obrtaja, u trajanju 10
min. Dobijeni supernatant je prebacen u novu mikroepruvetu zapremine 1,5 ml, i jo§ u dva
navrata ispran u hloroformu na ve¢ opisan nacin. Supernatant je potom pomeSan sa
izopropanolom (-20°C), u zapremini 0,6 puta vecoj nego $to je zapremina supernatanta.
Uzorak je inkubiran pri -20°C, u minimalnom trajanju od 2h. U ovom koraku, nastavak
ekstrakcije se moze odloziti za jedan dan, odnosno u smesi sa izopropanolom, uzorak moze
1 prenoCiti. Nakon centrifugiranja pri maksimalnom broju obrtaja, u trajanju 15 min, pri
4°C, pelet je ispran hladnim 70% etanolom, a onda centrifugiran u trajanju 5 min, pri
maksimalnom broju obrtaja. PoSto je supernatant odstranjen, pelet je osusen pri sobnoj
temperaturi. Dobijena DNK je resuspendovana u priblizno 170 pl ,,nuclease free* vode.

Ekstrahovana DNK ¢uvana je pri -20°C do upotrebe.
4.9.2 PCR analiza

Bakterijski sojevi izolovani u ovom istrazivanju, preliminarno su identifikovani
primenom lan¢anog umnozavanja fragmenata nukleinske kiseline, odnosno PCR analizom.
Za identifikaciju proucavanih sojeva kori$¢eno je nekoliko razli¢itih prajmera. 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 koris¢enih u ovom radu.

Par prajmera BX-L1/BX-S-R2 (Bahar et al., 2008), kojim se umnoZava fragment

veli¢ine 279 baznih parova (bp), specifi¢an je za vrstu A. citrulli. Prajmeri su dizajnirani na
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osnovu specificnog BOX-PCR fragmenta ove vrste. Za izvodenje reakcije koris¢en je
protokol preporucen od strane autora. Reakciona smesa krajnje zapremine 25 pl, sadrzala je
slede¢e komponente: 15,55 ul ,,nuclease free* vode, 2,5 ul 10 x DreamTaq Buffer, 1,25 ul
MgCly (50mM), 0,5 pul ANTPs (10mM), 1 ul BSA (0,1%), 1 pl prajmera, 0,2 ul Tag DNK
polimeraze (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) i 2 pl uzorka DNK. Reakcija se odvijala
prema slede¢em programu: pocetna denaturacija pri temperaturi 95°C u trajanju 1 min; 35
ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 35 s, vezivanja prajmera pri 68,1°C u trajanju 35 s i
ekstenzije pri 72°C u trajanju 45 s. ZavrSna ekstenzija odvijala se pri temperaturi 72°C, u
trajanju 7 minuta. Produkti PCR reakcije razdvojeni su elektroforezom (80V, 60mA) u
1,5% agaroznom gelu, duzine hoda 5 cm. Umnozeni fragmenti su potom obojeni
potapanjem gela u rastvor etidijum-bromida (1pg/ml) u trajanju 20 min i posmatrani pod
UV svetlom na transiluminatoru. Upotrebom Doc Print sistema za dokumentaciju (Vilber
Lourmat, Francuska), izvedeno je fotografisanje analiziranog gela.

Jedna od karakteristika vrste P. s. pv. syringae jeste sposobnost da sintetiSe toksin
siringomicin, lipodepsinonapeptidno jedinjenje. Detekcija gena za sintezu siringomicina,
izvodi se koriS¢enjem specifi¢nih prajmera Syr B1/B2 u reakciji lancanog umnozavanja
fragmenata DNK (Sorensen et al., 1998). Ovom reakcijom, umnozava se fragment veli¢ine
752 bp. Reakciona smeSa sastojala se od slede¢ih komponenti: 10,14 ul ,nuclease free*
vode, 1,5 pul 10 x DreamTaq zelenog pufera koji sadrzi 20mM MgCly, 0,3 ul dNTPs
(10mM), 0,75 pl prajmera, 0,06 pul 7ag DNK polimeraze 1 1,5 pl DNK uzorka. Program
reakcije obuhvatio je: pocetnu denaturaciju pri temperaturi 94°C u trajanju 5 min; 35
ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 1 min, vezivanja prajmera pri 67°C u trajanju 1 min
1 ekstenzije pri 72°C u trajanju 1 min. Zavr$na ekstenzija odvijala se pri temperaturi 72°C,

u trajanju 7 minuta.

4.9.2.1 Rep-PCR

Kako bi se utvrdile razlike u populaciji bakterija, veliku primenu ima metoda koja
se bazira na vezivanju ponovljivih sekvenci u genomu. Ova metoda se naziva Rep-PCR i
izvedena je prema protokolu Shaad et al. (2001). Ciljane sekvence kod proucavanih sojeva

umnozene su izvodenjem tri PCR reakcije: REP PCR pomocu para prajmera ReplR-1 i
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Rep2-1, BOX PCR, upotrebom BOXAIR prajmera, ERIC PCR, kori§¢enjem para prajmera
ERICIR i1 ERIC2. Umnozavanje fragmenata DNK vrSeno je u 25 pl reakcione smese koja
je sadrzala: 5,05 ul ,,nuclease 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 svakog
prajmera (20 uM) i 1,3 ul ,,nuclease free* vode za REP i ERIC PCR, odnosno 5.05 pl za
BOX PCR. Master miks je pripremljen na ledu, a potom je u sterilne PCR tubice
rasporedeno po 24 ul smese. Za svaki uzorak dodato je po 1ul DNK. Kao pozitivna
kontrola koriS¢eni su referentni sojevi A. citrulli (KFB 0250) i P. s. pv. syringae (KFB
0103), a kao negativna kontrola sterilna destilovana voda. Za sojeve koji su izgledom na
hranljivim podlogama podsecali na pripadnike roda Pseudomonas, uraden je samo BOX
PCR jer se primenom ove reakcije najbolje mozZe uociti potencijalni diverzitet medu
sojevima (Jeffrey Jones, li¢na komunikacija). U cilju provere ponovljivosti metode, rep-
PCR analiza reprezentativnih sojeva izvedena je u tri ponavljanja. Program reakcije
sastojao se od sledec¢ih koraka: pocetna denaturacija pri 95°C, u trajanju 2 min; potom 35
ciklusa zapocetih dvema denaturacijama pri 94°C, u trajanju 3s, odnosno 92°C u toku 30s;
vezivanja prajmera pri 50°C, u trajanju 1 min kod BOX i ERIC, odnosno pri 40°C kod REP
PCR-a; sinteza lanaca pri 65°C u toku 8 min 1 finalne eskstenzije pod istim uslovima.
Uspesnost izvedene PCR reakcije proverena je horizontalnom elekroforezom (15x15 cm), u
1,5% agaroznom gelu, potopljenom u 0,5xTAE pufer (Tris, EDTA, pH 8.0), pri

konstantnom naponu od 60 V u trajanju 30 min, a potom pri 80 V, u trajanju 3,5 h.

4.9.2.2 Sekvenciona analiza 16S rRNK

Genska sekvenca ribozomalne RNK nije podloZzna brzim promenama tokom
evolucije, stoga njena analiza predstavlja relativno jednostavan, a pouzdan put u
filogenetskim proucavanjima razli¢itih vrsta bakterija. Upotrebom univerzalnih prajmera
fD1/rP2 (Weisburg et al., 1991), umnoZena je sekvenca ribozomalnog gena duzine oko
1450 bp za sledece sojeve: KFB 343, KFB 344, KFB 389, KFB 392, KFB 394, KFB 395 i
KFB 401. Reakciona smeSa kona¢ne zapremine 50 pl sadrzala je: 38,7 ul ,,nuclease free*
vode, 5 ul 10x DreamTaq Buffer sa 20 mM MgCl, (Thermo Scientific, Vilnius Lithuania),
I pul dNTPs (10mM), 1 puM prajmera, 0,3 pul DreamTaq DNK polimeraze (Thermo
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Scientific, Vilnius Lithuania) i 3 pl uzorka DNK. Reakcija se odvijala prema slede¢em
programu: pocetna denaturacija pri 95°C u trajanju 5 min, potom 35 ciklusa denaturacije
pri 94°C u trajanju 1 min, vezivanja prajmera pri 55°C tokom 1 min i ekstenzije pri 72°C u
trajanju 1,5 min. Poslednji ciklus ekstenzije trajao je 5 min, pri 72°C. Umnozeni DNK
fragmenti odabranih sojeva sekvencirani su u oba smera (Macrogen Europe, Amsterdam,
The Netherlands), kori$¢enjem istih prajmera koji su kori$¢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” i
“reverse”) su obradene koriS¢enjem softverskog paketa MEGA 6 (Tamura et al., 2011).
Dobijene sekvence su uporedene sa sekvencama dostupnim u NCBI (National Collection of
Plant Pathogenic Bacteria,) koriS¢enjem BLASTn algoritma (Altschul et al., 1997).
Poravnanje sekvenci izvrSeno je upotrebom CLUSTAL W algoritma, a dalja analiza
pomocu softvera MEGA 6. Filogenetska analiza za sojeve KFB 343 i KFB 344 izvedena je
primenom ‘“neighbor-joining (NJ) metode (Saitou and Nei, 1987), sa genetickom
udaljenoséu izmedu sekvenci izraCunatoj prema Kimura-2 modelu (Kimura, 1980).
Statisticka znacajnost testirana je “bootstrap” analizom sa 1000 ponavljanja. Filogenetsko
stablo ukorenjeno je koriS¢enjem sekvence 16S rRNK gena sojeva A. delafieldii 1 A.

facilis.

4.9.2.3 Analiza multilokusnih sekvenci (MLSA)

Analiza multilokusnih sekvenci (eng. Multilocus sequencing analysis - MLSA)
predstavlja jednu od najsavremenijih i najpreciznijih molekularnih metoda. Svoju primenu
nalazi u identifikaciji sojeva bakterija do nivoa vrste 1 podvrste, kao 1 proucavanjima
genetickog diverziteta usko povezanih vrsta. Metod pociva na analizi konstitutivnih (eng.
housekeeping) gena, koji su odgovorni za najvaznije procese i funkcionisanje svake celije.
Konstitutivni geni su konzervirani, trpe male promene tokom evolucije, pa su stoga
pogodni za dugoro¢ne epidemioloske studije. Analiza je izvedena prema protokolu Hwang
et al. (2005), umnozavanjem unutra$njih fragmenata 4 konstitutivna gena: gapA, gltA, gyrB,
rpoD 15 reprezentativnih bakterijskih sojeva (KFB 373-379, KFB 381, KFB 390, KFB
396-400 1 KFB 403). Gen gapA kataliSe oksidativnu fosforilaciju gliceraldehid-3-fosfat
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dehidrogenaze A, gl/tA kodira transkripciju citrat sintaze, gyrB kodira sintezu B subjedinice
DNK giraze, dok je rpoD gen koji kontroliSe RNA polimeraza sigma’® faktor, zaduzen za
pocetak i usmeravanje transkripcije. Reakciona smeSa krajnje zapremine 25 pl, sadrzala je
slede¢e komponente: 17,9 ul ,nuclease free” vode, 2,5ul 10 x DreamTaq Buffer sa
dodatkom 20mM MgCl> (Thermo Scientific, Vilnius Lithuania), 0,5 ul dNTPs (10mM), po
1 pl prajmera, 0,1 pl Taqg DNK polimeraze (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) i 2 pl
uzorka DNK. Program reakcije obuhvatio je korak denaturacije pri 94°C u trajanju 5 min;
30 ciklusa denaturacije pri 94°C u trajanju 2 min, vezivanje prajmera pri 62°C kod gapA
gena, 63°C kod gyrB i rpoD 1 60°C kod glt4 gena, u trajanju 1 min, potom ekstenzije pri
72°C u toku 1 min. Zavr$na ekstenzija odvijala se pri 72°C, u trajanju 7 minuta.

Sve reakcije umnozavanja DNK su izvedene u aparatu Thermo Cycler 2240
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). 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 svetlom na transiluminatoru
(Vilber Lourmat, France).

Fragmenti su sekvencirani istim prajmerima koji su koriS§¢eni za umnozavanje ili
posebno dizajniranim za tu analizu (Macrogen Europe, Amsterdam, The Netherlands).
Vizuelizacija hromatograma, obrada 1 odredivanje konsenzus sekvenci izvrSeni su
koriS¢enjem istih programa kao 1 u slucaju analize 16S rRNK regiona. Za uporednu analizu
dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u bazi podataka NCBI i1 Plant Associated

Microbes Database (PAMDB) banke gena, koriS¢en je BLAST program.

Tabela 3. Prajmeri i PCR metode kori$¢eni u radu

PCR metoda Naziv i sekvenca prajmera (5°-3°) Velicina Literatura
Fragmenta
BX-L1: AGCTGGGAGCGATCTTCAT Bahar et al.,
A. citrulli 279 bp
BX-S-R2: GCGTCAGGAGGGTGAGTAGCA 2008

B1l: CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG
SyrB 752 bp Takemoto, 1992
B2 : TCGATTTTGCCGTGATGAGTC
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PCR metoda Naziv i sekvenca prajmera (5°-3) Velicina Literatura
Fragmenta
BoxA1R:CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
ReplR-1: III ICG ICG ICA TCI GGC .
Fragmenti Schaad et al

Rep PCR Rep2-1: ICG ICTTATCIGGCCTAC razlicite 2001 v

EricIR: ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC ~ velicine

Eric2: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg et al.,
16S rRNK ~ 1450 bp

rP2: ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1991

gapAFp: CCGGCSGARCTGCCSTGG 650 b Hwang et al,

~ p

gapA ¢apARps:GTGTGRTTGGCRTCGAARATCGA 2005

gltAFp: CCTCBTGCGAGTCGAAGATCACC Hwang et al.,
gltA ~ 1050 bp

gltARp: TTGTAVGGRCYGGAGAGCATTTC 2005

gyrBFps: TCBGCRGCVGARGTSATCATGAC Hwang et al.,
gyrB ~ 750 bp

gyrBRps: TTGTCYTTGGTCTGSGAGCTGAA 2005

rpoDFp: AGGTGGAAGACATCATCCGCATG
ool ~ 1100 bp Hwang et al.,
P rpoDRps: CCGATGTTGCCTTCCTGGATCAG 2005

4.9.3 Sekvenciranje genoma bakterije, sklapanje i anotacija

Zahvaljujuéi saradnji sa profesorom Jeffrey Jones-om i1 njegovim saradnicima na
Univerzitetu Florida (SAD), izvedeno je sekvenciranje €itavog genoma soja KFB 381,
izolovanog iz uljane tikve.

Kultura bakterije poreklom iz jedne kolonije gajena je 24h na podlozi HA, pri 27
°C. Potom je genomska DNK ekstrahovana primenom CTAB metode, a njena
koncentracija je proverena na aparatu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA).
Genomske biblioteke su pripremljene upotrebom Nextera Library Preparation Kit-a
(Illumnia Inc., San Diego, CA), dok je DNK sekvencirana koriS¢enjem Illumnia MiSeq
platforme u Interdisciplinarnom centru za biotehnoloSka istraZzivanja Univerziteta Florida.

Dobijeni podaci su obradeni u kontige upotrebom SPAdes Genome assembler v3.9.0 i
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deponovani u NCBI PGAAP pipeline i IMG/JGI platformu (Markowitz et al., 2012) za

anotaciju.

4.10 Spektar domadina

Za reprezentativne sojeve izolovane u okviru ove studije, proveren je spektar
domacina medu razli¢itim biljnim vrstama familije Cucurbitaceae. Kao test biljke posluzile
su lubenica (Rosa), krastavac (Suncani potok), dinja (Sezam), tikva (Beogradska),
muskatna tikva (Nektar). Ogled je izveden na isti nacin kao i proucavanje patogenosti na

biljci domadinu (Poglavlje 4.5.2).

4.11 Osetljivost sortimenta prema A. citrulli

Od svih izolovanih sojeva u ovom istrazivanju, kao predstavnik najzastupljenijeg i
ekonomski najznacajnijeg patogena odabran je soj KFB 356 (4. citrulli), kako bi se
proverila osetljivost sortimenta lubenice. Kao test biljke, posluzile su razliite sorte
lubenice (Rosa, Crimson Sweet, Top Gun, Bonta, Delta i Talisman), koje imaju Siroku
primenu u poljoprivrednoj proizvodnji nase zemlje. Ogled je postavljen na isti nacin kao i
kod proucavanja spektra domacina 1 testa patogenosti na biljci domacinu. Test je izveden u
6 ponavljanja (2 saksije po 3 biljke). Kao pozitivna kontrola koris¢en je soj 4. citrulli (KFB
0250), dok je kao negativna kontrola upotrebljena sterilna destilovana voda. Pozitivnom

reakcijom smatrana je pojava pega vodenastog izgleda sa nalicja lista nakon 48h.

4.12 Osetljivost sojeva bakterija prema baktericidima

Suzbijanje fitopatogenih bakterija predstavlja slozen zadatak, obzirom na broj
registrovanih baktericida za primenu u zastiti bilja. Patogeni su dosta prilagodljivi, stoga
¢esto kao posledica jednoli¢ne 1 ucestale primene dostupnih jedinjenja dolazi do pojave
rezistentnosti. Tako je u Americi 60ih godina proslog veka, ubrzo nakon pocetka primene
antibiotika u zastiti bilja, uofena pojava rezistentnosti u populaciji nekih fitopatogenih
bakterija (Jones, 1982). Ubrzo su pristigla obavestenja i iz drugih krajeva sveta o pojavi

streptomicin-rezistentnih sojeva. Upotreba jedinjenja bakra, koja su dugi niz godina
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najzastupljenija u kontroli bakterioznih oboljenja, takode dovodi do ¢este pojave otpornosti
sojeva pripadnika najznacajnijih rodova bakterija (Marco i Stall, 1983; Adaskaveg and
Hine, 1985; Andersen et al., 1991). Osetljivost izolovanih sojeva prema baktericidima
proucena je na podlozi sa saharozom i1 peptonom, SPA (20 g saharoze; 5 g peptona; 0,5 g
K>2HPO4; 0,25 g MgSO4 x TH20; 12,0 g Oxoid agar No.3; destilovana voda do 11) (Lelliot
and Stead, 1987) u koju su nakon sterilizacije 1 hladenja do 48°C asepti¢nim putem dodate
odgovarajuce kolicine baktericida. U ogledu je prouceno dejstvo 25 1 50 ppm streptomicin-
sulfata, 50 1 100 ppm kasugamicina, 100 i 200 ppm komercijalnih formulacija bakar-
hidroksida, Cu(OH). (Funguran OH; Spiess-Urania) i bakar-oksihlorida, Cux(OH)3Cl
(Cuprozin 35-WP, Galenika Fitofarmacija). Ova koncentracija baktericida odabrana je na
osnovu ranije saopstenih istrazivanja sprovedenih u svetu, kao i podatka da se u gotovim
formulacijama pesticida nalaze koncentracije aktivnih materija koje su i po nekoliko puta
vise.

Oko 3 pl suspenzije bakterija koncentracije priblizno 107 CFU/ml, pipetirano je na
povrsinu podloge u Petri-posudama standardne veli¢ine. Posude su postavljene u termostat
pri 27°C u trajanju 72h. Osetljivost sojeva ocenjena je posmatranjem porasta bakterija na
podlozi u prisustvu baktericida odredene koncentracije. Soj X. euvesicatoria (E-3, KFB
062), rezistentan na pomenute koncentracije baktericida, kori§¢en je kao pozitivna kontrola,
a zasejana podloga bez dodataka ovih jedinjenja kao negativna kontrola. Razvoj bakterija
na podlozi ukazuje da je soj rezistentan na baktericid u kori§¢enoj koncentraciji. Ukoliko
nema razvoja kolonija na podlozi, bakterija je osetljiva. Pojava pojedina¢nih kolonija ili
razvoja u vidu granulirane konzistencije na mestu nanoSenja suspenzije smatra se slabim

razvojem. Ogled je izveden za svaki soj u dva ponavljanja.

4.13 Specificnost bakteriofaga prema izolovanim sojevima A. citrulli

Bakteriofagi predstavljaju viruse koji uniStavaju bakterije. Fagi su prirodne
komponente biosfere i1 predstavljaju najbrojnije mikroorganizme na planeti. Mogu se naci
na svim mestima gde i bakterije, specifi¢ni su, eliminiSu samo ciljanu bakteriju, bez uticaja

na ostale ¢lanove zZivotne sredine (Gasic¢ i sar., 2007).
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Na osnovu saradnje sa dr Katarinom Gasi¢ (Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu,
Beograd), u okviru ovog istrazivanja, proucena je specifi¢nost 12 bakteriofaga specificnih
za vrstu A. citrulli, prema 32 izolovana soja ove bakterije. Specificnost je proucena u cilju

karakterizacije sojeva, a 1 potencijalne primene u biokontroli patogena.
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S. REZULTATI

5.1 Obilazak terena i simptomi oboljenja

U periodu od 2013-2016. godine, izvrSen je obilazak terena Sirom Srbije, u cilju
pregleda useva razli¢itih vrsta familije Cucurbitaceae 1 utvrdivanja pojave oboljenja
bakteriozne prirode. Osim podrucja Vojvodine, koje je najpoznatije po proizvodnji
krastavca, lubenice i1 dinje, istrazivanjima su obuhvaceni i lokaliteti u ostalim delovima
zemlje. Biljni materijal, sa izraZenim simptomima oboljenja, prikupljen je sa 17 razli€itih
lokaliteta. Uprkos ¢injenici da su uoceni simptomi podsecali na bakterioznu prirodu
oboljenja, iz uzoraka prikupljenih sa 7 lokaliteta (Orasac, Klenovnik - opstina Pozarevac,
Kusice - opstina Veliko Gradiste, Vranje, Lunovo selo - opstina Pozega, Zrenjanin, Hetin -
opétina Zitiste) nisu izolovane fitopatogene bakterije.

U pogledu simptoma, izdvojile su se dve grupe uzoraka. U prvoj grupi su se nasli
uzorci sa izraZzenim simptomima lisne pegavosti (Slika 2). Izgled pega je varirao u
zavisnosti od vrste domacina, ali su ipak ukazivale na bakterioznu prirodu. Oko sredis$njeg,

nekrotiranog dela pege, uocavao se svetlo zeleni do zuti oreol, razlicite Sirine.

Slika 2. Simptomi lisne pegavosti na razli¢itim vrstama biljaka familije Cucurbitaceae: bundeva
(A), dinja (B), lubenica (C, D). (Foto: N. Zlatkovic)
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Izgled simptoma na listovima krastavca iz lokaliteta Kujavica u velikoj meri
podsec¢ao je na uglastu bakterioznu pegavost koju prouzrokuje P. s. pv. lachrymans (Slika
3). Medutim, rezultati istrazivanja ukazuju na to da je prozrokova¢ ovih simptoma vrsta

Pseudomonas viridiflava, o ¢emu Ce biti re¢i u narednim poglavljima.

Slika 3. P. s. pv. syringae - Svetlozelene, uglaste pege na listovima krastavca. (Foto: N. Zlatkovi¢)

U drugoj grupi nasli su se plodovi lubenice i1 dinje u fazi fizioloSke zrelosti, sa
simptomima u vidu nepravilnih pega sa gornje strane ploda, vodenastog izgleda i razlicite
veli¢ine (Slika 4, A). Vremenom, pege su zahvatale sve ve¢u povrsinu, a ubrzo je dolazilo i
do pucanja kore ploda. Nastale lezije su predstavljale idealan put za prodor drugih,
oportunisti¢kih patogena, §to je dovodilo do razmeksSavanja unutrasnjeg tkiva ploda (Slika
4, B). Ovakvi plodovi su neupotrebljivi i gube komercijalnu vrednost u potpunosti.
Prilikom pregleda biljaka, uoceno je da se simptomi antraknoze koju prouzrokuju gljive iz
roda Colletotrichum, mogu lako pomesati sa onim koje prouzrokuju bakterije, narocito u
pocetnim fazama razvoja. Osim gljiva, truleZ plodova mogu prouzrokovati i vrste iz roda

Pectobacterium (Slika 4, D).
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Slika 4. A. citrulli - Bakteriozna mrljavost plodova lubenice u kasnijoj fazi infekcije (A) 1 zavr$noj
fazi, kada dolazi do pucanja kore i potpunog razmeks$avanja unutrasnjeg tkiva ploda (B).
Colletotrichum sp. - Simptomi na plodu tikve koji se mogu pomeSati sa infekcijom
prouzrokovanom vrstom A. citrulli (C). Pectobacterium spp. - Trulez ploda tikve (D). Prirodna
infekcija. (Foto: A. Obradovi¢ (A, B), N. Zlatkovi¢ (C, D))

Tokom leta 2015. godine, u nekoliko zasada krastavca u podrucju Srema, uocena je
pojava simptoma uvelosti koji su izuzetno podsecali na bakteroiznu uvelost krastavca,
prouzrokovanu vrstom E. tracheiphila (Slika 5). Karakteristicno je bilo §to su simptomi
zahvatali biljke samo sorte Ekron u pojedinim delovima plastenika, uglavnom krajnje
redove. Iz prikupljenog biljnog materijala je izvrSena izolacija na hranljivu bakteriolosku
podlogu, medutim, fitopatogene bakterije nisu izolovane. Pretpostavlja se da je uzrok ove

pojave dejstvo abiotskih faktora.
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Slika 5. Uvelost krastavca, uzrok nepoznat. (Foto: N. Zlatkovi¢)

5.2 Izolacija patogena

Nakon 24-48h razvoja na podlozi HA, pri temepraturi 27°C, uoCena je pojava
kolonija razli¢itog izgleda. Presejavanjem pojedinacnih kolonija u nekoliko navrata,
dobijene su ciste kulture, odnosno sojevi bakterija. Sojevi poreklom iz listova razli¢itih
vrsta familije Cucurbitaceae obrazovali su okrugle, ispupcene, sjajne kolonije, bele ili
belic¢asto sive boje. Osim iz listova, jedan soj (KFB 392) izolovan je iz ploda uljane tikve,
dok su 2 soja (KFB 394 i KFB 395) izolovana iz vreza lubenice, sa simptomima
razmekSavanja tkiva, odnosno trulezi. Sojevi, odabrani za dalje proucavanje, fenotipski su

podsecali na predstavnike rodova Pseudomonas i Pectobacterium (Tabela 4).
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Tabela 4. Diferencijacija sojeva na osnovu izgleda kolonija na HA podlozi

Izgled kolonija na HA podlozi
sjajne, sivkasto-bele
sjajne, beli¢aste kolonije, okruglog
kolonije, oblika, pravilnih
nepravilnih ivica ivica i specificnog
mirisa

sjajne, ispupcene
Sifra soja kolonije, bele
boje, pravilnih
ivica

KFB 340
KFB 341
KFB 342
KFB 343
KFB 344
KFB 345
KFB 346
KFB 347
KFB 348
KFB 349
KFB 350
KFB 351
KFB 352
KFB 353
KFB 354
KFB 355
KFB 356
KFB 357
KFB 358
KFB 359
KFB 360
KFB 361
KFB 362
KFB 363
KFB 365
KFB 366
KFB 367
KFB 368
KFB 369
KFB 370
KFB 371
KFB 372
KFB 0250, 4. citrulli
KFB 373
KFB 374
KFB 375
KFB 376
KFB 377
KFB 378
KFB 379
KFB 380
KFB 381
KFB 382
KFB 383
KFB 384
KFB 385
KFB 386
KFB 387
KFB 389
KFB 390
KFB 393

+

B e T T e T T e T T e S e e 2

+++++F A+
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Izgled kolonija na HA podlozi
sjajne, sivkasto-bele
sjajne, beli¢aste kolonije, okruglog
kolonije, oblika, pravilnih
nepravilnih ivica ivica i specificnog
mirisa

sjajne, ispupcene
Sifra soja kolonije, bele
boje, pravilnih
ivica

KFB 396

KFB 397

KFB 398

KFB 399

KFB 400

KFB 401

KFB 402

KFB 403

KFB 404

KFB 405

KFB 0103, P. 5. pv. syringae
KFB 392

KFB 394

KFB 395

KFB 85, P. c. subsp. carotovorum

++ A+t

+ 4+ + +

Sojevi izolovani iz plodova lubenice na podlozi HA obrazovali su blago ispupcene i
glatke kolonije, belicaste boje, okruglog oblika i pravilnih ivica. Uo¢eno je da bakterije
gube vitalnost nakon mesec dana ¢uvanja u frizideru, u vidu suspenzije u vodi (Zlatkovi¢ 1
sar., 2015). Poredenjem fenotipskih karakteristika ovih i kontrolnih sojeva, najveca sli¢nost
je uocena sa vrstom A. citrulli, ¢ije prisustvo do tada nije detektovano u Srbiji.

U leto 2014. godine na podru¢ju Asanje uocena je pojava bakteriozne mrljavosti na
plodovima lubenice. Naredne godine sa istog terena uzorkovano je zemljiste, kako bi se
utvrdilo da li su se bakterije odrzale u toku zime. Iz prikupljenih uzoraka zemljiSta nisu

1zolovane fitopatogene bakterije.

5.3 Patogene odlike sojeva
Patogene odlike izolovanih sojeva, proucene su kroz nekoliko testova.

5.3.1 Hipersenzitivna reakcija

Svi sojevi proucavani u ovom radu, osim dva (KFB 359 i KFB 363), prouzrokovali

su hipersenzitivnu reakciju listova duvana sorte Samsun (Tabela 5).
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5.3.2 Test patogenosti na biljci domacinu

Kao preliminarni test u dokazivanju patogenosti, posluzili su klijanci tikve, gajeni
na navlazenom filter papiru, u Petri kutijama, pod sterilnim uslovima. Test je izvoden
neposredno nakon pre€iS¢avanja izolata i1 dobijanja Cistih bakterijskih kultura. Svi
proucavani sojevi su prouzokovali pojavu simptoma na kotiledonima biljaka. U nekim
slu¢ajevima, dolazilo je do pojave razmeksSavanja tkiva koje je zahvatalo ¢itav hipokotil,
nakon Cega bi biljke brzo uginule (Slika 6). Iako su preduzimane sve mere u pogledu
sterilisanja ili dezinfekcije materijala za rad, ¢esto je dolazilo do razvoja saprofita na filter
papiru ili samim biljkama, stoga je ovaj nacin provere patogenosti ocenjen kao nedovoljno

pouzdan.

Slika 6. Vlazna trulez hipokotila klijanca bundeve (veStacka inokulacija) (A). U zavrsnoj fazi
infekcije, zahvaceni su i hipokotil i kotiledoni (B). (Foto: N. Zlatkovi¢)

Kako bi se izbegla kontaminacija i1 razvoj oportunistickih patogena, test patogenosti
je izveden na biljkama gajenim u saksijama. Kao test biljke posluZzile su lubenica (Rosa),
krastavac (Suncani potok), dinja (Sezam) i tikvica (Beogradska). Metod prskanja ru¢nom
prskalicom suspenzijom bakteria koncentracije ~ 10®° CFU/ml pokazao se efikasnim.

Dodatna relativna vlaznost vazduha koja je neophodna za nastanak infekcije i u prirodnim
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uslovima, obezbedena je postavljanjem PVC kesa preko inokulisanih biljaka u trajanju 24h.
Svi proucavani sojevi, osim dva (KFB 359 i KFB 363), prouzrokovali su pojavu simptoma
na testiranim biljkama. Simptomi su se ispoljavali u vidu pega vodenastog izgleda,
nepravilnog oblika i1 razli¢ite veli¢ine. Pege su se najlakSe mogle uociti sa nali¢ja lista,
mada je njihovo prisustvo bilo jasno vidljivo i sa lica (Slika 7). Kod biljaka inokulisanim
sojevima KFB 392, KFB 394 i KFB 395 doslo je do razvoja simptoma u vidu vlazne

trulezi, koja je kod vecine biljaka zahvatala i deo hipokotila.

Slika 7. Pege nepravilnog oblika i vodenastog izgleda sa nali¢ja kotiledona lubenice (A) i lica
kotiledona krastavca (B). Vestacka inokulacija. (Foto: N. Zlatkovi¢)

Na plodovima lubenice takode je doslo da razvoja simptoma koji su izgledom
odgovarali onima na obolelim plodovima iz kojih je patogen izolovan. Nakon 2 dana
inkubacije pri temperaturi 28+2°C, u uslovima povisene vlaznosti, doslo je do reprodukcije
simptoma bolesti (Slika 8, A). Na mestu inokulacije sterilnom destilovanom vodom, nije

doslo do pojave simptoma (Slika 8, B).
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Slika 8. Bakteriozna mrljavost plodova lubenice (vestacka inokulacija). Pojava karakteristicnih
simptoma na mestima inokulacije prouc¢avanim sojevima (A). Izgled mesta inokulacije sterilnom
destilovanom vodom, odnosno negativnom kontrolom, K- (B). (Foto: N. Zlatkovi¢)

Tabela 5. Patogenost sojeva na duvanu (HR) i biljci domacinu.

Redni broj Sifra soja Izolovan iz HR Test patogenosti
1 KFB 340 ploda lubenice + +
2 KFB 341 ploda lubenice + +
3 KFB 342 ploda lubenice + +
4 KFB 343 ploda lubenice + +
5 KFB 344 ploda lubenice + +
6 KFB 345 ploda lubenice + +
7 KFB 346 ploda lubenice + +
8 KFB 347 ploda lubenice + +
9 KFB 348 ploda lubenice + +
10 KFB 349 ploda lubenice + +
11 KFB 350 ploda lubenice + +
12 KFB 351 ploda lubenice + +
13 KFB 352 ploda lubenice + +
14 KFB 353 ploda lubenice + +
15 KFB 354 ploda lubenice + +
16 KFB 355 ploda lubenice + +
17 KFB 356 ploda lubenice + +
18 KFB 357 ploda lubenice + +
19 KFB 358 ploda lubenice + +
20 KFB 359 ploda lubenice - -
21 KFB 360 ploda lubenice + +
22 KFB 361 ploda lubenice + +
23 KFB 362 ploda lubenice + +
24 KFB 363 ploda lubenice - -
25 KFB 365 ploda lubenice + +
26 KFB 366 ploda lubenice + +
27 KFB 367 ploda lubenice + +
28 KFB 368 ploda lubenice + +
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Redni broj Sifra soja Izolovan iz HR Test patogenosti
29 KFB 369 ploda lubenice + +
30 KFB 370 ploda lubenice + +
31 KFB 371 ploda lubenice + +
32 KFB 372 ploda lubenice + +
33 KFB 373 lista tikve + +
34 KFB 374 lista tikve + +
35 KFB 375 lista tikve + +
36 KFB 376 lista tikve + +
37 KFB 377 lista tikve + +
38 KFB 378 lista tikve + +
39 KFB 379 lista tikve + +
40 KFB 380 lista tikve + +
41 KFB 381 lista tikve + +
42 KFB 382 lista tikve + +
43 KFB 383 lista tikve + +
44 KFB 384 lista tikve + +
45 KFB 385 lista tikve + +
46 KFB 386 lista tikve + +
47 KFB 387 lista tikve + +
48 KFB 389 lista tikve + +
49 KFB 390 lista tikve + +
50 KFB 393 vreze lubenice + +
51 KFB 396 lista tikve + +
52 KFB 397 lista tikve + +
53 KFB 398 lista tikve + +
54 KFB 399 lista tikve + +
55 KFB 400 lista tikve + +
56 KFB 401 lista tikve + +
57 KFB 402 lista tikve + +
58 KFB 403 lista tikve + +
59 KFB 404 lista tikve + +
60 KFB 405 lista tikve + +
61 KFB 392 ploda tikve + +
62 KFB 394 srzi vreze lubenice + +
63 KFB 395 srzi vreze lubenice + +

5.4 Diferencijacija roda izolovanih bakterija

Svi proucavani sojevi su Gram-negativni, a na HA podlozi uocene su tri grupe

kolonija. U prvoj grupi nasli su se sojevi izolovani iz obolelih plodova lubenice, koji su

formirali ispupcene, sjajne, okrugle kolonije, pravilnih ivica, bele boje (Slika 9, A). Svojim

izgledom, odgovarali su kontrolnom soju A. citrulli (KFB 0250). U drugoj grupi su se nasli

sojevi izolovani iz listova, €ije su kolonije belicaste boje, sjajnog izgleda, ali krupnije 1

nepravilnijih ivica u poredenju sa sojevima prve grupe (Slika 9, B). Izgleda ovih sojeva,
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odgovarao je izgledu kontrolnog soja P. s. pv. syringae (KFB 0103). Treci tip kolonija
bakterija izolovan je iz ploda uljane tikve i srzi lubenice, a razlikovao se po sivkasto-beloj
boji od ostalih sojeva (Slika 9, C). Poredenjem ovih, sa kontrolnim sojem P. c. subsp.

carotovorum (KFB 85), uocena je velika slicnost medu kolonijama.

Slika 9. Izgled bakterijskih kolonija nakon dva dana razvoja na podlozi HA: rod Acidovorax (A),
rod Pseudomonas (B), rod Pectobacterium (C). (Foto: N. Zlatkovic)

5.5 Identifikacija predstavnika vrste A. citrulli

U cilju identifikacije patogena, izveden je veci broj standardnih i diferencijalnih

testova, na osnovu kojih su bakterije diferencirane do nivoa vrste.

5.5.1 MorfoloSke i odgajivacke osobine sojeva A. citrulli

Sojevi izolovani iz plodova lubenice, koji su po izgledu kolonija najvecu sli¢nost
ispoljili sa kontrolnim sojem A. citrulli (KFB 0250) (Slika 9, A), gajeni su u tecnoj
hranljivoj podlozi, pri temperaturi 41°C, $to je ujedno i jedan od diferencijalnih testova za
vrstu A. citrulli. Pracen je razvoj bakterija, koji se ispoljio zamuéenjem podloge 7 dana
nakon postavljanja ogleda. Pri ovoj temperaturi, razvijali su se samo sojevi izolovani iz
plodova lubenice sa simptomima bakteriozne mrljavosti (Tabela 6; Slika 13, A).

Ovi sojevi pripadaju grupi nefluorescentnih, oksidaza pozitivnih bakterija. Na NAS
podlozi ne obrazuju levan pozitivne kolonije. Na YDC podlozi, obrazovali su okrugle,
ispupcene kolonije krem boje. Nakon tri dana razvoja, uocena je tendencija porasta kolonija

1 promena boje u tamniju, $to su takode diferencijalni testovi za pripadnike vrste 4. citrulli.
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5.5.2 Biohemijsko-fizioloske odlike sojeva A. citrulli

Utvrdeno je da svi proucavani sojevi stvaraju enzim katalazu. Reakcija se ispoljila u
vidu obrazovanja mehuri¢a prilikom homogenizacije zahvata bakterijskih kolonija u kapi
vodonik- peroksida H>O; na sterilnoj mikroskopskoj plo€ici. Sojevi razlazu arabinozu, ali
ne saharozu i sorbitol. Takode, ne redukuju nitrate, niti poseduju pektoliticke fermente.
Sojevi ispoljavaju negativnu reakciju u metabolizmu arginina, kao i kontrolni soj A. citrulli

(KFB 0250) (Tabela 5).

5.5.3 PCR analiza sojeva A. citrulli

U okviru ove doktorske disertacije, primenjeno je nekoliko molekularnih metoda u
cilju detekcije 1 identifikacije patogenih sojeva izolovanih iz lubenice, dinje, krastavca i
tikve.

Primenom prajmera BX-L1/BX-S-R2 (Bahar et al., 2008), dizajniranih na osnovu
specificnog BOX-PCR fragmenta vrste 4. citrulli, doSlo je do umnoZavanja fragmenta
veli¢ine 279 bp kod svih bakterijskih sojeva koji su prouzrokovali bakterioznu mrljavost

lubenice, kao i kod pozitivne kontrole, soja A. citrulli (KFB 0250) (Slika 10).

59



REZULTATI

M 340 341 342 343 344 345 346 347 348 349 350 351 352 K+ K-

279 bp mp

M 353 354 355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365 K+ K-

279bp =)

279bp m

Slika 10. Fragment veli¢ine 279 bp, specifi¢an za vrstu 4. citrulli umnoZen je kod svih prouc¢avanih
sojeva izolovanih iz obolelih plodova lubenice pomocu prajmera BX-L1/BX-S-R2. M - marker
(MassRuler LowRange DNA Ladder, Fermentas, Litvanija); Linije: 340-372, proucavani sojevi;
K+, pozitivna kontrola, soj 4. citrulli KFB 0250; K-, negativna kontrola.

5.5.3.1 Rep-PCR analiza sojeva A. citrulli

Kako bi se utvrdile razlike u populaciji bakterija, odnosno njihov diverzitet u okviru
jedne vrste, primenjena je Rep-PCR metoda. REP-PCR 1 ERIC-PCR profili izolovanih
sojeva A. citrulli bili su identi¢ni, dok se u BOX-PCR profilu soj KFB 358 razlikovao od
ostalih. Razlika se ogledala u tome $to je kod pomenutog soja umnoZen fragment veli¢ine

oko 3500 bp, za razliku od drugih proucavanih sojeva (Slikall).
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REP-PCR BOX-PCR
K- M 343 344 351 358 359 365 369 370 || 343 344 351 358 359 365 369 370 K- M

Slika 11. REP-PCR i BOX-PCR za pojedine predstavnike sojeva A. citrulli. K-, negativna kontrola;
M - marker (MassRuler LowRange DNA Ladder, Fermentas, Litvanija); Linije: 343, 344, 351, 358,
359, 365, 369 i 370 - proucavani sojevi. Crvenom bojom je obelezen fragment veli¢ine ~3500bp,
umnozen kod soja KFB 358.

5.5.3.2 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena sojeva A. citrulli

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primenjena je za 2 soja A. citrulli, KFB 343 i
KFB 344. Uporedivanjem sekvenci (GenBank pristupni brojevi KP410333 1 KP410334) sa
sekvencama iz NCBI baze, utvrden je visok stepen identi¢nosti (100%) sa sojevima A.
citrulli, poreklom iz Kine, Amerike i Tajlanda. Filogenetsko stablo konstruisano je
primenom “neighbor-joining* (NJ) metode (Saitou 1 Nei, 1987), sa genetickom udaljenoséu
izraCunatom prema Kimura-2 modelu. StatistiCka znacajnost testirana je ‘“bootstrap”
analizom sa 1000 ponavljanja. Filogenetsko stablo ukorenjeno je koris¢enjem sekvence 16S

rRNK gena sojeva 4. delafieldii i A. facilis (Slika 12).
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—— Acidovorax citrulli ICMP 7500 (GU339088)
Acidovorax citrulli FC512 (KJ210352)

KFB 343
67

KFB 344

Acidovorax citrulli FC380 (KJ210339)
100

Acidovorax cattleyae ICMP 2826 (NR117497)

Acidovorax citrulli LS2 (KJ210353)

— Acidovorax avenae ICMP 3183 (NR041757)

Acidovorax konjaci ICMP 7733 (NR114518)

49 Acidovorax anthurii (NR 041947)

51 Acidovorax valerianellae CFBP 4730 (NR 028973)

Acidovorax delafieldii 133 (NR 028714)

96— Acidovorax facilis LMG 2193 (NR 116132)

—t
0.0020

Slika 12. Dendrogram konstruisan na osnovu sekvence 16SrRNK gena kori§¢enjem NJ metode, sa
genetickom udaljeno$¢u izraCunatom prema Kimura-2 modelu. Uz ¢voriSta su naznacene
“bootstrap” vrednosti (1000 ponavljanja). Duzina grana odgovara stopi supstitucija baznih parova.
Sojevi proucavani u ovom radu obelezeni su zelenom bojom, dok je tipski soj A. citrulli obelezen
crvenom bojom. Pristupni brojevi navedeni su u zagradi. Filogenetsko stablo ukorenjeno je
koris¢enjem sekvenci sojeva A. delafieldii i A. facilis.

5.6 Identifikacija predstavnika roda Pseudomonas

Gajenjem izolovanih sojeva na podlozi HA, uocen je porast kolonija koje su svojim
fenotipskim karakteristikama ukazivale na pripadnost rodu Pseudomonas. Stoga su

primenjeni testovi koji se koriste za diferencijaciju bakterija ovog roda.

5.6.1 Morfoloske i odgajivacke osobine sojeva roda Pseudomonas

Osim sli¢nosti kolonija na HA podlozi sa kontrolnim sojem P. s. pv. syringae (KFB
0103), u drugoj grupi izolovanih bakterija (Slika 9, B), naSli su se sojevi koji imaju
sposobnost stvaranja fluorescentnog pigmenta na Kingovoj podlozi B. Naime, u slucaju
pozitivne reakcije, pod ultravioletnim svetlom, podloga svetluca zu¢kastozelenom bojom.
Sojevi ove grupe ispoljili su varijabilne rezultate u pogledu sposobnosti stvaranja

fluorescentnog pigmenta (Tabela 7). Sojevi koji poseduju ovu osobinu, mogu se svrstati u
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rod Pseudomonas, ali u literaturi postoje navodi i o odstupanjima pojedinih sojeva

(Newberry et al, 2017).

5.6.2 LOPAT testovi

LOPAT testovi se koriste prilikom identifikacije predstavnika roda Pseudomonas,
mada se pojedine reakcije koriste i za proucavanja drugih rodova bakterija.

U prvom testu, prouceno je stvaranje polisaharida levana na NAS podlozi. Od 28
testiranih sojeva, 26 je obrazovalo levan pozitivne kolonije, Sto je odlika nekih bakterija
roda Pseudomonas 1 Erwinia. Dva soja (KFB 389 i KFB 401) nisu formirala sluzaste i
sjajne kolonije, tj. nisu formirali levan na NAS podlozi, kao ni kontrolni soj P. viridiflava
(KFB 012) (Tabela 7).

Testirani sojevi nisu ispoljili oksidaza pozitivnu reakciju, niti su prouzrokovali
trulez kriski krompira.

U testu metabolizma arginina utvrduje se prisustvo dva enzima koji omogucavaju
pojedinim predstavnicima roda Pseudomonas da se razvijaju u anaerobnim uslovima.
Alkalna reakcija u slucaju pozitivnog rezultata se uocava pojavom tamno ruziCaste
obojenosti podloge. Soj P. fluorescens koris€en je kao pozitivna kontrola, dok je soj P. s.
pv. syringae, KFB 0103 upotrebljen kao negativna kontrola (Slika 13, B). Svi proucavani
sojevi ispoljili su negativnu reakciju, Sto takode ukazuje na pripadnost proucavanih sojeva
vrsti P. syringae pv. syringae (Tabela 6).

Hipersenzitivna reakcija na duvanu proucena je u okviru testa patogenosti i kao §to
je ve¢ pomenuto, svi sojevi ove grupe su prouzrokovali reakciju, kao 1 kontrolni soj P. s.
pv. syringae (Tabela 5).

Na osnovu rezultata LOPAT testova, svi sojevi osim dva, KFB 389 i KFB 401,
svrstani su u la LOPAT grupu roda Pseudomonas, u kojoj se nalazi i vrsta P. s pv.

syringae. Sojevi KFB 389 1 KFB 401, smesteni su Il LOPAT grupu roda Pseudomonas.
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Slika 13. Razvoj sojeva pri 41 °C: 1 - proucavani soj, izolovan u ovom istrazivanju; 2 - negativna
kontrola, odnosno nezasejana podloga; 3 - pozitivna kontrola, A. citrulli KFB 0250 (A).
Metabolizam arginina: 1 - nezasejana podloga; 2 - pozitivna kontrola, P. fluorescens B130; 3 -
negativna kontrola, P. s. pv. syringae KFB 0103; 4 - proucavani soj, izolovan u ovom istrazivanju
(B). (Foto: N. Zlatkovi¢)

5.6.3 Biohemijsko-fizioloske odlike sojeva roda Pseudomonas

Proucavanjem  biohemijsko-fizioloskih  karakteristika  izvrSena je dalja
diferencijacija sojeva.

Sojevi ove grupe razlazu saharozu, manitol, sorbitol i inozitol, ne razlazu arabinozu,
niti redukuju nitrate u nitrite. U pogledu metabolizma glukoze, sojevi su ispoljili
oksidativna svojstva, odnosno glukozu razlazu u aerobnim uslovima, kao 1 kontrolni soj P.
s. pv. syringae (Tabela 7).

Stvaranje Cestica leda je test koji se Cesto koristi u diferencijaciji vrsta roda
Pseudomonas. Od ukupno 28 sojeva za koje se pretpostavljalo da pripadaju rodu
Pseudomonas, samo 4 soja (KFB 373, KFB 374, KFB 379 i KFB 390) nisu ispoljila
sposobnost stvaranja Cestica leda pri temperaturi oko -4 °C (Tabela 7). Stvaranje Cestica
leda predstavlja karakteristicnu osobinu za sojeve P. s. pv. syringae, ali je u literaturi
zabelezeno odsustvo pozitivne reakcije kod pojedinih sojeva ove vrste (Newberry et al.,

2017).
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5.6.4 PCR analiza sojeva roda Pseudomonas

Jedna od karakteristika vrste P. s. pv. syringae jeste sposobnost da sintetiSe
siringomicin. Primenom PCR reakcije izvrSena je detekcija gena za sintezu siringomicina,
za sojeve koji su prema morfoloskim, odgajivackim 1 biohemijsko-fizioloSkim
karakteristikama preliminarno smesteni u rod Pseudomonas. Koris€enjem specifi¢nih
prajmera Syr B1/B2 u reakciji lanCanog umnozavanja fragmenata DNK (Sorensen et al.,
1998), umnozen je fragment velicine 752 bp kod 26 proucavanih sojeva (Slika 14). Kod
sojeva KFB 389 i KFB 401 nije doslo do umnozavanja odgovaraju¢eg fragmenta, iako su

pojedini testovi ukazivali na njihovu pripadnost vrsti P. s. pv. syringae.

K- M K+ 402 403 404 405 380 381 382 383 384 385386 389 401

752bp mp

Slika 14. Fragment veli¢ine 752 bp, umnozen primenom PCR metode sa parom prajmera Syr
B1/B2 (deo rezultata). Kod soja KFB 389 nije doslo do umnozavanja fragmenta. K- negativna
kontrola; M - marker (MassRuler LowRange DNA Ladder, Fermentas, Litvanija); K+ pozitivna
kontrola, soj P. s. pv. syringae KFB 0103; Linije: 402-401, proucavani sojevi.

5.6.4.1 Rep-PCR analiza sojeva roda Pseudomonas

Rep-PCR analiza primenjena je u cilju utvrdivanja razlika u populaciji izolovanih
sojeva, ali kao 1 prvi korak u sprovodenju MLSA analize, kada se izdvajaju predstavnici
razli¢itih genetskih profila bakterija. Ciljane sekvence kod proucavanih sojeva umnoZene
su izvodenjem tri PCR reakcije: REP PCR pomocu para prajmera ReplR-1 i Rep2-1, BOX
PCR, upotrebom BOXAI1R prajmera, ERIC PCR, koriS¢enjem para prajmera ERICIR 1
ERIC2. Za rod Pseudomonas, najve¢i prag diskriminacije imaju BOX prajmeri. Stoga je

njihovom primenom utvrdeno postojanje klonova medu sojevima, odnosno izdvojeni su
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pojedini predstavnici razli¢itih grupa za dalje proucavanje. Na osnovu dobijenih rezultata,
odabrano je 15 sojeva (KFB 373-379, KFB 381, KFB 390, KFB 396-400 i KFB 403), koji

su dalje proucavani primenom MLSA analize.

5.6.4.2 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena sojeva roda Pseudomonas

Sekvenciona analiza 16S rRNK gena primenjena je za 5 sojeva (KFB 389, KFB 392,
KFB 394, KFB 395 i KFB 401) koji se nisu uklapali ni u jednu postojecu grupu, koje su
formirane na osnovu prethodno uradenih testova. Prema rezultatima odgajivackih,
morfoloskih i biohemijsko-fizioloskih testova, sojevi KFB 389 i KFB 401 preliminarno su
smesteni u rod Pseudomonas, ali kod njih nije doSlo do umnozavanja syrB fragmenta, za
razliku od ostalih sojeva sliénih karakteristika. Na osnovu dobijenih hromatograma
vizuelizovanih kori$¢enjem softvera Finch TV 1.4.0 (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA;

http://www.geospiza.com) i sekvenci obradenih koris¢enjem softverskog paketa MEGA 6

(Tamura et al., 2011), dobijene su sredene sekvence proucavanih sojeva. One su dalje
uporedene sa sekvencama dostupnim u NCBI bazi, koriS¢enjem BLASTn algoritma
(Altschul et al., 1997). Rezultati su pokazali da sojevi KFB 389 i KFB 401 pripadaju vrsti
P. viridiflava, s obzirom da je stepen identiCnosti proucavanih sojeva sa sojevima
izolovanim iz vrste Ligusticum wallichii u Kini, iz tre$nje u Svajcarskoj, iz drenovca
(Leucojum aestivum) u Bugarskoj 1 iz krastavca u Jordanu (GenBank pristupni brojevi

KY460680, LT855380, KY050588, KU686699) iznosio 99%.

5.7 Identifikacija sojeva roda Pectobacterium

S obzirom da su sojevi tre¢e grupe KFB 392, KFB 394 1 KFB 395 izolovani iz
biljnog tkiva sa simptomima vlazne truleZi, pretpostavljeno je da pripadaju rodu
Pectobacterium. Primenom razlicitih testova, izvrSena je identifikacija ovih sojeva.

5.7.1 Biohemijsko-fizioloSke osobine sojeva roda Pectobacterium

Proucavani sojevi poseduju pektoliticke fermente, ¢ija aktivnost prouzrokuje trulez

kriski krompira, kao i pozitivna kontrola, P. c. subsp. carotovorum (KFB 85) (Tabela 8).
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Takode, sojevi nisu ispoljili pozitivnu reakciju u metabolizmu arginina, niti su
stvarali kiselinu iz saharoze, sorbitola i inozitola. Vr$ili su redukciju nitrata, a u testu
metabolizma glukoze, ispoljili su oksidativno-fermentativna svojstva, odnosno, glukozu
razlazu 1 u aerobnim, i u anaerobnim uslovima (Tabela 7). Ovakvi rezultati ukazuju na

pripadnost sojeva rodu Pectobacterium.

5.7.2 Sekvenciona analiza 16S rRNK gena sojeva roda Pectobacterium

Diferencijacija do nivoa podvrste roda Pectobacterium na osnovu biohemijsko-
fizioloskih testova nije pouzdana i precizna. Stoga je za analizu ova tri soja primenjena
sekvenciona analiza 16S rRNK gena. Rezultati analize su pokazali da sojevi KFB 392,
KFB 394 1 KFB 395 ispoljavaju visok stepen sli¢nosti (99%), sa sojevima P. c. subsp.
brasiliense izolovanim iz krastavca, paprike 1 kupusa u Kini (GenBank pristupni brojevi
CP020350, KX377597, KY021040), i krompira u Japanu (GenBank pristupni broj
LC146476).
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Tabela 6. Rezultati biohemijsko-fizioloskih testova sojeva A. citrulli

Naziv testa

Stvaranje Kiseline iz

Sifra soja Reakcija Fluoresc.entnost R.azvtzj o T [ Aktivoost ) ) Re(.iukclja O/F
po Gramu soja pri4l °C Arabinoze | Saharoze | Sorbitola nitrata
katalaze

KFB 340 - - 4 + + + + - - - ©O)
KFB 341 - - 4 4 4 + 4 - - - ©O)
KFB 342 - - + + + + + - - - (O)
KFB 343 - - ¥ 4+ 4 + 4 - - - (0)
KFB 344 - - 4 4 4 + 4 - - - ©O)
KFB 345 - - 4 4 4 + 4 - - - O)
KFB 346 - - 4 4+ 4 + + - - - ©O)
KFB 347 - - + + + + + - - - O)
KFB 348 - - + + + + + - - - O)
KFB 349 - - + + + + + - - - ©O)
KFB 350 - - 4 4+ 4 + + - - - ©O)
KFB 351 - - + + + + + - - - O)
KFB 352 - - + + + ¥ ¥ = = = O)
KFB 353 - - + + + + + - - - 0)
KFB 354 - - + i 3 3 +F - - - ©O)
KFB 355 = - + 4 4 3 4 - - = ©)
KFB 356 - - + + + + + - - - O)
KFB 357 - - ¥ 4+ 4 + 4+ = - - (0)
KFB 358 - - + + + + + - - - O)
KFB 359 - - 4 4 - + + = = - (0)
KFB 360 - - + + + 4 4 - - - O)
KFB 361 - - + + + + + - - - O)
KFB 362 - - + 3 + 4+ 4+ - - - (0)
KFB 363 - - + 3 - 4+ 4+ - - - (0)
KFB 365 - - ¥ ¥ ¥ + ¥ - - - (0)
KFB 366 - - + + + 4 4 - - - O)
KFB 367 - - + + + + + - - - O)
KFB 368 - - + 3 + 4+ 4+ - - - (0)
KFB 369 - - ¥ ¥ ¥ + ¥ - - - (0)
KFB 370 - - + + + 4 4 - - - O)
KFB 371 - - + + + + + - - - O)
KFB 372 - - + 3 + 4 4 - - - (0)
A. citrulli (KFB 0250) - - 4 4 4 4 4 - - - (0)
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Tabela 7. Rezultati biohemijsko-fizioloskih testova sojeva P. s. pv. syringae i P. viridiflava

Sifra soja

Naziv testa

Reakcija po
Gramu

Fluorescentnost
soja

Razvoj
pri4l °C

AKktivnost
katalaze

Stvaranje Kiseline iz

Arabinoze
Saharoze
Manitola
Sorbitola

Inozitola

Redukcija
nitrata

O/F

INA

KFB 373
KFB 374
KFB 375
KFB 376
KFB 377
KFB 378
KFB 379
KFB 380
KFB 381
KFB 382
KFB 383
KFB 384
KFB 385
KFB 386
KFB 387
KFB 390
KFB 393
KFB 396
KFB 397
KFB 398
KFB 399
KFB 400
KFB 402
KFB 403
KFB 404
KFB 405
P. s. pv. syringae, KFB 0103
KFB 389
KFB 401
P. viridiflava, KFB 012

+ 4+ + + o+

+ + A+t

I T T S T S A It T I i T s

e S e T T T i e i S e S i e s o SR S S S A
e S e T T T i e i S e S i e s o SR S S S A
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Tabela 8. Rezultati biohemijsko-fizioloskih testova P. c. subsp. brasiliense

Naziv testa

Sifra soja LR Fluorescentnost Razvoj pri PlAalT b tysranjelkiscHrieliz Redukcija O/F
G po soja 41°C Saharoze | Sorbitola | Inozitola nitrata
ramu
KFB 392 - - - + o + = 5 o * O/F
KFB 394 - - - + o + = 5 o * O/F
KFB 395 - = - n - n - - _ T O/F
P. c. subsp. carotovorum, KFB 85 - - - A - A - - - aF O/F
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5.7.3 Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK bakterija izvedena je na cetiri naCina. U slucaju da kvalitet
izolovane DNK nije bio zadovoljavajuci, postupak ekstrakcije je ponavljan. Sve primenjene

metode su se pokazale efikasnim za dobijanje kvalitetne DNK.
5.7.3.1 MLSA analiza

Za sojeve kod kojih je umnoZen syrB gen odgovoran za sintezu siringomicina,
uradena je analiza multilokusnih sekvenci. Naime, umnozeni su unutra$nji fragmenti 4
konstitutivna gena: gapA, gitA, gyrB 1 rpoD. Na osnovu BOX-PCR profila, odabrano je
ukupno 15 reprezentativnih sojeva za sekvenciranje. Sirove sekvence su obradene
upotrebom softverskog paketa MEGA 6 (Tamura et al., 2011). One su potom uporedene sa
sekvencama dostupnim u NCBI i PAMBD bazi, koris¢enjem BLASTn algoritma (Altschul
et al., 1997). Filogenetsko stablo konstruisano je primenom “neighbor-joining* (NJ)
metode (Saitou i Nei, 1987), sa genetickom udaljeno$¢u izraCunatom prema Kimura-2
modelu. Statisticka znacajnost testirana je “bootstrap” analizom sa 1000 ponavljanja (Slika
15). Na stablu su prikazane bootstrap vrednosti ve¢e od 75%. Osim tipskih i1 patotipskih
sojeva roda Pseudomonas, u analizu su uklju€eni i1 sojevi poreklom iz biljaka familije
Cucurbitaceae sa simptomima lisne pegavosti, izolovani u Floridi 1 Dzordziji od strane
kolega sa Univerziteta Florida. Dobijeni rezultati su pokazali da svi sojevi izolovani u Srbiji
pripadaju genomskoj vrsti 1, P. s. sensu stricto, u okviru iste filogenetske grupe 2b.
Uocljivo je da se sojevi KFB 396 1 KFB 397, poreklom iz lubenice, granaju iz soja P. s. pv.
aptata. ,,Bootstrap* vrednost za 1000 ponavljanja je izuzetno niska, stoga ne mozemo sa
sigurnoS¢u reci da ovi sojevi pripadaju istoj vrsti. Osim toga, lubenica nije tipican domacin
ovog patogena. Sojevi KFB 379 1 KFB 373, izolovani iz dinje i lubenice, ispoljili su visok
prag sli¢nosti sa sojem P. s. pv. atrofaciens. Medutim, detaljna izucavanja ove 1 vrste P. s.
pv. syringae, pokazuju da medu njima postoji dosta slicnosti u pogledu biohemijsko-
fizioloSkih 1 patogenih osobina, stoga postoji pretpostavka da su mozda u pitanju sinonimi,
odnosno jedna vrsta (Iacobellis et. al, 1997). Zanimljivost predstavlja ¢injenica da su svi

sojevi poreklom iz Srbije grupisani u istoj filogenetskoj grupi, §to nam govori o relativno
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niskom stepenu diverziteta medu sojevima. Posebnu paznju je privukao soj KFB 381, koji

je na osnovu MLSA analize, ispoljio 100% identi¢nost sa sojevima P. s. pv. syringae

izolovanim iz tikava na Floridi (13-1), u Francuskoj (CC457) i u Australiji (HS191). Na

osnovu izgleda filogenetskog stabla zakljucujemo da je vrsta P. s. pv. lachrymans dosta

udaljena od sojeva izolovanih u okviru ovog istrazivanja. Naime, ona pripada genomskoj

vrsti 2, filogrupi 3, €iji su sojevi upotrebljeni za ukorenjivanje stabla (Slika 15).

971 KFB 396
KFB 397
Pseudomonas syringae pv.aptata PT CFBP 1617
Pseudomonas syringae FF5
Pseudomonas syringae 1188
KFB 377
KFB 379
o1 KFB 373
98- Pseudomonas syringae pv. atrofaciens PT LMG 5095

KFB 403
KFB 376
KFB 374
g5 | KFB 378
_ KFB 390
KFB 399

11-0438*
Pseudomonas syringae pv. syringae PT LMG 1247
KFB 400

KFB 375
] KFB 398
Pseudomonas syringae pv. lapsa PT LMG 2206

{LPseudomonas syringae B64
99 — Pseudomonas syringae DSM5025

KFB 381
2b HS191
98 100 | 13-1
CC457

Pseudomonas syringae pv.coryli PT NCPPB 4273
Pseudomonas syringae pv. pisi PT NCPPB 2585

100

—
0.005

2d Pseudomonas syringae B728A
105 Pseudomonas syringae CC94
78 Pseudomonas syringae pv. solidagae PT ICMP 16925

2c 99 = Pseudomonas syringae pv. aceris PT LMG 2106

Pseudomonas congelans T LMG 21466
Pseudomonas syringae pv. dysoxyli PT LMG 5062
Pseudomonas syringae Cit7
Pseudomonas syringae pv. papulans PT LMG 5076
Pseudomonas syringae B76
Pseudomonas syringae pv. lachrymans PT CFBP 6463
Pseudomonas syringae pv. tabaci PT NCPPB 1427
Pseudomonas syringae pv.savastanoi PT LMG 2209
Pseudomonas amygdali T CFBP 3205

Slika 10. Dendrogram konstruisan na osnovu MLSA sekvenci koriS¢enjem NJ metode, sa
genetiCkom udaljeno$¢u izraCunatom prema Kimura-2 modelu. Uz ¢&voriSta su naznacene
“bootstrap” vrednosti (1000 ponavljanja) ¢ija je vrednost iznad 75%. Duzina grana odgovara stopi

supstitucija baznih parova. Sojevi prou¢avani u ovom radu obeleZeni su zelenom bojom.
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5.7.3.2 Sekvenciranje genoma bakterije, sklapanje i anotacija

S obzirom da je soj KFB 381 na osnovu MLSA analize ispoljio visok stepen
identi¢nosti sa sojevima P. s. pv. syringae, izolovanim u Americi, Francuskoj i Australiji,
odabran je za sekvenciranje celog genoma. Rezultati analize pokazali su visok stepen
nukleotidne sli€nosti (99,96-99,99%) sa sojevima poreklom iz Amerike, §to ukazuje na

moguce Sirenje patogena putem kontaminiranog semena.
5.7.3.3 Real-time PCR detekcija patogena u semenu lubenice

Otkrivanje brzih, efikasnih 1 pouzdanih metoda detekcije patogena, koje pritom ne
iziskuju velika materijalna sredstva, ve¢ dugo vremena predstavlja pravi izazov. Posebno
sloZena jeste detekcija bakterija u semenu biljaka. S obzirom da se vecina fitopatogenih
bakterija prenosi i odrzava semenom, provera zdravstvene ispravnosti semenskog
materijala predstavlja prvi i kljuéni korak u kontroli ovih patogena. 1z tog razloga, u
upotrebu u Laboratoriji za fitobakteriologiju Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu uvedena
je metoda detekcije patogena u semenu lubenice primenom real-time PCR reakcije. Analiza
je izvedena prema metodi koju su opisali Cho i saradnici (2015), sa malim modifikacijama
u pogledu programa reakcije. Testirana su dva uzorka semena lubenice, jedan uzorak je
sadrzao zdravstveno ispravno seme, dok je drugi uzorak vestacki kontaminiran bakterijom
A. citrulli. Real-time PCR reakcijom, detektovano je umnozavanje specifi¢nog fragmenta u
pozitivnom uzorku, kao 1 u pozitivnoj kontroli. Prisutnost patogena evidentirana je pojavom

amplifikacione krive sa eksponencijalnim rastom.

5.8 Spektar domacina

S obzirom da se sojevi A. citrulli, izolovani iz obolelih plodova, svrstavaju u grupu
znacajnih patogena lubenice Sirom sveta, proucen je spektar domacina medu vrstama
familije Cucurbitaceae koje se u nas najvise gaje. Tako su testom bile obuhvacene sledece
vrste: krastavac (Suncani potok), dinja (Sezam), tikva (Beogradska) i muskatna tikva

(Nektar). Ukupno je testirano 32 soja bakterija. Samo dva soja (KFB 359 1 KFB 363) kao i
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u slucaju testa patogenosti na biljci domacinu, nisu prouzrokovali pojavu simptoma. Iz ugla
virulentnosti, odnosno agresivnosti prouc¢avanih sojeva, zakljuCeno je da su sojevi na
ujednacenom nivou, izuzev dva pomenuta. Biljke krastavca su ispoljile visoku osetljivost.
Na svakoj testiranoj biljci, osim onih koje su inokulisane sojevima KFB 359, KFB 363 i
sterilnom destilovanom vodom, doslo je do intenzivnog razvoja simptoma oboljenja, u vidu
pega vodenastog izgleda i nepravilnog oblika sa nalicja lista. Rezultati testa patogenosti na
dinji, bili su sliéni rezultatima na lubenici 1 krastavcu, dok su bundeva i tikvica bile
otpornije. Naime, postojala je bar jedna biljka na kojoj su simptomi bili razvijeni u manjoj
meri.

Za sojeve koji fenotipski spadaju u rod Pseudomonas (Tabela 7), proverena je
patogenost sojeva na biljkama lubenice 1 tikve. Ovi sojevi nisu ispoljili izraZenu
virulentnost. Na ve¢em broju biljaka nije doSlo do razvoja simptoma, dok je na nekim
detektovana blaga pojava promena u vidu pega vodenastog izgleda, koje su mahom
zahvatale obod lista i bile su ograni¢enog porasta (Slika 16). Simptomi prouzrokovani
kontrolnim sojem P. s. pv. syringae (KFB 0103), ispoljeni su intenzivnijom pojavom pega

vodenastog izgleda, naroc€ito po obodu lista.

Slika 16. Test patogenosti sa sojevima roda Pseudomonas. Reprodukovani simptomi u vidu
tamnijih pega nepravilnog oblika su slabog intenziteta, uglavnom po obodu lista. (Foto: N.
Zlatkovi¢)
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5.9 Osetljivost sortimenta lubenice prema A. citrulli

S obzirom da kao prouzrokovaC bakteriozne mrljavosti plodova lubenice,
prouzrokuje ogromne gubitke u proizvodnji Sirom sveta, a da nije do sada opisan u nas, od
svih sojeva izolovanih u ovom radu, sojevi 4. citrulli imaju najveci znacaj (Tabela 5). U
cilju provere otpornosti sortimenta lubenice, inokulisane su sorte koje se u nasoj zemlji
najvisSe gaje: Rosa, Crimson Sweet, Top Gun, Talisman, Bonta i Delta. Na biljkama
testiranih sorti, odnosno na kotiledonima inokulisanih biljaka, uo¢ena je pojava simptoma
karakteristiénih za oboljenje prouzrokovano vrstom A. citrulli, kao i na biljkama
inokulisanim kontrolnim sojem KFB 0250. Do razvoja simptoma nije doslo na biljkama
koje su kori$¢ene kao negativna kontrola. Stoga moZemo re¢i da nijedna testirana sorta nije

ispoljila otpornost prema patogenu A. citrulli.

5.10 Osetljivost sojeva prema baktericidima

Uocene su razlike medu sojevima u pogledu osetljivosti na razli¢ita hemijska
jedinjenja. U podlozi sa 25 ppm streptomicin sulfata, uocen je slab razvoj pojedinih sojeva
A. citrulli. Pri koncentraciji od 50 ppm streptomicin-sulfata, ve¢ina sojeva se ne razvija na
podlozi. Ipak, uocen je slab razvoj pojedina¢nih kolonija sojeva KFB 347, KFB 348, KFB
352, KFB 359 i KFB 362, kao i normalan razvoj kontrolnog soja KFB 062. Na podlozi sa
100 ppm bakar-hidroksida, doSlo je do razvoja oko polovine prouCavanih sojeva. Pri
koncentraciji od 200 ppm, samo su sojevi KFB 368 i KFB 393 imali slab razvo;j.
Zanimljivo je da na podlogama sa koncentracijom 200 ppm bakar-oksihlorida nije doslo do
razvoja nijednog bakterijskog soja, ukljucujuci i pozitivnu kontrolu, KFB 062. Razlog tome
moze biti ¢injenica da je za izvodenje testa koriS¢ena zadata koncentracija Ciste aktivne
materije, a ne komercijalnog preparata koji sadrzi i primese ili da je soj usled
dugogodiSnjeg Cuvanja 1 presejavanja izgubio neka svojstva, medu kojima je i rezistentnost

na pomenutu koncentraciju jedinjenja (Tabela 9, Slika 17).
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Tabela 9. Osetljivost izolovanih sojeva prema baktericidima.

Sifea S“esputl‘;:::‘c“‘ Kasugamicin Cu(OH), Cux(OH):Cl (ne:i(‘;“n )
Soja 50 100 100 200 200

2Sppm 50 ppm o e e o 100 ppm S /
KFB340  (+) - + + - - - - +
KFB 341 (+) - + + - - - - +
KFB 342 - - + + - - - - +
KFB 343 - - + + - - - - +
KFB 344 - - + + - - - - +
KFB 345 - - + + - _ - - T
KFB 346 @) - + + - - - - +
KFB 347 +) +) + + - - - - +
KFB 348 ) +) + + + - - - +
KFB 349 - - + + - - - - +
KFB 350 - - + + . . - - +
KFB 351 - - + + - . - _ +
KFB352 (4 (+) + + - . - § +
KFB 353 - - + + - - - - +
KFB 354 +) - + + - - - - +
KFB 355 - - + + - - - - +
KFB 356 (+) - + + - : - - +
KFB 357 - - + + . . - - +
KFB 358 - - + + } . - - n
KFB 359 +) +) + + - - - - +
KFB 360 +) - + + - - - - +
KFB 361 - - + + - - - - +
KFB 362 ) ) + + - - - - +
KFB 363 ) - + + - - - - +
KFB 365 ) - + + - - - - +
KFB 366 - - + + - - - - +
KFB 367 ) - + + - - - - +
KFB 368 - - + + + +) + - +
KFB 369 - - + + - - - - +
KFB 370 ) - + + - - - - +
KFB 371 - - + + - - - - +
KFB 372 - - + + - - - - +
KFB 373 - - + + - - - - +
KFB 374 - - + + + . - - +

(Nastavak na sledecoj strani)
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Sifra
soja

Streptomicin

sulfat

Kasugamicin

Cu(OH):

Cuz(OH);C1

SPA
(neg. kontr.)

25 ppm

50 ppm

50

o=
k=
B

100

o
€=
=

100 200

ppm

ppm

200
100 ppm
pp ppm

~

KFB 375
KFB 376
KFB 377
KFB 378
KFB 379
KFB 380
KFB 381
KFB 382
KFB 383
KFB 384
KFB 385
KFB 386
KFB 387
KFB 389
KFB 390
KFB 393
KFB 396
KFB 397
KFB 398
KFB 399
KFB 400
KFB 401
KFB 402
KFB 403
KFB 404
KFB 405
KFB 392
KFB 394
KFB 395
KFB 062

+

+

T S S S T T e e e e e e e S S

+

T S T T T e e e e e S e e e SR S

+

~

+ o+ + + o+ o+ o+

+ o+ o+ + o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

T e S

+

~

+ + + + + + o+ o+ A+ o+ o+ o+ o+

+

Legenda: +, normalan razvoj bakterija na podlozi; (+), slab, usporen razvoj na podlozi; -, bakterija
se ne razvija na podlozi. Preparati: Cuprozin 35W; aktivna materija: bakar oksihlorid - Cux(OH);Cl.
Sastav: 350+/- 17,5 g a.m/kg. Koncentracija primene 0,35% (1225ppm). U eksperimentu je
kori$¢ena koncentracija aktivne supstance od 100 i 200 ppm. Funguran OH (Spiess-Urania); aktivna
metrija: bakar hidroksid- Cu(OH),, Sastav: 500 g/kg. Koncentracija primene: 0,1-0,4% (1076 ppm).
U eksperimentu je koriS¢ena koncentracija aktivne supstance od 100 i 200 ppm.
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Slika 17. Razvoj proucavanih sojeva na podlozi sa baktericidima. A) Cu(OH), (Funguran OH;
Spiess-Urania) - 200 ppm; B) Cu(OH);Cl (Cuprozin 35-WP, Galenika Fitofarmacija) - 200 ppm C)
Cu(OH); (Funguran OH; Spiess-Urania) - 100 ppm. Kruznicama su obelezeni: razvoj slabijeg
intenziteta (plava); izostanak razvoja kolonija (crvena) i normalan porast kolonija (zelena).

5.11 Specificnost bakteriofaga prema izolovanim sojevima A. citrulli

U okviru ovog ogleda proucena je specificnost 12 sojeva faga prema izolovanim
bakterijama roda Acidovorax. Rezultati testa pokazuju da su dva soja bakterija A. citrulli
(KFB 354 1 KFB 355), od 32 testiranih, rezistentna na sve testirane sojeve faga (Tabela 10).

Ostali bakterijski sojevi su ispoljili osetljivost prema proucavanim fagima.

Tabela 10. Specifi¢nost 12 sojeva faga prema izolovanim sojevima 4. citrulli.

Sifra soja Sojevi faga

bakterija bAc  PAc bAc PAc bAc dAc PAc bAc PAc bAc PAc  dAc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
KFB 340 + + + + + + + + + + + +
KFB 341 + + + + + + + + + + + +
KFB 342 + + + + + + + + + + + +
KFB 343 + + + + + + + + + + + +
KFB 344 + + + + + + + + + + + +
KFB 345 + + + + + + + + + + + +
KFB 346 + + + + + + + + + + + +
KFB 347 + + + + + + + + + + + +
KFB 348 + + + + + + + + + + + +
KFB 349 + + + + + + + + + + + +
KFB 350 + + + + + + + + + + + +
KFB 351 + + + + + + + + + + + +
KFB 352 + + + + + + + + + + + +

(Nastavak na sledecoj strani)
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Sojevi faga
bAc dAc PAc dAc bAc bAc PAc PAc dAc dAc
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

bAc
2

bAc
1

Sifra soja
bakterija

+

KFB 353

KFB 354

KFB 355

+

KFB 356

+

KFB 357

+

KFB 358

+

KFB 359

+

KFB 360

+

KFB 361

+

KFB 362

+

KFB 363

+

KFB 365

+

KFB 366

+

KFB 367

+

KFB 368

+

KFB 369

+

KFB 370

+

KFB 371

+

KFB 372
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6. DISKUSIJA

Biljke familije Cucurbitaceae se dugi niz godina gaje Sirom sveta. U pojedinim
krajevima nase zemlje, krastavac, lubenica i dinja predstavljaju osnovu biljne proizvodnje 1
glavni izvor prihoda mnogih porodica. Pored upotrebe u svezem stanju, pomenute vrste
imaju Siroku primenu u industriji. U danasnje vreme, sve viSe se potencira blagotvorno
svojstvo bundeve, krastavca, lubenice, pa tako postoji ¢itav niz farmaceutskih proizvoda
zasnovanih na ekstrakciji lekovitih jedinjenja, naj¢esce iz semena ovih biljaka.

Osim Kine, koja predstavlja lidera u pogledu proizvodnje lubenice, krastavca i
dinje, razvijenu proizvodnju imaju i Turska, Iran, Brazil i Amerika. U proizvodnji krastavca
prednjage Rusija i Spanija, dok se dinja dosta proizvodi i u Egiptu.

Visok prinos 1 zaradu cesto umanjuju razliCiti biotski 1 abiotski faktori.
Fitopatogene bakterije zauzimaju vazno mesto medu prouzrokovacima oboljenja biljaka
familije Cucurbitaceae. Pri uslovima povoljnim za nastanak infekcije, bakterioze mogu
dovesti do ozbiljnih gubitaka u proizvodnji.

U ovom radu predstavljene su bakterioze biljaka familije Cucurbitaceae, uoc¢ene na
teritoriji naSe zemlje u periodu od 2013-2016. godine. Kako bi se utvrdila prisutnost
bakterioznih oboljenja biljaka familije Cucurbitaceae na podrucju Srbije, iz prikupljenog
simptomatic¢nog biljnog materijala izvrSena je izolacija i identifikacija patogena. Uzorci su
prikupljeni sa 17 razli€itih lokaliteta. Uprkos uo¢enim simptomima, iz biljnog materijala
uzorkovanog sa 7 lokaliteta, nisu izolovane fitopatogene bakterije, Sto ukazuje da simptomi
nisu pouzdan dijagnosticki pokazatelj. U okviru ovog istrazivanja, ukupno je prouceno 63
soja fitopatogenih bakterija. Na osnovu patogenih, morfoloskih, biohemijsko-fizioloSkih 1
molekularnih odlika, proucavani sojevi svrstani su u tri roda: Acidovorax, Pseudomonas 1
Pectobacterium (Tabele 5, 61 7).

Prvi korak u diferencijaciji patogenih od nepatogenih izolovanih sojeva, bila je
provera sposobnosti da prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju biljaka duvana. Od ukupno 63
proucena soja, 61 je prouzrokovao hipersenzitivnu reakciju lista duvana sorte Samsun.
Izuzetak su sojevi KFB 359 1 KFB 363. Isti sojevi nisu prouzrokovali ni pojavu

karakteristiénih simptoma na inokulisanim biljkama lubenice, za razliku od ostalih
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proucavanih sojeva. Ovi sojevi su izolovani iz obolelih plodova lubenice, ¢iji su simptomi
nedvosmisleno upucivali na bakterioznu mrljavost plodova prouzrokovanu bakterijom A.
citrulli. U literaturi postoje podaci da vecina sojeva A. citrulli prouzrokuje hipersenzitivnu
reakciju, ali ima 1 onih koji je ne indukuju (Shaad et al., 2001), kao i da postoje nepatogeni
sojevi ove vrste, koji svoju primenu sve ¢eS¢e nalaze u bioloskoj kontroli virulentnih sojeva
(Jonson et al., 2011). Takode, prema ostalim biohemijsko-fizioloskim i molekularnim
osobinama, ova dva soja su odgovarala vrsti 4. citrulli. U cilju potvrde patogenosti
preostalih sojeva, iz inokulisanih test biljaka, izvrSena je reizolacija bakterija i njihova
ponovna identifikacija koris¢enjem PCR metode, ¢ime su ispunjeni Kohovi postulati.

Nakon provere patogenosti, identifikacija proucavanih sojeva nastavljena je
proucavanjem morfoloskih, odgajivackih 1 biohemijsko-fizioloskih odlika. Prva
diferencijacija sojeva izvrSena je na osnovu izgleda kolonija na podlozi HA, King-ovoj
podlozi B i YDC. Poredenjem njihovih odgajivackih odlika na navedenim podlogama, kao
i nekih diferencijalnih odlika, izvrSena je podela sojeva na tri grupe, Cija je pripadnost
rodovima fitopatogenih bakterija — Acidovorax, Pseudomonas i Pectobacterium potvrdena
rezultatima biohemijsko-fizioloSkih testova.

Tako su pored zajednickih karakteristika sa drugim sojevima, kao $to su negativno
bojenje po Gramu 1 aktivnost katalaze, nefluorescentni, oksidaza pozitivni, nepektoliti¢ki
sojevi, koji se razvijaju pri 41°C, svrstani u rod Acidovorax. Poredenjem preostalih
proucavanih biohemijsko-fizioloskih odlika, kao $to je koriS¢enje razlicitih izvora
ugljenika, sa odlikama kontrolnog soja, potvrdena pripadnost vrsti 4. citrulli (Tabela 6).

Iako je proucavanje morfoloskih, odgajivackih 1 biohemijsko-fizioloskih
karakteristika osnova fitobakteriologije, ove metode Cesto iziskuju veliki utroSak vremena i
materijala. Medutim, primenom molekularnih metoda, karakterizacijom delova ili celog
genoma, dobijamo potpuniju i pouzdaniju sliku prilikom identifikacije i karakterizacije
patogena. Zbog svega navedenog, u identifikaciji patogena proucavanih u okviru ove
doktorske disertacije, primenjeno je nekoliko molekularnih metoda.

U cilju molekularne identifikacije sojeva izolovanih iz plodova lubenice i prethodno
grupisanih u rod Acidovorax na osnovu osnovnih bakterioloSkih odlika, primenjen je

postupak lan¢anog umnozavanja fragmenta DNK kori§¢enjem para prajmera BX-L1/BX-S-
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R2 (Bahar et al., 2008), dizajniranih na osnovu specificnog BOX-PCR fragmenta vrste A.
citrulli. Obzirom da je kod svih sojeva ove grupe doslo do umnozavanja fragmenta veli¢ine
279 bp, smatramo da je uz rezultate prethodnih testova ovo jo$ jedan pouzdan pokazatelj
pripadnosti ovih sojeva navedenoj vrsti.

Ribozomalne RNA predstavljaju neophodne elemente za postojanje i funkcionisanje
bakterijske ¢elije. Tokom evolucije nisu podlozne brzim promenama, stoga analiza genskih
sekvenci TRNA operona predstavlja standardnu metodu za identifikaciju bakterija.
Proucavanje 16S rRNK gena pokazalo se kao pogodan metod za identifikaciju nekoliko
bakterijskih sojeva izolovanih u ovom radu. Naime, upotrebom univerzalnih prajmera
fD1/rP2 (Weisburg et al., 1991), umnozena je sekvenca ribozomalnog gena duzine oko
1450 bp za sojeve KFB 343 i KFB 344. Uporedivanjem sekvenci 16S rRNK gena
proucavanih sojeva (GenBank pristupni brojevi KP410333 i KP410334) sa sekvencama iz
NCBI baze, utvrden je visok stepen identi¢nosti (100%) sa sojevima A. citrulli, poreklom iz
Kine, Amerike i Tajlanda.

U cilju proucavanja diverziteta u populaciji bakterija, odnosno klonalnih populacija
unutar vrste, primenjena je Rep-PCR metoda. REP-PCR 1 ERIC-PCR profili izolovanih
sojeva A. citrulli bili su identi¢ni, dok je u BOX-PCR profilu soja KFB 358, umnozZen jedan
fragment viSe u odnosu na ostale prouCavane sojeve. Osim odstupanja u pogledu
hipersenzitivnosti 1 patogenosti na biljci domacinu kod sojeva KFB 359 1 KFB 363, 1 BOX-
PCR profilu soja KFB 358, nisu uoc¢ene druge razlike medu 32 izolovana soja A. citrulli.
Stoga, mozZemo reci da sojevi 4. citrulli izolovani u periodu od 2014-2016. godine u Srbiji,
pripadaju populaciji zajednic¢kog porekla, dospeloj najverovatnije uvozom zaraZenog
semena.

Za diferencijaciju sojeva u rod Pseudomonas kori§¢eno je vise kriterijuma, s obzirom
da je uocena heterogenost karakteristika u pojedinim diferencijalnim testovima. Osim
morfoloske sli€nosti kolonija na HA podlozi sa kolonijama kontrolnog soja, levan pozitivni
sojevi, 1 oni koji stvaraju zeleni fluorescentni pigment, preliminarno su smesteni u rod
Pseudomonas. Od ukupno 63 izolovana soja, 28 je posedovalo karatkteristike roda
Pseudomonas. U LOPAT testovima 26 proucavanih sojeva je ispoljilo odlike koje

odgovaraju grupi la roda Pseudomonas, u kojoj se nalazi i kontrolni soj P. s. pv. syringae
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(KFB 0103). Svi su oksidaza negativni, nisu prouzrokovali trulez kriski krompira, niti su
ispoljili pozitivhu reakciju metabolizma arginina u anaerobnim uslovima. Sedam sojeva
(KFB 380 - KFB 386) nije ispoljilo sposobnost fluorescencije na Kingovoj podlozi B
(Tabela 5). U ranijim proucavanjima prouzrokovaca lisne pegavosti, zabelezena je pojava
nefluorescentnih sojeva vrste P. s. pv. syringae (Newberry et al., 2017). Cetiri soja (KFB
373, KFB 374, KFB 379 1 KFB 390) nisu ispoljila sposobnost stvaranja Cestica leda pri
temperaturi oko -4 °C (Tabela 7). Ovakav rezultat nije tipiCan za sojeve P. s. pv. syringae,
ali je takode zablezen u prethodnim istrazivanjima (Newberry et al., 2017). Dva soja (KFB
389 i KFB 401) koja nisu obrazovala levan pozitivne kolonije na NAS podlozi, smestena su
u Ila grupu roda Pseudomonas.

Jedna od karakteristika vrste P. s. pv. syringae je sposobnost sinteze siringomicina.
Stoga je primenom PCR reakcije izvrSena detekcija gena za sintezu siringomicina.
Primenom specifi¢nih prajmera Syr B1/B2 u reakciji lan¢anog umnozavanja fragmenata
DNK (Sorensen et al., 1998), umnoZzen je fragment veli¢ine 752 bp kod 26 proucavanih
sojeva, prethodno smestenih u la grupu roda Pseudomonas. Kod sojeva KFB 389 1 KFB
401 u PCR reakciji nije doslo do umnoZavanja ovog specificnog fragmenta, stoga smo
proucili ribozomalnu DNK ova dva soja. Poredenjem dobijenih i obradenih sekvenci sa
sekvencama u NCBI bazi, utvrdeno je da sojevi KFB 389 1 KFB 401 pripadaju vrsti P.
viridiflava, s obzirom da je stepen identi¢nosti proucavanih sojeva sa sojevima u bazi
podataka (GenBank pristupni brojevi KY460680, LT855380, KY050588, KU686699)
iznosio 99%. Takode, u literaturi postoje navodi da pojedini sojevi P. viridiflava ne
prouzrokuju trulez kriski krompira, ili je za nastanak reakcije potrebno viSe vremena
(Arsenijevi¢, 1997), Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u okviru ovog istraZivanja.

U proucavanju Pseudomonas vrsta, najveci prag diskriminacije imaju BOX prajmeri
(dr Jeffrey Jones, li¢na komunikacija). Na osnovu BOX-PCR profila, odabrani su sojevi za
dalje proucavanje. Ukupno je odabrano 15 sojeva koji su na osnovu rezultata prethodno
izvedenih testova, smeSteni u la grupu roda Pseudomonas. U istom periodu kada su
proucavani sojevi iz Srbije, na teritoriji saveznih drzava Floride i Dzordzije (SAD)
istrazivaci sa Univerziteta Florida, prikupili su veliki broj uzoraka biljnog materijala

familije Cucurbitaceae sa izrazenim simptomima lisne pegavosti. S obzirom na uspesnu
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nau¢nu saradnju sa Laboratorijom za fitobakteriologiju Univerziteta Florida, izvrSena je
uporedna analiza izolovanih sojeva bakterija. Posebna paznja posvecena je genetiCkom
diverzitetu proucavanih sojeva. S obzirom da su konstitutivni geni podlozniji promenama
tokom evolucije u odnosu na 16S rRNK region, izvedena je multilokusna sekvenciona
analiza umnozavanjem unutrasnjih fragmenata 4 ,,housekeeping® gena: gapA, gltA, gyrB i
rpoD. U analizu je ukljuceno 15 sojeva izolovanih u okviru naSeg istrazivanja (KFB 373-
379, KFB 381, KFB 390, KFB 396-400 1 KFB 403) i 20 sojeva izolovanih na teritoriji
Floride i Dzordzije, uglavnom iz biljaka lubenice i bundeve. Poredenjem dobijenih
sekvenci sa postojec¢im sekvencama u NCBI i PAMBD bazi podataka, utvrdeno je da svi
proucavani sojevi poreklom iz Srbije pripadaju genomskoj vrsti 1, P. s. sensu stricto, u
okviru iste filogenetske grupe 2b, dok se vrsta P. s. pv. lachrymans nalazi u genomskoj
vrsti 2, u okviru filogrupe 3. Pojedini sojevi grupisali su se blizu nekih drugih patogenih
varijeteta vrste P. syringae, kao §to su P. s. pv. aptata i P. s. pv. atrofaciens. U slucaju
grananja iz soja P. s. pv. aptata, uocena je veoma niska ,,bootstrap* vrednost od oko 40%,
stoga se ovaj rezultat ne moze smatrati pouzdanim 1 mora se uzeti sa rezervom. Prethodno
sprovedena istrazivanja ukazuju na to da na osnovu biohemijsko-fizioloskih i patogenih
karakteristika, varijeteti syringae 1 atrofaciens mozda predstavljaju istu vrstu (Iacobellis et.
al, 1997). Takode, u okviru genomske vrste 1, 2b filogrupe, nalazi se i referentni soj P. s.
pv. syringae, stoga, na osnovu sveobuhvatnih rezultata, domacina iz kojih su bakterije
izolovane, mozemo re¢i da i sojevi poreklom iz Srbije najverovatnije pripadaju ovom
patogenom varijetetu. Soj KFB 381 narocito je privukao nasu paznju. Naime, na osnovu
MLSA analize, grupisao se zajedno sa sojevima izolovanim u Americi sa 100% ,,bootstrap*
vrednosti. Kako bi se precizno utvrdio geneticki stepen sli¢nosti medu ovim sojevima,
izvedeno je sekvenciranje Citavog genoma soja KFB 381. Dobijeni rezultati pokazali su da
soj poreklom iz Srbije ima visok stepen nukleotidne sli¢nosti (99,96-99,99%) sa sojevima
izolovanim na americkom kontinentu koji su identifikovani kao P. syringae pv. syringae i
koji su odgovorni za pojavu simptoma pegavosti na biljkama familije Cucurbitaceae.
Ovakav rezultat potkrepljuje teorije o prenosenju patogena na velike udaljenosti zarazenim
semenom (Lamichhane et al. 2015). Proucavanje genetickog diverziteta bakterijskih sojeva

od izuzetnog je znaCaja za razumevanje strukture populacije, utvrdivanje razlika u
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populacijama jednog patogena, Sirenje na udaljena geografska podrucja, a samim tim i
pracenje kretanja jednog patogena.

Na osnovu proucenih karakteristika, od 63 izolovana soja bakterija, 3 soja su
smestena u rod Pectobacterium (KFB 392, KFB 394 i KFB 395) (Tabela 8). Ovi sojevi su
jedini ispoljili osobinu stvaranja trulezi kriski krompira. Takode, sojevi imaju oksidativno-
fermentativni metabolizam glukoze 1 sposobnost redukcije nitrata, §to su potvrde hipoteze o
njihovoj pripadnosti rodu Pectobacterium. Rezultati 16S rRNK analize pokazali su da
sojevi KFB 392, KFB 394 1 KFB 395 imaju visok stepen identi¢nosti (99 1 100%), sa
sojevima P. c. subsp. brasiliense izolovanim iz krastavca, paprike i kupusa u Kini
(GenBank pristupni brojevi CP020350, KX377597, KY021040) i krompira u Japanu
(GenBank pristupni broj LC146476). Prema nasim saznanjima, ovo je ujedno i prvi nalaz
ovog patogena na teritoriji Srbije.

Na osnovu svih odgajivackih, morfoloskih, biohemijsko-fizioloskih i molekularnih
testova primenjenih u ovom radu, utvrdeno je da uocene simptome oboljenja na biljkama
familije Cucurbitaceae sa podruc¢ja Srbije prouzrokuju bakterije predstavnici rodova:
Acidovorax, Pseudomonas 1 Pectobacterium. Vrsta A. citrulli izolovana je iz biljaka
lubenice sa karakteristicnim simptomima bakteriozne mrljavosti. Predstavnici roda
Pseudomonas 1zolovani su iz razli€itih biljaka familije Cucurbitaceae sa simptomima lisne
pegavosti, dok je nekoliko sojeva P. c. subsp. brasiliense, po prvi put u nas, izolovano iz
plodova uljane tikve i vreza lubenice sa simptomima vlazne trulezi.

S obzirom na svetske literaturne podatke o ekonomskom znacaju vrste 4. citrulli, za
izolovane sojeve je uraden test spektra domacina 1 otpornosti sortimenta lubenice. U okviru
ovog istrazivanja, utvrdeno je da osim lubenice, krastavac, dinja, tikva i muskatna tikva
mogu takode biti domacini vrste 4. citrulli. Ovakav rezultat govori o velikoj opasnosti u
pogledu epidemiologije i Sirenja patogena. Gubici koji bi mogli nastati pojavom infekcija i
u proizvodnim zasadima srodnih vrsta, bili bi znacajni. Prou¢avanjem spektra domacina,
utvrdeno je da su testirane sorte lubenice ispoljile visoku osetljivost, Sto ukazuje da medu
najzastupljenijim komercijalnim sortama u nas nema otpornih. IstraZivanja u svetu su
pokazala da su sorte lubenice svetlije kore osetljivije na prisustvo patogena, za razliku od

sorti tamne kore (Hopkins et al, 1993). U okviru naSeg istrazivanja, utvrdeno je da od 32
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soja A. citrulli, samo dva (KFB 359 i KFB 363), kao i u slucaju testa patogenosti na biljci
domacinu, nisu prouzrokovala pojavu simptoma. Ostali sojevi prouzrokovali su pojavu
simptoma ujednacenog intenziteta, u vidu pega vodenastog izgleda i nepravilnog oblika,
koje se prvo uocavaju sa nalicja lista. Osim lubenice, koja je domacin izolovanh sojeva,
krastavac je ispoljio visok stepen osetljivosti, pa su se karakteristi¢ni simptomi mogli uociti
na svim test biljkama. Sli¢ni rezultati su uoceni i na dinji, dok su bundeva i tikvica bile
manje osetljive.

U pogledu otpornosti sortimenta, nijedna testirana sorta lubenice nije ispoljila
otpornost prema A. citrulli. Naime, proucavana je otpornost 6 najées¢e koris¢enih sorti u
nas: Rosa, Crimson Sweet, Top Gun, Talisman, Bonta i Delta. Na kotiledonima svih
testiranih biljaka, uoCena je pojava simptoma karakteristicnih za infekciju bakterijom A.
citrulli .

Takode, proucena je patogenost sojeva koji su identifikovani kao P. s. pv. syrinage,
na biljkama lubenice i tikve. Utvdeno je da ovi sojevi nemaju visoko izrazenu virulentnost.
Na ve¢em broju biljaka nije doSlo do razvoja simptoma, dok je na nekim detektovana blaga
pojava promena u vidu pega vodenastog izgleda, koje su mahom zahvatale obod lista 1 bile
su ogranicenog porasta.

Detekcija vrste A. citrulli, iz opravdanih razloga unela je nemir medu proizvodace
lubenice u Srbiji. Ovaj patogen ima karantinski status u nasoj zemlji 1 podruc¢ju Evropske 1
mediteranske organizacije za zastitu bilja (EPPO). Uprkos tome, njegovo prisustvo po prvi
put je detektovano 2014. godine na podruc¢ju Srema (Obradovié¢ i sar., 2014; Popovic i
Ivanovi¢, 2014). Bakteriozna mrljavost plodova lubenice predstavlja najozbiljnije oboljenje
lubenice 1 dinje Sirom sveta. Sve je ve¢i broj zemalja u kojima je prisustvo ovog patogena
zabeleZzeno (Feng et al.,, 2013). Najve¢i problem predstavlja rana detekcija, odnosno
pravovremeno uspostavljanje dijagnoze. PosSto infekcija primarno poti€e iz zaraZenog
semena, neophodno je pouzdano utvrditi prisustvo patogena. Vizuelnim pregledom semena,
tesko je ili nemoguce otkriti bilo kakve promene na semenjaci koje bi ukazale na zarazu, a
metode molekularne detekcije A. citrulli u semenu su neprekidno u fazi usavrsavanja. One
su se pokazale kao dosta efikasne, ali cilj koji treba dosegnuti u buduénosti predstavlja

povecanje praga detekcije. U slucaju ,,propustanja patogena* u semenu, prvi simptomi ¢e se
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najverovatnije pojaviti na kotiledonima odmah nakon nicanja biljaka. Pege vlaznog izgleda
1 nepravilnog oblika, najlakse se uocavaju sa nali¢ja. Vizuelni pregled biljaka u velikim
staklenicima, u kojim se proizvodi rasadpo nekoliko desetina hiljada biljaka, jako je otezan.
Stoga se pregledom biljaka ne moze sa sigurnos¢u utvrditi da li je patogen prisutan ili ne.
Epidemiologija oboljenja je takva da proces infekcije moze biti zaustavljen usled
nepovoljnih uslova, ali se moZe nastaviti kasnije, tokom cele sezone, prakti¢no sve do same
berbe. U proizvodnji, prisustvo zaraze se najces¢e primeti u fazi fizioloske zrelosti plodova
lubenice 1 dinje, jer se tada ispoljavaju najuocljiviji 1 po izgledu karakteristi¢ni simptomi
mrljavosti ploda, koji imaju dijagnosticki znacaj. Oboleli plodovi su potpuno
neupotrebljivi, odnosno gube svoju komercijalnu vrednost. S obzirom da su pojedini
proizvodaci ukazivali na pojavu simptoma slicnih mrljavosti lubenice, pretpostavlja se da je
patogen ve¢ neko vreme sporadi¢no prisutan u naSim poljima, ali je zvani¢no detektovan 1
opisan 2014. godine. Iako se u periodu od prve detekcije pa do danas bakteriozna mrljavost
pojavljivala 3 uzastopne godine, ove infekcije nisu imale epidemijske razmere. Naime, bile
su lokalnog karaktera i uglavnom je zaraza poticala iz jednog zaraZenog lota semena.
Izuzetak predstavlja 2013. godina, kada je proizvodac iz ASanje imao veliki finansijski
gubitak, s obzirom da je kompletan prinos sa nekoliko parcela bio potpuno neupotrebljiv.

U svetu, a 1 u nas, najrasprostranjenija vrsta medu patogenima biljaka familije
Cucurbitaceae jeste P. s. pv. lachrymans, prouzorkova¢ uglaste pegavosti krastavca.
Godinama unazad vazilo je uverenje da simptome tipa lisne pegavosti na biljkama familije
Cucurbitaceae uglavnom prouzrokuje vrsta P. s. pv. lachrymans (Zitter et al., 1996;
Newberry et al., 2016). Smatrano je da patogeni varijetet, koji se odreduje uglavnom na
osnovu kruga domacina i patogenosti, predstavlja homogenu taksonomsku jedinicu u
fizioloSkom 1 genetickom smislu (Morris et al., 2008). Medutim, sve ceSfe su se
pojavljivali nalazi ovog patogena na biljkama koje nisu oznacavane kao primarni domacini,
a uoCene su razlike i u pogledu virulentnosti 1 genetickog diverziteta. Razvojem
molekularnih metoda koje predstavljaju izuzetno efikasan i pouzdan put u istrazivanjima
ove vrste, utvrdeno je da su sve cCeS¢e uzrocnici epidemija na biljkama familije
Cucurbitaceae drugi patogeni varijeteti vrste P. syringae. U svetu je sprovedeno nekoliko

naucnih studija kojima je dokazano da pegavost prouzrokuju 1 filogenetski dosta udaljeni
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sojevi vrste P. syringae (Slomnicka et al., 2015; Newberry et al., 2016), $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim u okviru ovog istrazivanja. Izvedenim testovima pokazano je da od
ukupno 28 sojeva pripadnika roda Pseudomonas, nijedan soj ne pripada vrsti P. s. pv.
lachrymans. Sojevi KFB 389 1 KFB 401 identifikovani su kao vrsta P. viridiflava. U
domacoj literaturi do sada nije bilo saopStenja o pojavi oboljenja biljaka familije
Cucurbitaceae, prouzrokovanih ovom vrstom. Ostali izolovani sojevi pripadaju vrsti P. s.
sensu stricto. Ova informacija nam nazalost ne otkriva mnogo toga, s obzirom da vrsta P.
syringae pv. syringae ima Sirok spektar domacina, a zajedno sa ostalim pripadnicima
genomske vrste 1 predstavlja najneistrazeniju grupu u okviru roda Pseudomonas. Naime,
iza ovih vrsta kriju se mnoge nedoumice u pogledu same prirode i genetickog diverziteta
patogena. Zanimljivost predstavlja ¢injenica da su sojevi P. syringae koji ispoljavaju
izuzetnu virulentnost na razli¢itim biljnim vrstama, izolovani i iz razli¢itih staniSta Zivotne
sredine, od kojih se neke ubrajaju u grupu netaknutih, i nalaze se daleko od poljoprivrednih
povrsina. Ovakva otkri¢a dovela su do nastanka razli¢itih teorija. Jednu od njih, izneli su
Morris i1 saradnici (2008). Oni smatraju da je Zivotni ciklus patogena usko povezan sa
kruZzenjem vode u prirodi. Svi sojevi izolovani iz snega imaju izuzetno izrazeniju
sposobnost stvaranja Cestica leda u odnosu na sojeve izolovane iz drugih supstrata, stoga
veruju da P. syringae igra vaznu ulogu ¢ak 1 u stvaranju sneznih oblaka u atmosferi.
Neprestanim razvojem molekularnih 1 bioinformatickih metoda koje predstavljaju ,,zlatne
standarde* u taksonomskim prou€avanjima, zasigurno ¢e u buduénosti mnoge nedoumice
biti reSene.

Vrste roda Pectobacterium Cesto se mogu izolovati iz so¢nih delova razlicitih
biljnih vrsta. Nastanku infekcije doprinose povrede prilikom izvodenja agrotehni¢kih mera
ili manipulacije biljnim delovima u polju. Stoga, njihova pojava na plodovima tikve i
vrezama lubenice nije iznenadujuca. Za tri soja prouzrokovaca vlazne trulezi (KFB 392,
KFB 394 1 KFB 395), na osnovu sekvencione analize 16SrRNK, ispostavilo se da pripadaju
vrsti P. c¢. subsp. brasiliense, Cije prisusutvo u nasoj zemlji do sada nije opisano. Soj KFB
392 izolovan je 2013. godine iz ploda uljane tikve, ¢ije seme je poreklom iz Austrije. Ve¢
slede¢e godine, austrijski istrazivaci Gottsberger i Huss, beleZe pojavu ovog patogena po

prvi put na teritoriji Austrije, takode na uljanoj tikvi. Ovakvi rezultati mogu predstavljati
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sluc¢ajnost, ali se isto tako moze postaviti hipoteza o odrzavanju i prenoSenju patogena
zarazenim semenom, s obzirom na isto poreklo semenskog materijala. Ova vrsta, P. c.
subsp. brasiliense (KFB 394 1 KFB 395) izolovana je i naredne godine u nas, ali iz srZzi i
vreza lubenice. Takode, lokaliteti sa kojih je prikupljen biljni materijal su dosta prostorno
udaljeni, stoga je mala verovatnoca da je patogen mogao za kratko vreme da se prosiri na
tako udaljeno podrucje. Verovatnije objasnjenje je to da je vrsta P. c. subsp. brasiliense
prisutna na Sirem podrucju Srbije. Reklasifikacija roda Pectobacterium izvrSena je u
relativno skorije vreme, kada su izdvojene i nove vrste patogena (Gardan et al., 2003;
Duarte et al., 2004). Osim toga, sojevi izolovani u prethodnom periodu nisu detaljnije
proucavani koris¢enjem mlekularnih metoda, stoga je pretpostavka da su opisivani kao P. c.
subsp. carotovorum, iako predstavljaju vrstu P. c. subsp. brasiliense.

Prisustvo vrste E. tracheiphila nikada zvani¢no nije potvrdeno na teritoriji nasSe
zemlje, iako se proizvodaci relativno Cesto zale na simptome koji bi mogli odgovarati
bakterioznoj uvelosti krastavca. Obilaskom terena tokom 2015. godine, imali smo priliku
da se uverimo da simptomi mogu zavarati 1 da u postavljanju konac¢ne dijagnoze, izolacija 1
identifikacija patogena definitivno ima klju¢nu ulogu. Iz biljaka sa simptomima opSteg
pada turgora, uvelosti 1 hloroze listova, nisu izolovane fitopatogene bakterije. Uzrok ove
pojave 1 dalje nije potpuno razjasnjen, ali kao jedan od mogucih razloga je da drenaza
zemljisSta u delu plastenika gde su biljke zaostajale u porastu ili potpuno propadale, nije bila
odgovarajuca kao u ostalim delovima plastenika.

U toku ovog istrazivanja, prikupljen je veliki broj uzoraka biljnog materijala sa
izrazenim simptomima pegavosti, kako na listovima, tako 1 na plodovima biljaka familije
Cucurbitaceae. lako vrsta X. cucurbitae, prouzrokovac bakteriozne pegavosti tikava, u
svetu, a naroCito na americkom kontinentu, pri¢injava znatne materijalne gubitke, na
teritoriji naSe zemlje, njeno prisustvo jos uvek nije potvrdeno.

Prouzrokovac Zutila vreza, vrsta Serratia marcescens, takode nije detektovana u
nas. Ovo oboljenje naruSava uspesSnu proizvodnju tikava Sirom Amerike (Bruton et al,
2003).

Bakterioze bilja predstavljaju ozbiljan problem u poljoprivrednoj proizvodnji Sirom

sveta, a njihova kontrola je pravi izazov. Kada patogen dospe u unutraS$njost biljnog tkiva,
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prakti¢no je nemoguce bilo Sta uciniti. Kako jo§ uvek nema dovoljno efikasnih preparata i
nacina kojima bi se bakteriozna oboljenja mogla kontrolisati, u novije vreme sve vise se
okrec¢e bioloSkim merama kontrole patogena. Primena bakteriofaga, kao veoma popularnih
bioloskih agenasa, sve vise je predmet razli¢itih studija. Bakteriofagi su Siroko prisutni u
prirodi, umnozavaju se samo u prisustvu ¢elije domacina, usko su specificni eliminisuci
samo kompatibilnu vrstu ili soj bakterije i netoksi¢ni su za eukariote (Gasi¢ i sar., 2012). U
okviru ovog istrazivanja, proucena je specificnost 12 sojeva bakteriofaga prema izolovanim
sojevima A. citrulli. Rezultati testa su pokazali da od 32 soja bakterija, dva (KFB 354 i
KFB 355) poseduju rezistentnost na sve testirane sojeve faga. Ovakvi rezultati su
ohrabrujuci, s obzirom da je vise od 90% proucavanih sojeva ispoljilo osetljivost prema
bakteriofagima. Ovi sojevi se nisu razlikovali od ostalih izolovanih A. citrulli sojeva u
pogledu biohemijsko-fizioloskih odlika i genetic¢kih profila. Primena bakteriofaga u ovom
radu se moze posmatrati i iz ugla dodatne metode za detekciju i identifikaciju izolovanih
fitopatogenih bakterija. Njihovom aktivno$éu pokazano je na jo$ jedan nadin da sojevi
izolovani iz lubenice pripadaju vrsti A. citrulli. Problem rezistentnosti bi mogao da se
prevazide kombinacijom (koktelom) razli¢itih faga. Takode, ograni¢avajuci faktor primene
bakteriofaga 1 dalje predstavlja formulacija koja bi nasla primenu u poljoprivrednoj
proizvodnji, s obzirom da su fagi osetljivi na uticaje spoljne sredine i vrlo lako dolazi do
njihovog degradiranja. Formulacija sa obranim mlekom i saharozom se pokazala kao dosta
efikasna u suzbijanju bakteriozne pegavosti paradajza na Floridi (SAD). Visok sadrZaj
proteina i1 Sec¢era u mleku pogoduje odrZavanju virusa na povrsini listova (Balogh et al.,
2003; Iriarte et al., 2007; Jones et al., 2012).

Jedinjenja bakra 1 antibiotici su trenutno osnovna mera hemijske kontrole bakterioza
biljaka. Problem predstavlja nedovoljna efikasnost bakarnih jedinjenja, posebno u momentu
kada do nastanka infekcije ve¢ dode. S druge strane, upotreba antibiotika u zastiti bilja je u
mnogim zemljama, kao 1 u nas, zabranjena (Obradovi¢ i Ivanovi¢, 2007). Razlog njihove
zabrane ili ograni¢ene upotrebe je eventualna pojava sojeva bakterija rezistentnih na
antibiotike, usled ¢ega postaju neefikasni. Poseban problem bi predstavljalo Sirenje gena
odgovornih za rezistentnost iz poljoprivrednih okruZenja u medicinsko okruzenje i

patogene Coveka, Sto bi moglo imati nesagledive posledice za Citav ljudski rod. S druge
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strane, u SAD antibiotici imaju primenu u zastiti bilja vise od pola veka, a problem
rezistentnosti resavaju upotrebom jace koncentracije antibiotika, ili uvodenjem antibiotika
iz drugih grupa. U okviru ovog istrazivanja, proucena je in vitro osetljivost izolovanih
sojeva bakterija na bakarna jedinjenja koja se najceS¢e koriste u naSoj poljoprivrednoj
praksi, kao 1 na antibiotike koji, kao Sto je receno, nisu dozvoljeni za upotrebu u Srbiji.
Proucavani sojevi su ispoljili razlicitu osetljivost na jedinjenja bakra. Skoro polovina sojeva
bila je otporna na 100 ppm bakar-hidroksida, dok je prema istoj koncentraciji bakar-
oksihlorida svega 15 sojeva bilo rezistentno. Koncentracija od 200 ppm bakar-hidroksida,
bila je letalna za sve proucavane sojeve osim za KFB 368 i KFB 393, kod kojih je
zabelezen slab porast kolonija. Ista koncentracija bakar-oksihlorida bila je inhibitorna za
sve proucavane sojeve. Na osnovu toga zakljucujemo da je bakar-oksihlorid ispoljio ve¢u
efikasnost u poredenju sa bakar-hidroksidom. Zanimljiv rezultat predstavlja inhibitorni
efekat bakar-oksihlorida pri koncentraciji od 200 ppm na kontrolni soj X. euvesicatoria
KFB 062, koji je vazio za rezistentan na sva testirana jedinjenja. Pretpostavlja se da je
inhibitorni efekat posledica dugorocnog Cuvanja bakterije. Naime, usled relativno Cestog
presejavanja, deSava se da bakterije gube neka svojstva (dr Aleksa Obradovi¢, licna
komunikacija). To se najceS¢e mozZe odraziti u pogledu patogenosti, odnosno nivoa
virulentnosti, ali 1 otpornosti na odredena jedinjenja, kao Sto je ovde slucaj. Primenjene
koncentracije jedinjenja bile su znatno niZe u odnosu na preporuc¢enu dozu aktivne materije
za primenu u polju, §to nam ukazuje da u populaciji izolovanih bakterija nije doslo do
razvoja rezistentnosti na primenjena jedinjenja. S druge strane, razlika u osetljivosti sojeva
na bakar-hidroksid 1 bakar-oksihlorid nam govori o potencijalnoj mogucénosti razvoja
otpornosti na pojedina jedinjenja bakra.

U naSem istrazivanju, streptomicin-sulfat se pokazao kao manje efikasan u pogledu
inhibicije razvoja izolovanih sojeva, u odnosu na bakarna jedinjenja. Naime, vecina sojeva
bila je osetljiva ve¢ na koncentraciju od 25 ppm, ali 5 sojeva je imalo slab porast 1 pri
koncentraciji od 50 ppm. Iako se razvilo svega nekoliko kolonija, njithovo prisustvo ne
treba zanemariti jer i ono ukazuje na moguci razvoj rezistentnosti u slu€aju primene ovog
jedinjenja. Pojava otpornosti sojeva na baktericide, nastaje kao posledica ceste i

neadekvatne primene ovih jedinjenja. Stoga je neophodno racionalno koristiti sva sredstva
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predvidena za zastitu bilja. U slu¢aju nepravilne primene preparata, odnosno visekratnoj
izlozenosti patogena baktericidima, kao i u humanoj medicini, tolerantnost sojeva se znatno
povecava, odnosno dolazi do razvoja rezistentnosti. U zasadima gde se koristi hemijska
zaStita, neophodna je stalna kontrola, pracenje populacije bakterija, posebno pojave
rezistencije.

Na svetskom trzistu postoji veliki broj semenskih proizvodaca koji neprestano rade
veliki deo semena za proizvodnju na podrucje naSe zemlje stize upravo iz inostranstva, $to
sa sobom nosi opasnost od unosenja razli¢itih karantinskih patogena. Bakteriozna oboljenja
biljaka familije Cucurbitaceae uz povoljne vremenske uslove, obilne padavine i uglavnom
poviSene temperature, mogu dovesti do velikih gubitaka u proizvodnji. Osim toga, nikako
ne smemo zaboraviti pojavu epidemije uglaste pegavosti krastavca u Vojvodini (Sombor,
1968; Sirig, 1977). Udeo obolelih plodova prelazio je i 80% (Arsenijevié¢, 1997). Pojava
bakteriozne mrljavosti lubenice i dinje u Americi 70ih godina proslog veka je dokaz koliko
fitopatogene bakterije mogu negativno uticati na tok gajenja biljaka. Ako se u obzir uzme 1
¢injenica da zemlje koje predstavljaju najvece proizvodace semena lubenice i dinje u Sirem
okruzenju (Italija, Turska, Grcka, Madarska) ve¢ neko vreme beleze prisustvo ovog
patogena, bilo je pitanje dana kada ¢e dospeti 1 do nas. Ispostavilo se da su strahovi kako
proizvodaca, tako i1 stru¢ne javnosti u pogledu unosa A. citrulli v Srbiju, bili potpuno
opravdani.

Kao §to je reCeno, za vecinu fitopatogenih bakterija, osnovni nacin prenosenja i
Sirenja predstavlja zarazeno seme. Rezultati naseg istrazivanja ukazuju na potvrdu ove teze.
Naime, sa sigurno$¢u mozemo reci da je vrsta A. citrulli uneSena zaraZzenim semenom ili
rasadom. Osim toga, s obzirom na rezultate genetickog diverziteta sojeva P. syringae pv.
syringae, i njihovu sli¢nost od 99,98% sa sojevima izolovanim u Americi, s pravom
mozemo reci da je distribucija semena 1 u ovom slucaju imala presudnu ulogu. Zanimljiv je
1 podatak o pojavi vrste P. c. subsp. brasiliense u nas, koja do sada nije bila predmet
izuCavanja u Srbiji. Bakterija je izolovana iz obolelih biljaka uljane tikve, poreklom iz
Austrije, u istom periodu kada je patogen detektovan takode u plodovima uljane tikve u

isto¢noj oblasti te zemlje.
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Iz svega navedenog, mozemo zakljuciti da je osnovna mera zastite od bakterioza
bilja, upotreba deklarisanog semena i zdravstveno ispravnog rasada. Kako metode detekcije
patogena koje su trenutno u upotrebi, imaju svojih ograni¢enja, moze se dogoditi da
patogen ipak dospe u proizvodni zasad. Stoga je neophodno stalno kontrolisati biljke 1
eliminisati sve €iji izgled ukazuje na potencijalno oboljenje. Objekti za proizvodnju trebalo
bi da budu provetreni, redovno odrzavani u smislu dezinfekcije ¢iS¢enja radnih povrsina i
alata. lako za vecinu fitopatogenih bakterija epidemiologija nije do kraja proucena, sigurno
je da oboleli biljni ostaci imaju ulogu u odrzavanju patogena iz sezone u sezonu. Primena
plodoreda je takode vrlo bitna mera zastite, kao i setva savremenih, otpornijih genotipova
povrca. Strategija zasStite treba da se zasniva na principu prevencije, narocito sada, kada

nema dovoljno efikasnih registrovanih  preparata za primenu u cilju  suzbijanja

bakterioznih oboljenja.
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X/

«» U periodu od 2013-2016. godine na teritoriji Srbije iz biljaka familije Cucurbitaceae
izolovane su fitopatogene bakterije.

¢ Prouceni sojevi pripadaju rodovima Acidovorax, Pseudomonas i Pectobacterium.

¢ Karantinska vrsta 4. citrulli po prvi put je detektovana na teritoriji Srbije u leto
2014. godine.

+ Kao prouzrokovac razli¢itih vidova pegavosti listova biljaka familije Cucurbitaceae,
identifikovana je vrsta P. s. pv. syringae sensu stricto.

¢ Prema naSim saznanjima, po prvi put je zvani¢no zabelezeno prisustvo vrste P. c.
subsp. brasiliense na biljkama familije Cucurbitaceae u Srbiji.

¢ Rezultati izvedenih istrazivanja ukazuju da je za iznenadne pojave novih vrsta
bakterija u Srbiji, najverovatnije odgovorna distribucija zarazenog semena.

s Sojevi A. citrulli imaju Sirok spektar domacina medu vrstama familije

Cucurbitaceae u Srbiji.

lubenica, krastavac i dinja, dok su bundeva i tikvica manje osetljive.
« U pogledu osetljivosti sortimenta, sve testirane sorte lubenice ispoljile su visok
stepen osetljivosti prema A. citrulli.

¢ Od 32 soja A. citrulli, 30 sojeva ispoljilo je osetljivost prema bakteriofagima

specifi¢nim za ovu vrstu.
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime 1 prezime autora Nevena Zlatkovié
Broj indeksa 11/1
Studijski program Poljoprivredne nauke

Naslov rada  Detekcija i identifikacija bakterija parazita biljaka familije

Cucurbitaceae klasiénim 1 molekularnim metodama

Mentor prof. dr Aleksa Obradovié, redovni profesor

Potpisani/a Nevena Zlatkovié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.
Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom

katalogu 1 u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
U Beogradu, __ 30.03.2018.




Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢® da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Detekcija 1 identifikacija bakterija parazita biljaka familije Cucurbitaceae

klasi¢nim i molekularnim metodama

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno
() Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista).

Potpis doktoranda
U Beogradu, __ 30.03.2018.
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