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Sazetak

Diplomskog rada studenta Jan Caniji, naslova

Najvazniji bakterijski patogeni biljaka iz porodice Cucurbitaceae

Glavni predstavnici porodice tikvenjaca (Cucurbitaceae L.) se kultiviraju ponajvise radi
ishrane Covjeka. Ovisno o vrsti, koriste se u sirovom ili preradenom obliku. Smanjeni prinos
i/ili Stete u skladistima uzrokovane fitopatogenima znatno utjeCu na uspjesnost proizvodnje.
Bakterije, kao predstavnici fitopatogenih prokariota, mogu uzrokovati znac¢ajno smanjenje
prinosa i kvalitete proizvoda. Najvaznije bakterije koje se javljaju na tikvena¢ama su:
Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Erwinia tracheiphila, Xanthomonas cucurbitae,
Acidovorax citrulli, Serratia marcescens, Pseudomonas syringae pv. syringae i
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Analiza bakterija prisutnih u i na biljnim
organizmima, kao i laboratorijska identifikacija uzro¢nika bakterioza tikvenjaca, korisna je za
proizvodnu praksu jedino ako se obavi pravovremeno. Uzorkovanje za potrebe
laboratorijskih analiza uvjetovano je prepoznavanjem simptoma bolesti u polju. Rad donosi
pregled suvremenih znanstvenih i stru¢nih znanja o bakteriozama tikvenjac¢a, njihovoj
raznolikosti, prisutnosti i pojavnosti uzroc¢nika i epidemiologiji, te o specificnostima njihove
simptomatologije. Predstavljene su osnove temeljnih dijagnostickih laboratorijskih protokola
namijenjenih identifikaciji bakterijskih patogena tikvenjaca, kao i strategije njihovog
suzbijanja, s naglaskom na ekonomski i ekoloski prihvatljive tehnike zastite bilja koje je
neophodno primjenijivati u cilju smanjenja ili sprje¢avanja Steta od bakterioza.

Kljucne rijeci: tikvenjace, bakterije, dijagnostika, suzbijanje, prevencija



Summary

Of the master’s thesis — student Jan Canji, entitled

The most important bacterial plant pathogens of the Cucurbitaceae family

The main representatives of the plant family of cucurbits (Cucurbitaceae L.) are
cultivated mainly for human consumption. Depending on the species, they are used raw or
processed. Reduced vyields and/or storage losses caused by phytopathogens significantly
affect production. Bacteria, as one of the representatives of plant pathogenic prokaryotes,
can cause significant reduction of yield and quality. The most important bacterial species
that occur on cucurbits are: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Erwinia tracheiphila,
Xanthomonas cucurbitae, Acidovorax citrulli, Serratia marcescens, Pseudomonas syringae pv.
syringae and Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Analysis of bacteria present
in and on plant organisms, as well as laboratory identification of species causing bacterioses
on cucurbits, is useful for production praxis only in case when it is performed on time.
Sampling for laboratory analysis is conditioned by the recognition of disease symptoms in
the field. The paper provides an overview of modern scientific and professional knowledge
about bacterioses of cucurbits, their diversity, presence and occurrence of pathogens and
epidemiology, and the specifics of their symptomatology. The basics of general diagnostic
laboratory protocols intended for the identification of bacterial pathogens of cucurbits, as
well as strategies for their control, are presented. Economically and environmentally friendly
plant protection techniques that need to be applied, in order to reduce or prevent damage
caused by bacterial diseases, were emphasized.

Keywords: cucurbits, bacteria, diagnostics, control, prevention



1. Uvod

Usjevi tikvenjada (Cucurbitaceae L.) obuhvacaju veliku i raznoliku skupinu kultura jer
se radi o porodici koja obuhvaca 134 roda s oko 965 vrsta biljaka. Tikvenjace su biljke koje
zahtijevaju znatnu koli¢inu topline, te se prema tome uzgajaju i beru tijekom proljetne, ljetne
i jesenske sezone. Tikvenjace su vazan dio raznolike prehrane u cijelom svijetu, te se koriste
u sirovom, kuhanom, kandiranom ili konzerviranom obliku (McGrath, 2004). Pojedine vrste
tikvenjaca uzgajaju se zbog sjemenki jer su im one bogate uljem i mineralima, te se cesto
preSaju. Prema zasijanim povrSinama, u Hrvatskoj se najviSe uzgaja lubenica, zatim buce,
tikvice i bundeve, pa dinje a zatim krastavac (FAO, 2019). Prema statistikama FAO-a iz 2019.
godine, najvedi je svjetski proizvodac lubenice, krastavca, dinje, buce i bundeve bila Kina.

Neke vrste roda Cucurbita ubrajaju se medu najstarije biljne kulture na svijetu, a
tome svjedoce brojni arheoloski nalazi u Peruu i Meksiku (prema Hulina, 2011). Tikvenjace
prati Sirok spektar Stetocinja, pogotovo uzrocnika bolesti, posto biljkama iz te porodice
veéinom odgovara toplo vrijeme s visokom vlagom zraka. Patogeni negativno utjeCu na
produktivnost tikvenjaca, a poznato je oko 200 njihovih bolesti (Zitter i sur., 1996). Uzrocnici
tih bolesti su fitopatogene gljive, virusi, bakterije, te fitoplazme. Patogeni tikvenjaca
zarazavaju stizudi iz tla ili zrakom, prenoseci se vjetrom, vektorima ili pak sjemenom.

Jedni od najznacajnijih uzro¢nika bolesti porodice Cucurbitaceae su bakterije kojima
odgovaraju visoka temperatura i vlaga zraka (Sharma i sur., 2016).

Zbog sve ucestalijih zahtjeva za analizu uzoraka razli¢itih tikvenjaca s raznolikim
simptomima bakterioza u nekoliko prethodnih proizvodnih sezona na Zavodu za
fitopatologiju SveuciliSte u Zagrebu Agronomskog fakulteta, uz uo€avanje optimizacije uvjeta
za razvoj bakterija u nasem podneblju, vezano uz modificiranje uobicajenih klimatskih uvjeta
nasSeg podneblja, moZe se ocekivati jatanje utjecaja ovog problema na uspjeSnost biljne
proizvodnje u nas. Nakon izolacije mjeSovite mikrobne flore iz zaprimljenih uzoraka biljnog
tkiva, prisutne prokariotske patogene moguce je identificirati odgovaraju¢éim metodama
molekularne dijagnostike. Problem nastaje obzirom da nije moguce kontinuirano raspolagati
laboratorijskim reagensima, molekularnim probama i svim potrebnim materijalom za
identifikaciju Sirokog spektra potencijalno prisutnih bakterija. Postoji potreba za
sistematizacijom suvremenih podataka o pojavnosti, simptomatologiji i epidemiologiji
najvaznijih bakterijskih patogena kultiviranih tikvenjaca kako bi se postavili laboratorijski
prioriteti za nabavu adekvatnih dijagnostickih reagensa.



1.1. Ciljrada

Cili ovog rada je izraditi pregled suvremenih znanstvenih i stru¢nih znanja o
bakteriozama, njihovoj raznolikosti, prisutnosti i pojavnosti uzroc¢nika i epidemiologiji, te
specificnosti njihove simptomatologije. Bit ¢e predstavljene osnove temeljnih dijagnostickih
laboratorijskih protokola namijenjenih identifikaciji bakterijskih patogena tikvenjaca.
Zainteresirana poljoprivredna javnost ¢e kroz ovaj diplomski rad dobiti pregled znacajnih
informacija iz ovog podrucja, s naglaskom na najvaznije bakterijske patogene u uzgoju

tikvenjaca.



2. Pregled literature

2.1. Tikvenjace (lat. Cucurbitaceae)

Najzastupljeniji rodovi u svijetu, tako i u Hrvatskoj, unutar porodice tikvenjaca (lat.
Cucurbitaceae) su: Cucurbita, Citrullus i Cucumis. FAO za 2019. godinu navodi da su
najvaznije vrste unutar tih rodova: lubenica (Citrullus lanatus L.), krastavac (Cucumis sativus
L.), buéa (Cucurbita pepo L.), bundeva (Cucurbita maxima Duchesne), muskatna tikva
(Cucurbita moschata Duchesne ex Poir.) i dinja (Cucumis melo L.) (FAO, 2019).

Svim navedenim biljkama iz te porodice su zajednicka svojstva to Sto zahtijevaju
pretezZito toplo i vlazno vrijeme, te se sade jedanput godiSnje. Zeljaste su i imaju puzave
stabljike odnosno vrijeze koje su duge 3 do 4m. Vedinom su to jednodomne biljke s
jednospolnim cvjetovima Sto znaci da se na svakoj biljci formiraju posebno Zenski i muski
cvjetovi. Stranooplodne su biljke, te se oprasivanje najvise vrsi kukcima (najvisSe pcelama).
Kod vedine postoji mogucénost samooplodnje. Mnogim vrstama unutar te porodice plodovi
variraju po obliku, veli¢ini, boji, izgledu egzokarpa na istoj biljci. Neki se plodovi
upotrebljavaju u fizioloskoj zrelosti, neki se pak beru nezreli i koriste za konzerviranje, a
nekima se sjemenke koriste za proizvodnju ulja.

Za bucu se smatra da je jedna od najstarijih vrsta biljaka unutar te porodice jer je
uzgajana vec¢ 8000 do 10000 god. pr. Kr. Utvrdeno je da je porijeklom iz Meksika. Bundeva je
porijeklom iz Juzne Amerike i smatra se da je uzgajana oko 4000 god. pr. Kr. Za lubenicu se
ne zna toé¢no otkad se uzgaja ali se procjenjuje na 5000 god. pr. Kr. te da je porijeklom iz
Sudana. Za krastavce se smatra da su uzgajani veé prije oko 2500 god. pr. Kr. i porijeklom
dolaze iz Indije kako navode Chomicki i sur. (2019).

Danas se vrste roda Cucurbita uzgajaju uglavhom na podrucjima sredozemne,
suptropske i tropske klime, te je u svijetu najveci proizvodac Kina. Kina proizvede oko 60 685
237 t lubenice i oko 70 288 130 t krastavca godisnje (FAO, 2019.). Hrvatska proizvede oko 20
300 t lubenice i 3000 t krastavaca godiSnje (FAO, 2019.) Sto je zanemarivo na svjetskom
nivou ali je znacajno unutar naseg gospodarstva.



2.1.1. Lubenica

Lubenica (Citrullus lanatus L.) je vazna povrtlarska kultura u toplijim regijama svijeta
kako navode Paris i sur. (2013). Jednako tako je vazna kultura koja se uzgaja i u Hrvatskoj, a
to nam potvrduju podaci FAO-a. U nas se lubenica uzgaja na oko 670 ha i prosjecan prinos
iznosi 30 297,5 kg/ha (FAO, 2019). Uzgaja se uglavnom na juznom dijelu Hrvatske, ponajvise
u dolini rijeke Neretve. Jednogodi$nja je kultura sa Sirokim korijenovim sustavom u zoni od
50 cm dubine tla, a sredisnja Zila moZe doprijeti i do 2m u dubinu. Nadzemni dio je razgranat,
zeljast i sastoji se od vrijeZa koje mogu biti duge od 3 do 4 metra. Cvjetovi su jednodomni,
jednospolni, Zute boje. Lubenica je stranooplodna vrsta. Optimalna temperatura za rast joj je
oko 30 °C. Paris i sur. (2013) navode da zahtijeva dovoljnu koli¢inu svjetla jer u slucaju da je
duZi period prevladava oblacno vrijeme, ili pak ako temperatura padne ispod 10 °C, lubenici
pada kvaliteta i slatkoéa mesa je manja. Lubenici odgovara rahlo, blago kiselo tlo, poput
glinasto pjeskovitih, aluvijalnih tla. Za uzgoj je potrebno oko 400 m* vode/ha za susnijih
dana, a ako je uzgoj na otvorenom potrebna koli¢ina se smanjuje, ovisno o kiSama.

Kao i kod veéine vrsta tikvenja¢a, navodnjavanje nije potrebno u zadnjoj fazi
dozrijevanja. Meso lubenice sadrzi 91 % vode, 6 % Secera i malo masnoca. Sto grama mesa
lubenice sadrzi oko 125 kilodZula (30 kilokalorija) energetske vrijednosti, a Se€eri ¢ine najveci
dio suhe tvari ploda. NajceSce se konzumira meso ploda u sirovom stanju. Sjemenke lubenice
sadrze karotenoide, ukljucujuci likopen, sluze za ekstrakciju vitamina D. Perkins-Veazie i sur.
(2006) navode da se u lubenici sintetizira aminokiselina citrulin.

2.1.2. Krastavac

Krastavac (Cucumis sativus L.) je Siroko uzgajana kultura i velika veéina drzava imaju
veliku potrazinju za krastavcima, kao i njihovu proizvodnju. To cesto rezultira mnogim
obiteljskim gospodarstvima koji se bave njihovim uzgojem, Sto potvrduju FAO statistike. U
Hrvatskoj se krastavci uzgajaju na oko 90 ha, sa prinosom od 33 333,3 kg/ha (FAO, 2019.).
Uglavnom su najzastupljeniji krastavac salatar i krastavac za kiseljenje. Oni se uzgajaju na
vedini kontinenata bas zbog ranije spomenute velike potraZnje ali i zbog toga Sto se radi o
kulturi koja se lako prilagodava klimatskim uvjetima. Optimalna dnevna temperatura je oko
25 °C ali se biljka moZe normalno razvijati i uz temperature vise od 15 °C. Relativna vlaznost
zraka bi trebala biti od 85 do 90 % Sto se u plastenicima mozZe postici ali je to na otvorenom
znatno teze. Vlaznost tla bi za optimalan uzgoj trebala biti 70 % poljskog kapaciteta tla za
vodu. Posto krastavci razvijaju plodove ve¢ nakon dva mjeseca (malo ranije ili kasnije ovisno
o agroklimatskim ¢imbenicima) u ta dva mjeseca ove biljke imaju potrebu za oko 80—150
I/m? vode (Paradikovi¢, 2002). Odgovaraju im blago kisela rastresita tla, bogata organskim
tvarima. Krastavac se uzgaja uglavnhom na otvorenom ili u staklenicima/plastenicima.
Jednogodisnja je vrsta, ima plitki korijenov sustav (do oko 30 cm dubine), te pripada u biljke
sa slabije razvijenim korijenom. Vrijeze su mu duge do 3 metra. Krastavac na istoj vrijezi
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sadrii muske i Zenske cvjetove. Cesti problem nastaje zbog veée koli¢ine muskih cvjetova jer
se dobiva maniji urod (prema Lu i sur., 2010). Uz zahtjeve za uzgoj, krastavce kao i lubenice
zarazavaju brojni patogeni, posebice bakterije.

2.1.3. Buca i tikvica

Buca (Cucurbita pepo L.) i tikvica (Cucurbita pepo L. convar. giromontiina), naj¢esce se
u Hrvatskoj uzgaja kao uljna buca ili uljna tikva jer ponajviSe sluZi za proizvodnju ulja. Razlog
tome je sadrzaj sjemenki koje sadrie 42—51 % ulja i 17—32 % proteina. Cesto se koristi za
pravljenje uljnih pogaca, dok se meso mladih plodova koristi za konzumaciju (spravljanje
raznovrsne hrane), a moze se koristiti i kao organsko gnojivo.

Uzgaja se gotovo na svim kontinentima, a najvise u Aziji (FAO, 2019). Kod nas se
preteZito uzgaja u Medimurju i Podravini, odnosno u sjevernoj Hrvatskoj. Korijen buce je
vretenast, razvijen i proteZe se u ¢ak 5—8 m? tla (Pospisil, 2013). Stabljika je vrijeza duga 3—4
m ali ima i dugovrijeznih sorti kojima vrijeza moze biti duga ¢ak 10 m. Listovi su raznih oblika.
Jednodomna je biljka s jednospolnim cvjetovima (ne razlikuje se od drugih vrsta tog roda).
Stranooplodna je i prema tome se lako oprasuje drugim sortama iste vrste. U slucaju
samooplodnje (do 30 %) uglavnom dolazi do depresije (Pospisil, 2013). Kao i kod krastavca,
minimalna temperatura za rast i razvoj je izmedu 13 i 15 °C (ujedno i za cvatnju). Optimalna
temperatura za oplodnju je nesto malo niza od 25 °C, a za rast i razvoj ploda je od 25 do 27
°C. Potreba za vodom je velika i iznosi oko 70 do 80 % poljskog kapaciteta tla za vodu.

2.1.4. Bundeva i muskatna tikva

Bundeva (Cucurbita maxima Duchesne) i muskatna tikva (Cucurbita moschata
Duchesne ex Poir.) imaju karakteristike koje se podudaraju sa onima tikvice i obi¢ne buce.
Najcesce se koriste za proizvodnju ulja ali i za konzumaciju u raznim pripremama, a uzgajaju
se na tlima sa istim karakteristikama i u istom podneblju stoga ih zarazavaju iste bakterije
koje mogu uzrokovatu znacajne Stete. U Hrvatskoj se tikve ili obi¢ne buce i bundeve uzgajaju
na oko 370 ha sa prinosom od 12 937 kg/ha (FAO, 2019).

2.1.5. Dinja

Dinja (Cucumis melo L.), koja se dosta uzgaja u Aziji i SAD-u, u Hrvatskoj se znatno manje
uzgaja, i to oko 4 puta manje od lubenice (FAO, 2019). Radi se 0 180 ha i prosjecnom prinosu
od 26 277,8 kg/ha (FAO, 2019). Ova proizvodnja ipak nije zanemariva i ne iskljuCuje se njena
vaznost. Plod je po sastavu vrlo sli¢an lubenici i najvisSe se koristi za konzumaciju u svjezemili
suSenom stanju. Uzgaja se na juZnijim dijelovima Hrvatske. Korijen dinje se razvija uglavhom
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na dubini 35—40 cm. Nad zemljom se razvijaju vrijeze duge do 3 m, a listovi su na rubovima
plojke nazubljeni. Dinja je jednodomna biljka s odvojenim muskim i Zenskim cvjetovima.
Muski se ve¢inom nalaze na glavnoj vrijezi, a Zenski se cvjetovi uglavnom razvijaju na bo¢nim
vrijeZama. Za rast i razvoj potrebne su joj temperature iznad 15 °C dok su optimalne 20-27
°C. Optimalna relativna vlaznost zraka iznosi 45—60 % kako navode Sensoy i sur. (2007).
Ovisno o podneblju i agroklimatskim ¢imbenicima potrebno je do 400 m3/ha vode za rast i
razvoj ove biljke.



3. Znacajni bakterijski patogeni tikvenjaca (Cucurbitaceae L.)

3.1. Pseudomonas syringae pv. lachrymans — uzrocnik bakteriozne
poligonalne pjegavosti listova tikvenjaca

U bakterijsku vrstu Pseudomonas syringae pv. lachrymans su do ranih 2000tih
svrstavali i ostale uzro¢nike bolesti koji su na biljci izazvali slicne simptome kao ova bakterija
(Newberry i sur., 2016). Bolest koju ova bakterija uzrokuje je poligonalna tj. uglata pjegavost
listova tikvenjaca. Pohronezny i sur. (1977) navode kako je to najrasSirenija bakterioza svih
vrsta unutar por. Cucurbitacea koja smanjuje urod, masu te kvalitetu plodova. Bakterija
Pseudomonas syringae pv. lachrymans jedan je od 50 patovara koji pripadaju heterogenoj
vrsti Pseudomonas syringae (Young i sur., 1996). Ova bakterija je prvi put opisana 1915.
godine od strane Bryan i Smith (prema Arsenijevi¢, 1997). Ona je patogen koji primarno
napada krastavac, gdje je i najvise opisana. U Americi je proglasena jednom od
najdestruktivnijih bolesti na krastavcima kako navode Fatmi i sur. (2017). U Rusiji, u Moskvi,
je 1946. g. zabiljezen pad prinosa ¢ak do 50 % (Gorlenko and Voronkevich, 1946). Moze se
reci da je patogen rasprostranjen diljem svijeta posto je zabiljezen i u Kini, Japanu, Engleskoj,
Iranu, Turskoj, Australiji, Argentini, Brazilu, gotovo svim drzavama Afrike i Europe (Bradbury,
1986). Patogen se javlja u brojnim naslovima znanstvenih publikacija srednje Europe kao
veliki uzro€nik smanjenja prinosa krastavca. Vrlo je ¢est i u naSem podneblju u Hrvatskoj.
Samom cinjenicom da je stvarao probleme na usjevima krastavaca u Kaliforniji gdje vladaju
topliji klimatski uvjeti, ali i u Danskoj sa hladnijom klimom, moZzemo zakljuciti da se ova
fitopatogena bakterija lako prilagodava. Za razvoj bolesti optimalne temperature iznose 25-
30 °Ci vlainost zraka veca od 90 %, pri cemu gubitci mogu iznositi i do 80 % ukupnog prinosa
kako navode Mijatovié i sur. (2007). U Hrvatskoj je malo podataka o velikoj destruktivnosti
ovog patogena ali na primjeru koji se dogodio u proljeéa 2006. i 2007. godine zarazom
krastavca i dinje bakterijom Pseudomonas syringae pv. lachrymans u uvjetima slicnog
podneblja na podrucju Srbije, moramo biti na oprezu. Zbog visokog intenziteta zaraze
klijanaca bili su u toj situaciji prisiljeni unistiti cijeli usjev kako navode Risti¢ i sur. (2007).

3.1.1. Epidemiologija

Najc¢es¢i domacdin ovog patogena su krastavci, no Ceste su i zaraze dinje, bundeve,
buce, pa cak i lubenice. NajéeSce se prenosi sjemenom, zarazenim biljnim ostacima
(pogotovo ako je vlaznost tla veéa, patogen je duze vijabilan) ili pak kao vegetativne
bakterijske stanice u tlu. Kisne kapi i kukci mogu doprinijeti prijenosu bakterije sa zarazene
biljke na drugu kao izvor sekundarnih infekcija. Prema Gilbert i Gardner (1918) bakterija
prestaje biti infektivna nakon Sto se 20 mjeseci nalazi na povrsini sjemenke, no ostali
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znanstvenici nakon njih, poput Jones i Doolittle (1921) su u svojim istraZzivanjima uspjesno
provodili zarazu i nakon viSe od 20 mjeseci ¢ekanja. Bhat (2009) piSe da dvogodisnje sjeme
nije bez infektivhog inokuluma, te da se patogen odrzava na i unutar sjemena vise od 21
mjesec, te se zaraza moZe ocitovati u stadiju kotiledona.

Prezivljavanje infektivnog inokuluma na biljnim ostatcima u ili na tlu usko je vezano za
vlaznost zraka, odnosno tla. Kritzman i Zutra (1983) su zabiljeZili opstanak vijabilnog
infektivnog inokuluma u susnim uvjetima na samo 8 tjedana, a u vlaznijim uvjetima ¢ak do 90
tjedana. Patogen moze prezivjeti do iduce sjetve odnosno i do godinu dana, ako ostane
unutar biljnih ostataka u vlaznijim uvjetima. Prema navodima Bhat (2009) preZivljavanje
patogena drasticno opada ako se on nalazi unutar biljnih ostataka u tlu, za razliku od biljnih
ostataka na povrsini tla.

3.1.2. Simptomi

Simptomi izvrSene zaraze se javljaju na nadzemnim dijelovima biljke; kotiledonima,
listovima i plodovima. Na kotiledonima se uocavaju prvi simptomi jer se bakterija uglavhom
prenosi zarazenim sjemenom. Radi se uglavhom o okruglastim, vodenastim pjegama koje
variraju po obliku. Nakon odredenog vremena zahvaceno tkivo mijenja boju iz Zutosmede u
sve tamnije nijanse. Na pjegama se u slucaju velike vlaznosti zraka moze javiti bakterijski
eksudat kako navode Wiles i Walker (1951). Tkivo nekrotizira i otpada, te nastaju rupicasti
oblici odnosno kotiledon ostaje perforiran. Kod brojnijih perforacija na kotiledonima oni se
suse, deformiraju i moze dodi do ugibanja cijele mlade biljke (Arsenijevi¢, 1997). Sekundarne
zaraze se javljaju na listovima u vidu sitnijih vodenastih pjega koje se Sire i poprimaju
poligonalan, uglati oblik, obzirom da su ogranic¢ene lisnim Zilama. Pjege su sivkaste do smede
boje, u raznim nijansama (Slika 3.1.2.1.). Na nali¢ju lisne plojke javlja se bijeli bakterijski
eksudat koji se pretvara u bijelu nakupinu, a simptom je po kojem mozZemo razlikovati ovu
bolest od plamenjace krastavca uzrokovane pseudogljivom Pseudoperonospora cubensis
(Mijatovic¢ i sur., 2007). Pjege nekrotiziraju i ispadaju tako da list ostaje perforiran Sto stvara
indirektne gubitke u proizvodnji smanjenjem fotosinteze (Jindal, 1994). Simptomi se javljaju i
na plodovima nakon Sto se bakterija prosiri sa peteljke na plod. Ako je plod u vrijeme
nastanka zaraze u ranom stadiju razvoja, moZe se na njegovoj povrsini pojaviti smedi
bakterijski eksudat, dok sam plod smedi, smezura se i otpadne. Taj simptom mozZe biti od
presudnog znacaja za determinaciju bolesti. Na razvijenijim plodovima (plodovi koji su ve¢
postigli polovicu svoje prosjecne veli¢ine) se javljaju sitne uljne pjege sa zZuckastim rubom,
uglavnom okruglastog oblika. Kako pjege stare, one mijenjaju boju u bjelkastosmedu, te
mogu biti utisnute u egzokarp ploda. Zahvaceno tkivo unutar pjege meksa i kako se
bakterioza Siri plodom, plod puca i dolazi do obilnog curenja bakterijskog eksudata Zuékaste
boje koji kasnije tamni i o¢vrsne. Latinska rije¢ lachryma znadi suza te je ova bakterijska vrsta
zbog simptoma curenja eksudata nalik na suze kojeg uzrokuje i dobila naziv. Verma i Sharma



(1999) navode da se bakterija sa zarazenih plodova prenosi na sjeme, te dalje na mlade
klijance.

Slika 3.1.2.1. Simptomi poligonalne pjegavosti na listu krastavca.
Izvor: Gerald Holmes, Strawberry Center, Cal Poly San Luis Obispo, Bugwood.org

https://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=1578263 — pristup 27.7.2021.

3.1.3. Morfologija

Bakterija Pseudomonas syringae pv. lachrymans je gram-negativna bakterija,
Stapicasta oblika sa jedom do pet polarnih flagela, dimenzija stanice 0,5-1,0 x 1,5-4,0 um
(Bradbury, 1986). Spada u porodicu Pseudomonadaceae. Bakterija izolirana iz tkiva
domacina na hranjivoj podlozi s agarom formira bijele, blago uzdignute kolonije koje su
okruglastog oblika i glatke. Za identifikaciju se koristi podloga King B na kojoj pojedine vrste
iz roda Pseudomonas, a posebice ovaj patovar vrste Pseudomonas syringae proizvodi
difuzibilni fluorescentni pigment, Sto je nakon uzgoja bakterijske kulture, lako prepoznatljivo
(Palleroni, 1984).

Odredeni patovari bakterije Pseudomonas syringae, a medu njima i patovar
lachrymans su nedavno, temeljem rezultata hibridizacije DNA i ribotipiziranja, klasificirani
kao zasebna vrsta Pseudomonas amygdali (Jeong i sur., 2015). Li i sur. (2019) u svom
istrazivanju spominju uzrocnika bakteriozne poligonalne pjegavosti listova tikvenjaca pod
nazivom Pseudomonas amygdali pv. lachrymans. Slika 3.1.3.1. prikazuje opce karakteristike
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simptoma i morfologije poligonalne pjegavosti lista na krastavcu uzrokovane zarazom
bakterijom Pseudomonas amygdali pv. lachrymans, soj NM002 (Li i sur., 2019).

Slika 3.1.3.1. Prikaz simptoma bakteriozne poligonalne pjegavosti na krastavcu (list (A) i plod
(B)). Uzroc¢nik, bakterija Pseudomonas amygdali pv. Lachrymans (stanica soja NM002 pod
transmisijskim elektronskim mikroskopom (C) i uz fluorescencijsku mikroskopiju (D);

stanice iz eksponencijalne faze rasta (E) i iz stacionarne faze (F).
Izvor: Liisur. (2019)

3.1.4. Suzbijanje

Prevencija je vrlo znacajan aspekt u suzbijanju ovog patogena. Jenns i sur. (1979).
navode da umjetna inokulacija virusom TMV povecdava otpornost biljaka na infekciju
bakterijom Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Prskanjem biljke krastavca u stadiju s tri
lista otopinama kalijevim oksalatom, dikalijevim fosfatom, trikalijevim fosfatom, dinatrijevim
fosfatom, trinatrijevim fosfatom ili dikalcijevim fosfatom izazvat ¢e otpornost listova u
trajanju do pet tjedana na tog patogena kako navode Gottstein i Kuc (1989).

Khlaif i Abu-Blan (1994) pisu da su laboratorijskim testovima in vitro tretiranjem
bakterije sredstvima Agrimycin-100, bakarni oksiklorid, streptomicinsulfat i trimiltox
(mankozeb + bakrov oksiklorid + bakrov karbonat) inhibirali rast P. syringae pv. lachrymans
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za 96,7, 84,3, 76,7 i 87,7 %. Navodi se da postoje joS neka sredstva koja imaju inhibitorno
djelovanje, poput bronopola, teramicina itd.

Prevencija tretiranjem sjemena je vrlo popularna metoda suzbijanja ove bakterije jer
se i najviSe prenosi tim putem. Certificirano, zdravo sjeme je najbitniji postupak u suzbijanju.
Postoje kemijske metode i ne kemijske metode tretiranja sjemena. Umekawa i Watanabe
(1978) isticu da su nekemijske metode ucinkovitije od tretiranja sjemena kemijskim
otopinama. Istrazivanje su proveli susenjem sjemena zagrijanim zrakom na 70 °C u trajanju
od tri dana u skladistu, tretiranjem sjemena vru¢éom vodom na 52 °C u trajanju od 10 minuta
ili 54 °C u trajanju od 5 minuta. Metoda sa vru¢im zrakom je imala nesSto malo vecu
ucinkovitost. Leben i Sleesman (1981) su tu istu metodu smatrali nedovoljno ucinkovitom,
jer je ona, kako su napisali u svom istrazivanju, imala ucinkovitost tek oko 35—70 %. Zbog
toga se Cesto metode kombiniraju. Danas je vrlo ¢esto umakanje sjemena u natrijev
hipoklorit (1:20) na 20 minuta, u kalcijev hipoklorit (1:4 —1:2) na 60 minuta, Zivin(ll) klorid
(1:1000) na 5—10 minuta ili se pak primjenjuju ostali registirani pripravci u kombinaciji s
fungicidima, uvijek izabiruéi ekoloski Sto prihvatljivija sredstva.

Tretiranje starijih biljaka u polju ne moZe potpuno unistiti patogena u biljci ali moze
znatno pridonijeti smanjenju njegovog prijenosa na zdrave biljke ili pak pomoci da ne dode
do ponovnih zaraze uz kontroliranu zastitu. Cesta je pojava fitotoksi¢nosti sredstava za
zastitu bilja ako se koristi previse pripravaka ili se pak oni primjenjuju iznad preporucenih
koli¢ina/doze. Ridomil i Trimiltox Forte (bakar oksiklorid + mankozeb) bili su najucinkovitiji u
smanjenju zaraze ovim patogenom i samim time sprijecili veliki pad prinosa u istraZzivanju
prema Khalif (1995). Neki navode koriStenje bronopola, koji se danas uglavnom ne koristi, ali
imao je visoku ucinkovitost. Baktericidi na bazi bakra se vrlo ¢esto koriste. Kod nas su
registrirani fungicidi i baktericidi Neoram WG (bakarni oksiklorid) i Cuprablau Z 35 WG (FIS,
2021).

Plodored je vrlo bitan, naravno uz rotaciju krastavca u minimalnom periodu od 3
godine. Duboko oranje u jesen je preporucljivo. Postupci i odrZavanje polja, plastenika,
staklenika su bitni ali treba posebno naglasiti higijenu pribora, alata i strojeva. lzbjegavanje
rada u vrlo vlaznim uvjetima (u polju), izbjegavanje prekomjernog navodnjavanja. Svaka
ozljeda na biljci predstavlja opasnost i moguce je mjesto nastanka nove zaraze.

11



3.2. Erwinia tracheiphila — uzrocnik bakterioznog venuca tikvenjaca

Erwinia tracheiphila je bakterija koja uzrokuje bolest bakteriozno venuce tikvenjaca,
odnosno bakteriozno venuce krastavca. Vrlo je vazan uzroc¢nik biljnih bolesti diljem svijeta i
zabiljeZzena mu je pojava u Americi, Europi, Juznoj Africi i Japanu, kako navode Virsman i sur.
(2016). Bolest je prvi put opisano E. F. Smith 1895. godine u Americi (Arsenijevi¢, 1997), a
uzrocnik je jedna od prvih fitopatogenih bakterija koje su ikad opisane. Jedan od prvih
fitopatologa, Erwin F. Smith je 1893. godine u Michiganu prvi put zapazio simptome,
odnosno pravu epidemiju u polju zasadenom krastavcima, dinjama i bundevama. U Americi
je smatrana jednom od najdestruktivnijih bolesti tikvenjaca u srednjem i sjeveroistocnom
podrucju SAD-a koja uzrokuje do 80 % maniji prinos (Rojas i sur., 2015). Bolest se uglavhom
javlja na krastavcima ali i dinjama, bundevama i bu¢ama, dok su lubenice otpornije na zarazu
ovom bakterijom (Agrios, 2005). U nasadu lubenica u Meksiku je utvrdena zaraza ali tek na
manje od 1 % biljaka (Sanogo i sur., 2011.). U Hrvatskoj ova bakterija nije detektirana niti su
zabiljezeni vektori koji je prenose, no zbog sve vece introdukcije raznih biljnih vrsta, postoji
opasnost od unoSenja vektora ovog patogena, a samim time i opasnost pojave ovog
uzrocnika i kod nas.

3.2.1. Epidemiologija

Bakterija Erwinia tracheiphila moze inficirati biljku u bilo kojem razvojnom periodu ali
su mlade biljke osjetljivije i podloZnije zarazi, kako navode Liu i sur. (2013). Patogen se
najéeS¢e unosi u tkivo biljke putem rana koje nastaju djelovanjem vektorskog kukca.
Bakterija prezimi u probavnom traktu kukaca Acalymma vittatum F. ili Diabrotica
undecimpunctata howardi Barber $to je utvrdeno testom DASI-ELISA kako su naveli Garcia-
Salazar i sur. (2000). Unato¢ prolaska kroz probavni trakt kukaca, bakterija ne gubi svoju
vitalnost. Ti vektori su, uz neke biljke trajnice, primarni izvor bakterijskog inokuluma, a
hranjenjem na zaraZzenoj biljci patogen ulazi u vektora. Odrasli kukac se hrani stabljikom,
listovima i dijelovima cvjetova. Patogen se zatim prenosi putem usnog aparata, te dalje krece
ksilemom gdje se umnozava i prenosi po biljici. Venuée pocinje zbog prekomjernog
umnoZavanja bakterija u ksilemskom stani¢ju i sekrecije izvanstani¢ne polimerne tvari
smolastog oblika koju izluCuje bakterija, a koja blokira prijenos vode u provodnom sustavu
biljke (Sasu i sur., 2010).

3.2.2. Simptomi

Prvi simptomi se razvijaju na listovima, oko oSteéenja prouzrokovanim hranjenjem
vektora, i to u vidu zone koja je tamnije boje od ostatka lista (Smith, 1911), te cijela biljka

12



postupno poprima tamniju boju. Ako se radi o mladim biljkama njihov razvoj moze biti
slabiji, a pracen je blagom promjenom boje listova. U pocetnim fazama infekcije biljka danju
vene, a nocu se oporavlja. Postupno gubi turgor, sve viSe vene i susi se. Prvo se smezuraju
listovi i pocinju se susiti, zatim se susi stabljika, a naposljetku i cijela biljka. Rojas i sur. (2013)
navode da se simptomi venuca javljaju 4—21 dan nakon ostvarivanja zaraze. Slika 3.2.2.1.
prikazuje posljedice zaraze bakterijom Erwinia tracheiphila. Naravno, izrazenost simptoma i
brzina venuca uvelike ovisi o vrsti domacina i njegovoj fenoloskoj fazi (Brust 1997). Simptomi
su vrlo slicni onima koji se razvijaju pri nedostatku vode, te nalikuju utjecaju jo$ nekih
abiotskih ¢imbenika ali i pojedinim bolestima. Najbolji indikator bakterioze je bakterijski
eksudat koji se moze primijetiti kod starijih biljaka zbog puknuca izmedu peteljke i stabljike.
Ukoliko postoji sumnja na zarazu kod mladih biljaka, zarezivanjem stabljike ili samim
pritiskom na nju dolazi do curenja ljepljivog eksudata. Posto kod tikvenjaca postoje jos neke

bolesti provodnog stani¢ja slicne simptomatologije, najsigurnije je napraviti izolaciju
bakterija i test PCR, kako navode Rojas i sur. (2015).

Slika 3.2.2.1. Posljedice zaraze biljaka bakterijom Erwinia tracheiphila na makroskopskoj i
mikroskopskoj razini. (A) VrijeZa zarazene buce u polju sa karakteristicnim simptomom
venuca. (B) Istjecanje eksudata E. tracheiphila iz zaCepljenih Zila ksilema na presjeku
simptomaticne stabljike krastavca.(C) In planta konfokalna mikroskopska slika stanica
bakterije E. tracheiphila (zelena boja) koje blokiraju ksilemsko provodno stanicje (crvena

boja) unutar tkiva tikvice.
Izvor: Shapiro i sur. (2018).

Temperatura od oko 28 °C najpogodnija je za umnoZavanje bakterije Erwinia
tracheiphila kako navode Shapiro i sur. (2018) u istraZivackom radu kojem su proucavali
odnos temperature i rasta kolonija in vitro i njihove virulentnosti in vivo. Na slici 3.2.2.2. je
graficki prikaz uéinka temperature na in vitro rast bakterije Erwinia tracheiphila. Pojedinaéni
grafovi pokazuju in vitro rast za 7 izolata soja Et-C1, 2 izolata soja Et-C2 i 4 izolata soja Et-
mela uzgojenih na Ccetiri razli¢ite temperature. Rast bakterija procijenjen je optickom
gustoc¢om pri valnoj duljini od 600 nm (OD600), koja se mjerila svakog sata (tijekom ukupno
40 sati) i prikazan u intervalima od 10 sati. Svaka pojedinac¢na krivulja prikazuje prosje¢ne
vrijednosti ispitivanih izolata u odgovarajuc¢em klasteru.
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Slika 3.2.2.2. Graficki prikaz korelacije temperature i rasta kolonija bakterije

Erwinia tracheiphila in vitro.
Izvor: Shapiro i sur. (2018).

3.2.3. Morfologija

Erwinia tracheiphila je gram-negativna, pokretna, fakultativno anaerobna bakterija
koja se razvija u ksilemskom stani¢ju. Spada u porodicu Enterobacteriaceae. Smith (1911),
kao i Rojas i suradici (2015) napominju u svojim istraZivanjima kako je od svih vrsta unutar
roda Erwinia, vrsta Erwinia tracheiphila posebice teSka za izolaciju iz maceriranog biljnog
tkiva. Za izolaciju patogena najcesée se koristi ljepljiva nit, odnosno eksudat koji istjece
prilikom prerezivanja vrijeze (Arsenijevi¢, 1997). Na hranjivoj podlozi s agarom formira male
kolonije, kruznog oblika, bjelkastosive boje, sjajne povrsine. Slika 3.2.3.1. prikazuje rezultate
istraZivanja gdje je dinja sorte Athena Fl zaraZena sa 10° CFU (eng. colony forming units;
stanice koje su sposobne oblikovati kolonije) bioluminiscentnih bakterija Erwinia tracheiphila
TedCul0-BL#9 a nakon toga je fotografirana pomocu IVIS lumina sistema 3. Radise 0 4, 8 i
12 dana nakon inokulacije (DPI; eng. days post inoculation). Stabljika je prije inokulacije
zarezana rezom od 1 mm pomocu sterilnog skalpela. Na vedini biljka inokuliranih na ovaj
nacin obavljena umjetna zaraza nije bila uspjesna.
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Slika 3.2.3.1. Prikaz Sirenja zaraze bakterijom nakon umjetne inokulacije biljke.

Skala duginih boja predstavlja gustocu svijetlosti (brojnost fotona po sekundi).
Izvor: Virsman i sur. (2016).

3.2.4.  Suzbijanje

Kad se ostvari zaraza biljke putem vektora, nema sredstva ili mjere koja moze
pomodi, tako da je glavni naglasak u suzbijanju bakterije na kontroli i suzbijanju vektora
(Acalymma vittatum F. i Diabrotica undecimpunctata howardi Barber). Sama prisutnost
vektora moze dosta utjecati na konacni prinos zbog njegovog hranjenja na biljci, tako da se
preporucuje suzbijanje u oba slu¢aja. U Americi se suzbija sredstvima na bazi karbarila,
bifentrina, beta-ciflutrina, gama i lambda cihalotrina. Od njih, samo sredstva na bazi gama i
lambda cihalotrina imaju dozvolu za tretiranje unutar nasada tikvenjaca u RH (trazZilica FIS,
2021). Unatoc tome, ti Stetnici jo$ nisu prisutni u naSem podrucju tako da nema informacija
0 suzbijanju sredstvima za zastitu bilja.

Redovit pregled i odrzavanje higijene u nasadu je vrlo bitan ¢imbenik jer se moze
primijetiti simptom venuca listova na slabije razvijenim mladim biljkama ukoliko dode do
rane infekcije. Ako nije uzgoj na otvorenoj povrsini ulazak vektora se moze sprijediti filterima
za zrak unutar plastenika ili staklenika.

Bundeva jako privla¢i vektore i S§titi  dinju od njihove najezde.
Na slici 3.2.4.1. prikazani su nacini borbe protiv dolaska vektora ove bakterije bez primjene
insekticida.
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Slika 3.2.4.1. Razli¢iti nacini zaStite biljaka u uzgoju od vektora bakterije Erwinia tracheiphila
bez primjene insekticida. Slika lijevo pokazuje dva reda bundeve (Cucurbita maxima L.)
zasadene oko glavne kulture, dinje. Slika desno prikazuje zastitu dinje od vektora Acalymma

vittatum Barber u niskom tunelu.
Izvor: Rojas i sur. (2015).
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3.3. Xanthomonas cucurbitae — uzrocnik bakteriozne pjegavosti lista
tikvenjaca

Xanthomonas cucurbitae je bakterija koja uzrokuje bakteriozniu pjegavost lista
tikvenjaca. Ova bakterija je prvi put opisana od strane Bryana 1926. godine u New York-na
bundevama. Tada je bila imenovana kao Xanthomonas campestris pv. cucurbitae ali joj je
naziv, na prijedlog Vauterina i sur., 1995. godine izmijenjen u Xanthomonas cucurbitae kako
se naziva i danas. U zadnjih 10 godina, po navodima Zhang i Babadoost (2018), bakteriozna
pjegavost lista tikvenjaca postala je jedna od najvaznijih bolesti koja se javlja u proizvodniji
bundeva i buéa na uzgojnim podrucjima u SAD-u, a ponajvise na podrucju lllinoisa ali i
ostalim proizvodnim podrucjima diljem svijeta. Zhang i Babadoost (2018) navode (prema
Ravanlou i Babadoost, 2015) da gubitci u prinosu bundeva zbog bakterioze mogu doseci i do
100 %. Na podrucju Georgie u SAD-u je zabiljezena zarazenost 20—25 % nasada lubenica, uz
napomenu da su su simptomi bili prisutni samo na listovima kako navode Dutta i sur. (2013).
Bakterija je izolirana u Kanadi prvi puta 2012. godine, kako navode Trueman i sur. (2014).
Bakterioza je zapaZena u Aziji, Australiji, Europi i Sjevernoj Americi na krastavcima,
bundevama, buc¢ama i lubenicama (Ravanlou i Babadoost, 2015; Dutta i sur., 2013;
Lamichhane i sur., 2010; Pruvost i sur., 2009; Pruvost i sur., 2008; Williams i Zitter 1996).
Poznato je je ovaj patogen prisutan u Europi, a zabiljezen je i na podrucju Crne Gore u 2010.
godini. Za sad nema izvjeStaja o pojavi i Sirenju ove bakterioze u RH, premda je spomenuta u
Glasilu biljne zastite 2019. godine (Plavec, 2019). UnoSenje ovog patogena i Sirenje bolesti
koje on uzrokuje u nasoj zemlji predstavlja ozbiljnu prijetnju te je za njegovo sprijeCavanje
vazna prevencija.

3.3.1. Epidemiologija

Jo$ uvijek se istrazuje biologija bakterije Xanthomonas cucurbitae i epidemiologija
same bakterioze, kako navode Zhang i Babadoost (2018). Bakterija se prenosi sjemenom
(Williams i Zitter, 1996) ali i unutar biljnih ostataka, kako navode Babadoost i Zitter (2009).
Bakterijski inokulum se prenosi i vodom (navodnjavanje, kisa), te radnim priborom.
Optimalna temperatura za razvoj bakterije je 25—30 °C i patogen se prestaje umnoZavati
nakon 35 °C. U istrazivanju Babadoost i Zitter (2009) su pokusali izolirati patogena iz tla, no
nisu uspjeli, stoga se zakljucuje da se dosadasnjim istraZzivanjima nije dokazalo odrzavanje
infektivnog inokuluma u tlu.

3.3.2. Simptomi
Prvi simptomi se mogu opaziti na kotiledonama biljaka u obliku blago ulegnutih pjega
tamnije boje. Dobro vidljivi simptomi se u vidu lezija javljaju na prvim pravim listovima

prilikom porasta temperature i vlage u fazi 4 lista kako navode Ravanlou i Babadoost (2015).
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Pocetne lezije su male (oko 1 mm promjera), vodenaste, ostrih rubova, nijansi Zute i smede
boje. Kasnije se neke od lezija povecéavaju, nekrotiziraju od unutraSnjosti prema van, s
prozirnim su centrom i imaju kloroti¢an obrub. Gustoda lezija moze biti velika stoga dolazi do
spajanja i susenja cijelog lista (Slika 3.3.2.1.). Kod otpornijih sorti na rubovima lezija se stvara
meristemizacijom pluteni kambij i nekroticno tkivo otpada. U tom slucaju listovi ostaju
rupicasti.

Zbog tog simptoma na otpornijim sortama se moZe bakterioznu pjegavost lista
ponekad zamijeniti s poligonalnom pjegavosti (uzro¢nik je Pseudomonas syringae pv.
lachrymans). Simptomi se na plodovima javljaju najkasnije, negdje tjedan dana prije berbe, u
obliku vodenastih pjega sa svjetlijim kloroti¢nim rubom, slicnim onima na listovima ali
manjih promjera (oko 1 mm) (Slika 3.3.2.2.). Sto je zreliji plod i kako time postaje vedi,
proporcionalno se javlja vise pjega koje su veéih dimenzija. Ravanlou i Babadoost (2015)
navode da moze dodéi do formiranja lezija koje dosezu duboko u meso ploda pri ¢emu moze
dodi dopucanja povrsine, Sto rezultira razvojem trulezi. U slu¢aju pogodnih uvjeta za razvoj
ove bakterioze, dodi ¢e do pojave vecih lezija na plodovima sto dovodi do masovne truleZi i
propadanja plodova, te se na mjestu pucanja kore plodova vidi bakterijski iscjedak
(Babadoost i Zitter 2009).

- WS R y AL v
Slika 3.3.2.1. Prikaz simptoma Xanthomonas cucurbitae na bundevi. (A), (B) i (C) varijacije
lezija koje se javljaju na licu lisne plojke, (D) lezije na plodu bundeve.
Izvor: Ravanlou i Babadoost (2015).
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Slika 3.3.2.2. Prikaz vodenastih pjega na zrelijem plodu bundeve. (A) povrsina ploda, (B)

detalj povrsine ploda s vodenastim pjegama i bakterijskim iscjedkom (eksudat).
Izvor: Ravanlou i Babadoost (2015).

3.3.3. Morfologija

Bakterija Xanthomonas cucurbitae je Zuta, aerobna, gram-negativna, Stapicasta
bakterija dimenzija 0,4—-0,6 x 0,5-1,3 um koja ne formira spore (William i Zitter, 1996).
Spada u porodicu Xanthomonadaceae. Na agarskoj podlozi YDC (ekstrakt kvasca, dekstroza,
CaCOs) ova bakterija formira Zute, sluzave, blago sjajne kolonije (Ravanlou i Babadoost,
2015).

3.3.4. Suzbijanje

Bakterija se prenosi sjemenom tako da je certificirano zdravo sjeme najvaznija mjera
suzbijanja za ovu bakteriju. Mjere za suzbijanje su vedinom iste kao i za uzrocnika
poligonalne pjegavosti. Znacajan utjecaj na ucestalost i jacinu Steta od ove bakterioze postize
se postivanjem plodoreda, dubokim oranjem u jesen, higijenom i odrzavanjem polja,
plastenika, staklenika, pribora, alata i strojeva. Prekomjerno navodnjavanje, vlaga ili losa
drenaZa pruzaju dobre uvjete za Sirenje bakteriozne pjegavosti lista tikvenjaca. U Hrvatskoj
nema aktivnih tvari registriranih specificno za suzbijanje ove bakterioze.
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3.4. Acidivorax citrulli — uzrocnik bakteriozne mrljavosti ploda tikvenjaca

Acidovorax citrulli je bakterija koja uzrokuje bakterioznu mrljavost ploda lubenice ali i
ostalih biljaka unutar porodice tikvenjaca. Bolest je prvi put zabiljeZzena na lubenici 1965.
godine na povrsini poljoprivredne stanice za introdukciju biljaka USDA na podrucju Georgie u
SAD-u (Goth i Webb, 1965). Schaad i suradnici navode (2003) da su se trinaest godina kasnije
pojavili isti simptomi bolesti, iz istog izvora sjemena, te je uzroénik imenovan kao
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli (Schaad i sur., 1978). Simptomi su se javljali
samo na klijancima i pretpostavlja se da je to bilo zbog nepovoljnih vremenskih uvjeta.
Prvom pravom pojavom simptoma na plodovima lubenice se smatra 1969. godina u Floridi,
kako navode Crall i Schrenck (1969). Oni su uspjeli povezati okolnosti i pretpostaviti da se
radi o istom uzrocniku bolesti kako navode Latin i Hopkins (1995). Osamdesetih godina nije
doslo do znatnih nalaza ove bakterioze ali je 1978. godine u Australiji objavljen izvjestaj gdje
je prvi put upotrijebljen opis ,bakteriozna mrljavost”, dok je za uzroc¢nika naveden rod
Pseudomonas (Latin i Hopkins, 1995). Nije proslo dugo kad se ova bolest pocela Siriti po SAD-
u. Prvo se pojavila na Floridi 1987. godine gdje je zabiljeZen katastrofalan gubitak usjeva
lubenice (Wall i Santos, 1998, prema Somodi i sur. 1991), a 1988. godine i na Guamu i
Tinianu (otocima u SAD). Tada se bolest opisivala prljavo tamnim lezijama koje su se javljale
na plodovima lubenice (Somodi i sur., 1991). Nakon toga se bakterioza javila u Indiani,
Oklahomi, Teksasu (Latin i Rane, 1990, preme Jacobs i sur., 1992, Black i sur., 1994), a
zadnjih desetak godina je nalaZena diljem svijeta, kako navode Burdman i Walcott (2012). Iz
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli je bakterija preimenovana u Pseudomonas
avenae subsp. citrulli jer su Hu i sur. (1991) uocili slicnost izmedu te vrste i Pseudomonas
avenae. U Acidovorax avenae subsp. citrulli je preimenovana 1992. godine od strane Willems
i sur. jer je po njihovim istrazivanjima ova vrsta fenotipski najblize rodu Acidovorax. Na
posljetku, 2008. godine je patogen nazvan Acidovorax citrulli (Shaad i sur., 2008). Patogen je
izoliran iz lubenice gdje uzrokuje najvece Stete ali se javlja i na dinji, tikvici, krastavcu, pa ¢ak
i na rajcici i patlidzanu (Burdman i Walcott, 2012). Patogen je na EPPO listi A1 karantenskih
Stetocinja, te je poznato da je prisutan i u Europi. Godine 2014., na ljeto, je utvrdena na
podrucju Srijema u Srbiji (Zlatkovi¢ i sur. 2019, prema Obradovi¢ i sur. 2014, Popovic i
Zivanovi¢ 2014). U sjevernoj Makedoniji je bakterija nadena na usjevu lubenica 2019. godine,
te je prouzrocila Stete do 90 % smanjenog prinosa na 5 ha, kako navode Mitrev i Arsov
(2019). U Hrvatskoj nema provedenih istrazivanja izolacije ovog patogena, niti ima
registriranih sredstva za zastitu (FIS, 2021).
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3.4.1. Epidemiologija

Nacin prijenosa, odnosno epidemiologija Acidivorax citrulli joS nije poznata.
Pretpostavlja se mogucnost prezimljenja patogena u zarazenim biljnim ostatcima unutar tla i
unutar alternativne biljke domadina. Sjeme predstavlja najvazniji izvor primarnog inokuluma,
prema tome se u sjemenu odrZzava i njime se prenosi kako navode Rane i Latin (1992). Posto
je za vrijeme ostvarivanja zaraze zapaZzeno prodiranje bakterije do plodnice cvijeta
pretpostavlja se da na taj nacin patogen kontaminira sjeme (Lessl i sur., 2007). U nekim
istrazivanjima se navodi kako pcele mogu pridonijeti u prijenosu ove bakterije u fazi
oprasivanja zbog prodora patogena unutar Zenskog cvijeta u fazi cvatnje (Fessehaie i sur.,
2005). Poznato je da je za Sirenje ove bakterioze, kao i kod mnogih drugih fitopatogenih
bakterija, pogodna visoka temperatura i vlaznost zraka, posebice gusti sklop i prekomjerno
navodnjavanje. Ukoliko se ne reguliraju ti parametri moze doci i do 100 % zaraze biljaka,
posebice ako se radi o zatvorenom prostoru rasadnika (Rane i Latin, 1992).

Postoji moguénost sekundarne latentne zaraze na biljkama na kojima je ve¢ prisutan
uzrocnik ali u uvjetima koji jo$ nisu povoljni za razvoj bakterijske populacije. Simptomi na
sjiemenu ili latentno zarazenim biljkama nisu vidljivi i to dodatno otezava prevenciju
prenosenja inokuluma.

3.4.2. Simptomi

Prvi simptomi su vidljivi ve¢ 5—8 tjedana nakon sadnje na kotiledonima, uz nervaturu,
u obliku vodenastih pjega nepravilnih oblika (Slika 3.4.2.1.). Ve¢ nakon par dana tkivo unutar
pjega nekrotizira i tamni. Ako infekcija zahvati hipokotil, do¢i ée do odumiranja biljke ve¢ u
ranim fazama rasta. Na listovima se mogu uoditi sitnije pjege nepravilnog oblika tamne boje.
Isto tako sitne tamne pjege se javljaju na vrijezama koje vremenom nekrotiziraju, pucaju, te
se javljaju uzduZne rane. Na mjestu formiranja rane moZe se pojaviti bakterijski eksudat
(OEPP/EPPO, 2016).

Veliki problemi nastaju kod karakteristicnih simptoma koji se javljaju na zrelim
plodovima lubenice i dinje. To su vodenaste, maslinastozelene sitnije pjege koje se javljaju na
gornjoj strani ploda. Vremenom pjege rastu i razvojem poprimaju sve nepravilniji oblik (Slika
3.4.2.2.). Mogu prekriti cijeli gornji dio ploda ve¢ prije fizioloske zrelosti (OEPP/EPPO, 2016;
Slika 3.4.2.3.). Pjege poprimaju tamniju boju, nekrotirizaju i pucaju. Kroz nastale lezije u plod
mogu prodrijeti i drugi patogenih te moZe doéi do sekundarnih infekcija, a uz dodatno
djelovanje saprofita na kraju dolazi do trulezZi plodova. Inficirani plodovi potpuno gube na
vrijednosti i nisu viSe upotrebljivi, kako navode Obradovié i sur. (2014).
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Slika 3.4.2.1. Prikaz vodenastih pjega na nali¢ju kotiledona u ranom stadiju zaraze

bakterijom Acidovorax citrulli.
Izvor: N. Zlatkovi¢ (2019).

Slika 3.4.2.2. Vodenaste pjege nepravilnog oblika kao posljedica zaraze

bakterijom Acidovorax citrulli.
Izvor: EPPO Global Database
https://gd.eppo.int/taxon/PSDMAC/photos — pristup 7.7.2021
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Slika 3.4.2.3. Simptomi mrljavosti ploda tikvenjaca uzrokovanoj bakterijom

Acidovorax citrulli na plodu lubenice.
Izvor: N. Zlatkovi¢ (2019).

3.4.3. Morfologija

Acidovorax citrulli je gram-negativna aerobna bakterija, ravnog ili blago zakrivljenog
Stapicastog oblika dimenzija 0,5 x 1,7 um, sa jednom dugom polarnom flagelom (Burdman i
Walcott, 2012). Na King B podlozi kolonije su okruglaste, glatke, transparentne i bez
pigmenta. Optimalne temperature za rast in vitro su 27-30 °C. Spada u porodicu
Comamonadaceae.

3.4.4. Suzbijanje

Neke sorte lubenice su pokazale vecu otpornost na patogena nego druge i to se
podudara s bojom kore lubenice. Lubenice s tamnijom bojom kore su otpornije nego
svijetlije i prugaste kako navode Webb i Goth (1965).

Kako postoje otpornije sorte lubenice tako postoji razlika izmedu sojeva ovog
patogena, odnosno razlike reakcije koje izazivaju kod biljke domadina. Walcott i suradnici
(2000) su utvrdili pomocu gel elektroforeze DNA, analize masnih kiselina (GC-FAME) i PCR-a
da se sojevi ove vrste mogu razdvojiti na barem dvije razliCite geneticke skupine. Sojevi koji
spadaju u prvu skupinu su izolirani iz raznih domadina, a sojevi druge grupe su uglavhom
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izolirani iz lubenice i oni su znatno agresivniji. Geni hrp koji kontroliraju komponente sistema
sekrecije tip Il (T3SS) imaju klju¢nu ulogu u pogledu patogenosti vecine fitopatogenih
bakterija kao i A. citrulli (Bahr i Burdman, 2010).

Primarni izvor inokuluma je sjeme putem kojeg dolazi do uzgojnih povrsina, stoga su
zasStitne mjere i sprjeCavanje Sirenja bakterioze dosta zahtjevne (Hopkins i Latin, 1995, prema
Rane i Latin, 1992). Detaljne epidemioloSke karakteristike jo$ uvijek nisu poznate stoga
suzbijanju treba pristupiti oprezno.

Na prvom mjestu bi trebala biti primjena zdravog, certificiranog sjemena, plodored,
izbjegavati prekomjerno navodnjavanje, provoditi higijenske mjere u rasadniku, pogotovo
ako se radi o plasteniku ili stakleniku. U higijenske mjere na otvorenom podrazumijeva se i
zaoravanje biljnih ostataka u jesen te izbjegavanje gustog sklopa jer u slucaju vece vlage ili
pak jacih kiSa moZe doci do ucestalih zaraza. Najvaznije je ipak imati kontrolirane uvjete,
reagirati na mogucnosti izvora infektivnog inokuluma i pokusati sprijeciti abiotski stres biljke.
Ako ipak dode do pojave znakova zaraze na biljci, zaraZenu biljku je poZeljno odmah ukloniti.
Ako primijetimo da je zahvaden cijeli usjev, otvorena je opcija uniStavanja biljaka
spaljivanjem. Sjeme se moZe tretirati otopinama HCl (1 %) ili CaOCI2 (1 %) uz izlaganje
agensima u vremenu od 15 minuta (Hopkins i sur., 1996). Tretmani sjemena ukljucuju i
termoterapiju, NaOCI, fermentaciju, HCl i peroksioctenu kiselinu koji znatno smanjuju
uspjesnost prijenosa patogena, ali mogu negativno utjecati na fiziologiju sjemena (Fatmi i
sur., 2005).

Postoje nepatogeni sojevi A. citrulli koji imaju potencijal za biolosko suzbijanje kako bi
se kontrolirali patogeni sojeva iste vrste (Johnson i sur., 2011). Nadena su dva soja
rizobakterija koje imaju posebno inhibitorno djelovanje prema patogenu (Adhikari i sur.,
2017). Radi se o relativho novim istrazivanjima koja se mogu uzeti u obzir u budué¢im
pokusajima zaustavljanja prijenosa ove ekonomski vrlo Stetne fitopatogene bakterije.
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3.5. Serratia marcescens — uzrocnik zuéenja vrijeza

Serratia marcescens je bakterija koja uzrokuje Zuéenje vrijeza (eng. Cucurbit yellow
vine disease, CYVD). Biljke koje su domadini ovoj bakteriji su uglavhom iz porodice
Cucurbitaceae ali najéesce se javlja na buci i bundevi, a razlog tome je ishrana vektora bas na
tim kulturama. Prvi put je ova bakterioza zapaZena 1988. godine na uzgojnim povrSinama
lubenice unutar SAD-a, u Oklahomi i Texasu, kako navode Zlatkovi¢ i sur. (2019). Trenutno
nije poznato da je bakterija prisutna na nasem podrucju ali kako postoji moguénost
introdukcije vektora, treba uvijek biti na oprezu. Osim Sto je razlog tome ¢injenica da ona
moze uzrokovati gubitke ukupnog prinosa i do 100 %, te time predstavlja veliku opasnost za
uzgoj tikvenjaca na podrucju SAD-a (Bruton i sur., 2003) i drugdje, potrebno je imati u vidu
da je ova vrsta oportunisticki patogen ljudi (Cooney i sur., 2014). Isti izvor navodi kako je ova
vrsta bakterije uzrokovala razliCite vrste cistitisa, atritis, zarazu oka i respiratornog trakta,
meningitis, endokarditis te zaraze postoje¢ih rana. lzmedu ostalih sojeva ove bakterije,
izolirani su i pojedini koji imaju potencijal u bioloSkom suzbijanju drugih fitopatogenih
mikroorganizama (Cooney i sur., 2014).

3.5.1. Epidemiologija

Serratia marcescens se prenosi putem vektora Anasa tristis, to je stjenica iz porodice
Coreidae. Bakterija prezimi u tijelu vektora te se na proljece prilikom njegovog hranjenja
(sisanje) prenosi na biljku domacina (Wayadande i sur., 2009). Od akvizicije do inokulacije
treba proc¢i samo jedan do dva dana (Bextine, 2001, preme Wayadande i sur., 2009). Vektor
ga prenosi do floemskog stanicja odakle se dalje prenosi unutar biljke.

3.5.2. Simptomi

Simptomi bakterioze se javljaju 2—3 tjedna prije fizioloSke zrelosti plodova, kako
navode Zlatkovi¢ i sur. (2019). Listovi Zute, prestaju rasti, floemsko stani¢je smedi. Moze doci
do naglog venuda vrijeza bez popratnih simptoma (Zlatkovi¢ i sur., 2019). Zbog oteZane
dijagnostike ovog patogena, cfesto se greSkom zamjenjuje s bakterioznim venuéem
krastavaca, ili pak sa fuzariozom, kako navode Seebold i Bessin (2011). Isto tako mozZe dodi
do sekundarnih infekcija preko zarazenih vrijeza ili listova koje dodatno otezavaju stanje
biljke. Slika 3.5.3.1. prikazuje simptome uzrokovane ovom bakterijom.

3.5.3.  Morfologija

Serratia marcescens je Stapifasta, gram-negativna, anaerobna bakterija koja se
razvija u flomskom stanicju. Patovari te vrste inficiraju ljude, mogu prebivati u tlu, patogeni
su kukaca, endofiti biljaka, te patogeni biljaka koji napadaju floem. Kako to da vektor Anasa
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tristis moze prezivjeti uz prisustvo ove bakterije jedno je od pitanja na koje se jo$ ne zna
odgovor. Na hranjivoj podlozi s agarom formira okruglaste, glatke sjajne kolonije s
ruzicastocrvenim pigmentom. Spada u porodicu u Enterobacteriaceae (Besler i Little, 2016).

Slika 3.5.3.1. Simptomi zaraze biljaka nakon umjetne zaraze bakterijom Serratia marcescens.
Kloroza na listu duhana (a). Na istom listu buce razvile su se kloroti¢ne pjege 5 dana nakon
inokulacije (b) i nekroti¢ne pjege 10 dana nakon inokulacije (c).

Promjene boje listova s nekrozama (d i e).

Izvor: Ebrahim Osdaghi, Serratia marcescens associated with squash leaf chlorosis and necrotic spots in Iran -
Scientific Figure on ResearchGate
https://www.researchgate.net/figure/Hypersensitive-response-in-tobacco-plants-a-and-symptoms-on-squash-
plants-b-e-induced figl 321489847 — pristup 28.7.2021.

3.5.4.  Suzbijanje

Suzbijanje se provodi uglavnom suzbijanjem vektora. U vrijeme oprasivanja se
grijanjem povrsine biljaka moZze sprijeciti mehanicki prijenos bakterije s vektora. Alternativa
je primjena insekticida folijarno, prije njihove pojave ili sistemici neposredno pred pojavu.
Li¢éinke su osjetljivije nego odrasli kukci, tako da bi se insekticidi, radi Sto bolje u¢inkovitosti,
trebali primjenjivati u toéno propisano vrijeme. Postoji moguénost postavljanja mreza oko
usjeva, u smislu barijera, kako bi se vektorima onemogucio pristup. Uz navedeno, uklanjanje
zarazenih biljnih ostataka i plodored bi trebale biti obavezne mjere suzbijanja.

26


https://www.researchgate.net/figure/Hypersensitive-response-in-tobacco-plants-a-and-symptoms-on-squash-plants-b-e-induced_fig1_321489847
https://www.researchgate.net/figure/Hypersensitive-response-in-tobacco-plants-a-and-symptoms-on-squash-plants-b-e-induced_fig1_321489847

3.6. Pseudomonas syringae pv. syringae — uzrocnik pjegavosti i venuca
zeljastih biljaka

Pseudomonas syringae pv. syringae je bakterija koja uzrokuje pjegavost i venuée
zeljastih biljaka, te pojavu rana i bakterioznog odumiranja voéaka. Prvi put je zabiljezena
1902. godine u Nizozemskoj, prilikom izolacije iz Syringa vulgaris L. (obi¢ni jorgovan), po
kojem je ova vrsta dobila ime. Siroki je spektar domadina karakteristican za ovu vrstu, te
postoji preko 50 njenih patovara (Rudolph i sur., 1997). Bakterija je prisutna diljem svijeta, a
isto tako je vrlo zastupljena u Europi i drzavama oko Hrvatske (Slika 3.6.1.). U Srbiji je
zabiljezena 2014. godine kao uzrocnik lisne pjegavosti uljane tikve odnosno buce (Balaz i
sur., 2014). Postoji mogucnost da je veé ima na uzgojnim povrSinama Hrvatske ali jo$ nije
evidentirana. Ova vrsta je izraziti polifag, a opasnost za tikvenjace jer izrazita jer su joj one
ucestali domacini.

Slika 3.6.1. Areal bakterije Pseudomonas syringae pv. syringae u srediSnjoj i istocnoj Europi.

Izvor: Izvor: CABI/EPPO, 2021. Pseudomonas syringae pv. syringae
https://www.cabi.org/isc/datasheet/45014#toDistributionMaps — pristup 3.7.2021.

3.6.1. Epidemiologija

Kod zeljastih biljaka patogen se prenosi sjemenom ili zarazenim biljnim ostacima. Do
infekcije dolazi i tijekom vegetacije ukoliko je jedna od obliznjih biljaka zahvacena
bakteriozom. Epidemiologija ove vrste jo$ nije istrazena do kraja i to predstavlja dodatni
problem u proizvodniji.

U istrazivanjima koje traje ve¢ 13 godina, analizom sojeva Psoudomonas syringae
izoliranih iz razlicitih okruzenja i stanista, utvrdeno je da je ova vrsta filogenetski kompleks
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na temelju divergencije genomskih sekvenci podijeljen na 13 filogrupa (Berge i sur. 2014,
prema Newberry i sur., 2018). Navodi se kako grupe 1 do 8 ukljuCuju sve prepoznatljive
patovare i patotipske sojeve, a preostale grupe ukljuuju ostale sojeve koji su porijeklom iz
prirodnog okruZenja.

3.6.2.  Simptomi

Simptomi se na tikvenja¢ama prvo javljaju na kotiledonima (ve¢ 3 dana nakon
inokulacije) i to u obliku vodenastih pjega (Newberry i sur., 2018). U pocetku su to pjege
isprane zelene boje (Slika 3.6.2.1.), kasnije postaju kruzne nekroti¢ne lezije koje se Sire po
pravim listovima. Rubovi nekroza se odvajaju i otpadaju. Na lubenici su lezije sivkaste do
crne, s kloroti¢nim prstenom, dok su kod buca pjege ve¢inom Zute boje.

Slika 3.6.2.1. Poligonalne svijetlozelene pjege na listovima krastavca zarazenim

bakterijom Pseudomonas syringae pv. syringae.
Izvor: N. Zlatkovié (2019).
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3.6.3. Morfologija

Pseudomonas syringae pv. syringae je gram-negativna, aerobna, Stapié¢asta bakterija
koja ne formira spore. Svi sojevi proizvode fluorescentni pigment i enzim katalazu. Kolonije
bakterije su kruzne, bijele boje, konveksne i sluzave na saharoznoj podlozi s agarom (5 %
saharoze), kako navode Balaz i sur. (2014). Bakterija za rast i razvoj preferira vlaZnije uvjete s
temperaturama od 25-28 °C.

3.6.4. Suzbijanje

Posto se bakterija prenosi sjemenom, zdravo, certificirano sjeme je obavezno. Ako
takvo sjeme nije moguce nabaviti potrebno je obaviti dezinfekciju sjemena vru¢éom vodom,
premda taj postupak moZe smanijiti brojnost, ali ne i potpuno eliminirati patogena (Sharma i
sur., 2016). Kao i za vedinu bakterija, unistavanje biljnih ostataka, plodored i odrzavanje
higijene su vrlo znafajne mjere sprje¢avanja nastanka velikih Steta uzrokovanih ovom
bakterijom. Takoder, za suzbijanje ove vrste bakterija, djelotvorne su iste mjere zastite kao i
one ranije navedene kod opisa bakterije Pseudomonas syringae pv. lachrymans (poglavlje
3.1.4)
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3.7. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum — uzrocnik vlazne
trulezi

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum je bakterija koja uzrokuje vlaznu
trulez, a najéesce je to na korjenastim biljkama. Pectobacterium je prethodno klasificiran u
rod Erwinia, koji je bio podijeljen u nekoliko vrsta i podvrsta. Podjela se temelji na
molekularnoj i biokemijskoj analizi, te razlici u rasponu domacina, kako navode Dana i sur.
(2015). Nekoliko vrsta iz roda Erwinia su prekvalificirane u rodove Erwinia, Brenneria,
Pectobacterium, Dickeya i Pantoea (Waleron i sur., 2002, prema Samson i sur. 2005). Jones
je bakteriju otkrio 1901. godine na mrkvi, kako navodi Arsenijevi¢ (1997). Do danas, ona je
prisutna diljem svijeta. Radi se o polifagnoj vrsti s velikim brojem domadina. Cesto se nalazi
na krumpiru, luku, mrkvi, salati, a biljke domacini mogu biti i tikvenjace. Ne rijetko se javlja
na lubenici, dinji i krastavcu (Dana i sur., 2015). U Spanjolskoj je patogen naden na
opijumskom maku (Papaver somniferum L.), kako navode Aranda i sur. (2008)., te se kasnije
proSirio po Europi. Nisu nadeni podaci da je ova vrsta u Hrvatskoj detektirana na
tikvenjacama, ali je poznata kao jedan od uzrocnika vlazne trulezi krumpira (crna noga
krumpira) i drugih domacina, te je 2019. g. izolirana iz luka (lvi¢ i sur., 2020). Trenutno ne
predstavlja veliku opasnost za uzgoj tikvenjaca ali bi prisutnost te bakterije u bliskoj
buduénosti mogla stvarati probleme zbog ¢imbenika pogodnih za njen opstanak i uspjesno
prenosenje, kao sto je to slucaj kod luka.

3.7.1. Epidemiologija

Bakterija se prenosi sjemenom, ali jednako tako ulazi u biljku kroz razna osStecenja.
Stete na biljci su prouzrokovane uglavnom ishranom kukca, abiotskim ¢imbenicima (najéesce
su to klimatski uvjeti, npr. tuca), osStecenja prouzrokovana orudem ili strojevima itd. Prijenos
dodatno pospjesuje voda (navodnjavanje ili kisa), vjetar te muhe koje privlaci miris truljenja,
kako navodi Arsenijevi¢ (1997). Patogen se uglavnom lokalizira u vodenastim dijelovima
biljaka, a to su u prvom redu plodovi i korijen. Stoga se ¢esto razvoj bakterijske populacije u
biljci moZe nastaviti u skladiStima i tamo dodatno uvecati Stete.

3.7.2.  Simptomi

Simptomi bakterioze se uglavnom zapaZaju na plodovima ili na vodenastim dijelovima
biljke ali se mogu javiti i na listovima i stabljici (Slika 3.7.2.1.). Prvi simptomi su vodenaste
pjege koje su u pocetku sitnije, a vremenom se Sire. Kako se Sire, u sredini pjege dolazi do
sve uocljivije razgradnje tkiva zbog djelovanja pektolitickih enzima koji razgraduju sredisnju
lamelu unutar biljnih tkiva. Nakon toga stanice pucaju, tkivo meksa i truli. Simptom je
prepoznatljiv i podsjeé¢a na vlaznu trulez (eng. soft rot) po ¢emu je bakterioza dobila ime
(Arsenijevi¢, 1997). Na kraju cijeli zahvaéeni dio tkiva truli, ovisno o kojem dijelu biljke se
radi, biljka ugiba, a ako se radi o plodu on potpuno gubi uporabnu vrijednost.
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Slika 3.7.2.1. Simptomi bakteriozne trulezZi na plodovima, listu i stabljici krastavca.
Izvor: Plant Disease 101:279-287 (2017).
https://apsjournals.apsnet.org/doi/pdf/10.1094/PDIS-05-16-0763-RE — pristup 28.7.2021.

3.7.3. Morfologija

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum je gram-negativna, fakultativno
anaerobna, Stapicasta bakterija, dimenzija 0,5-1,0 x 1,0-3,0 um, koja ne formira spore.
Flagele su peritriho razmjestene. Erwinia carotovora luci brojne enzime koji razgraduju biljne
stani¢ne stijenke, poput pektolitickih enzima (koji razgraduju pektin), celulaze (koja
razgraduje celulozu), hemicelulaze, proteinaze i sl. Kao mezofilna bakterija, Erwinia
carotovora najbolje uspijeva u temperaturnom rasponu izmedu 27 i 30 °C i preferira vlaznije
uvjete, ali je dosta osjetljiva na povisene temperature (Czajkowski i sur, 2015). In vitro na
agarnoj hranjivoj podlozi stvara kruzne, bjelkastosive kolonije, hrapavije povrSine. Na podlozi
King B nije fluorescentna.

3.7.4.  Suzbijanje

Na pocetku, kao najznacajniju mjeru suzbijanja prijenosa bakterije Erwinia carotovora
treba navesti upotrebu zdravog sadnog materijala tj. certificirano zdravo sjeme u slucaju
sjetve. Ako se pojave simptomi treba zarazenu biljku Sto prije ukloniti s uzgojne povrsine.
Zastita biljka od ozljeda, te oprezno upravljanje strojevima i orudem takoder imaju znatan
utjecaj u sprjecavanju prijenosa bakterije. Potrebno je zastititi biljke od stresa uzrokovanog
klimatskim c¢imbenicima te izbjegavati prekomjerno navodnjavanje (Arsenijevi¢, 1997).
Posebice treba paziti na korektno skladistenje. Dobra prohodnost zraka, te Sto niza
temperatura zraka koja ne utjece na kvalitetu uskladiStenog proizvoda dobra su strategija u
sprjecavanju razvoja Steta u skladistima. Prilikom uskladistavanja potrebno je paziti na vlagu i
stanje ploda koji se unosi u skladiste.
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4. Dijagnostika bakterioza tikvenjaca

Da bi se dijagnosticiralo bakteriozu, potrebno je u uzorcima biljnog tkiva identificirati
uzrocnika bolesti. Uzorak je dio biljke koji sadrzi vidljive simptome bakterioze te se na njemu
provodi analiza (Klement i sur., 1990; prema Dermi¢, 2007). Oni se mogu razlikovati ovisno o
kojoj bakteriji je rije, a mnogi se od njih pojavljuju u razli¢itim bolestima. Kod vecine
latentnih bakterioza, u uzorku je mogude detektirati fitopatogenu bakteriju, premda se radi
o asimptomatskom biljnom tkivu. Uzorak bi trebao biti Sto svjeziji, ali ukoliko uzorak nece ici
odmah na dijagnosti¢ku analizu, potrebno ga je uvati u hladnjaku.

Nakon toga se najceS¢e vrSe izolacija i uzgoj bakterija iz biljnog tkiva, a zatim i
prociS¢avanje prociscenih bakterijskih izolata. Za izolaciju i uzgoj nam je potreban hranjivi
bakterioloski agar. Uglavnom se za izolaciju bakterija koriste podloge NA (engl. nutrient agar)
i King B (prema Klement i sur., 1990). Hranjiva kruta podloga NA se koristi za izolaciju vecine
fitopatogenih bakterija, dok se poluselektivha podloga King B koristi kod odredenih vrsta
(rod Pseudomonas), gdje izolati razvijaju drugacija morfoloska obiljeZja u odnosu na ona na
podlozi NA (Schaad, 1988). Hranjive podloge se skuhaju, autoklaviraju i izliju u Petrijevu
zdjelicu, najceS¢e promjera 10cm, a potom stavljaju u kabinet za rad u sterilnim uvjetima
(laminar) na susenje. Dijelove uzorka simptomati¢nog tkiva koji su odabrani za analizu, prije
maceracije u puferu ili sterilnoj destiliranoj vodi, treba povrSinski sterilizirati kratkim
uranjanjem u 3 %-tnu vodenu otopinu natrijevog hipoklorita (varikina). Nakon toga se to
bilino tkivo uroni u malu kolic¢inu sterilne destilirane vode ili pufera za ekstrakciju gdje se
nareze sterilnim skalpelom te usitni tj. macerira pomoc¢u metalnih igala i pinceta. Petrijeva
zdjelica s maceriranim biljnim tkivom se protresa na termomikseru nekoliko minuta kako bi
iz macerata izaslo Sto vise eventualno prisutnih bakterija. Na taj nacin dobiva se suspenzija
bakterija kojom se u sljedecem koraku obavlja nacjepljivanje prethodno pripremljenih i
osusenih hranjivih podloga u Petrijevim zdjelicama (NA i King B). Nacjepljivanje suspenzija se
obavlja pomoc¢u mikropipete sa sterilnim nastavcima i staklenog Stapié¢a kojim se suspenzije
ravnomjerno rasporeduju po cijeloj povrsini hranjivog agara. Petrijevke se stavljaju u
termostatirani inkubator na inkubaciju u trajanju od 48 h pri 28 °C koja je optimalna za
vecinu fitopatogenih bakterija (Permié, 2007). Nakon toga se na plo¢ama uocavaju narasle
okruglaste kolonije bakterija.

Odabiru se morfoloski razli¢ite kolonije (one koje se medusobno ne dodiruju) te se
bakterije iz njih izoliraju i procis¢uju subkultivaciama na svjezim hranjivim podlogama. Iz
svake odabrane kolonije se bakterioloskom iglom uzimaju uzorci i standardnom metodom
razmaza ezom stavljaju po povrsini agara NA i King B u zasebnim Petrijevim zdjelicama. Svrha
toga je dobivanje C¢istih kultura, odnosno bakterijskih izolata, klonova. Obavezno je
spaljivanje eze iza svakog pojedinog postupka kako bi se bakterije razrijedivale prilikom
razmaza. Razmaz ezom se vrsi uz rotaciju zdjelice da bi se na pojedinim dijelovima (u zoni
kasnijih razmaza) dobile povrSine s manjim brojem nacijepljenih bakterija. Nakon ovog
postupka se zdjelice inkubiraju u termostatu na 48 h pri 28 °C. S Cistim bakterijskim izolatima
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vrSe se svi sljededi dijagnosticki postupci, kako laboratorijski, tako i provjere patogenosti
izoliranih bakterija.

Odredivanje Gram-reakcije izolata se provodi nakon uzgoja Cistih kultura. Za sve
izolate se odreduje reakcija po Grammu pomoc¢u KOH-testa (prema Klement i sur., 1990). Na
predmetno stakalce se sterilnom ¢ackalicom nanesu uzorci bakterija uzgajanih na hranjivoj
podlozi i potom suspendiraju, laganim kruznim pokretima pomocu cackalice, u 3 %-tnoj
vodenoj otopini KOH. Ako pri tom nastaje nit koja je viskozna i rasteze se od bakterijske
suspenzije do vrha podignute c¢ackalice, radi se o Gram-negativnoj bakteriji. Ako nit nije
prisutna radi se o Gram-pozitivnoj reakciji.

Kako bi se identificiralo patogena, koriste se seroloski testovi, genomski molekularni
testovi i testiranje patogenosti. Od seroloskih testova se najceS¢e koristi ELISA-test i test
imunofluorescencije (IF-test). Od genomskih molekularnih testova najes¢e se provode
konvencionalni PCR Real-time PCR. Vise specificnih molekularnih i biokemijskih metoda se
razvilo za identifikaciju pektolitickih enterobakterija, kakve si i mnogi bakterijski patogeni
tikvenjaca, obzirom da se one cesto nalaze u vodom i bakterijskom sluzi bogatim biljnim
organima, te je njihova izolacija i analiza oteZana (Schaad, 1988; prema Catara i sur, 2021.).

ELISA-test (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je imunoenzimski test koji se
provodi na ¢rvstim nosac¢ima, a pomocu kojega se potvrduje prisutnost odredenog patogena
(bakterija, virus itd,) te se dobiva podatak o njegovoj obilnosti u pripravku (koncentracija u
odnosu na kontrolni uzorak). Rezultat testa je reakcija promjene boje reakcijske smjese
unutar polistirenske mikrotitarske plo¢e, a ta je promjena posljedica imunoloSkog
prepoznavanja i vezanja patogena sa specificnim protutijelima, te vizualizacija njihovog
kompleksa enzimom kataliziranom kemijskom reakcijom (ubrzana razgradnja ponudenih
supstratnin  molekula). Jadina promjene boje reakcijske smjese oclitava se
spektrofotometrijski, te se u usporedbi s kontrolom oditani rezultat moze kvantificirati, tj.
moze se odrediti koncentracija prisutnih patogena u analiziranom biljnom tkivu (poznate
mase). Ovisno o tipu tkiva uzorka, oni trebaju biti posebno pripremljeni prije provodenja ove
metode.

Test imunofluorescencije (IF-test) je seroloski test kojim se, pomodéu vezanja
primarnih protutijela i sekundarnih protutijela (obiljezenih fluorescentnim bojilom), mogu
vizualizirati ciljane bakterije u uzorku. Uzorak se priprema na specijalnom predmetnom
stakalcu, te se mikroskopira pomoéu mikroskopa koji sadrzi dodatni modul za fluorescenciju.
IF-test je preciznija tehnika od ELISA-testa jer iskljuCuje lazne pozitivne rezultate, obziorm da
se u IF-u moze vidjeti oblik i odrediti veli¢ina stanice bakterija.

Lancana reakcija polimeraze (PCR, engl. Polymerase chain reaction) te lancana
reakcija polimeraze u realnom vremenu (engl. Real-time PCR) su molekularne tehnike koje se
bave genomima patogena. lako je tehnika PCR u realnom vremenu nesto novijeg nastanka
od konvencionalnog PCR-a, ona je naprednija jedino u smislu kontinuiranog pradéenja
aktivnosti enzima DNA polimeraze. U toj se tehnici u zatvorenoj reakcijskoj tubi se u svakom
pojedinom ciklusu umnozZavanja trazenog produkta detektira nastala fluorescencija kojom se
indirektno kvantificira produkt amplifikacije DNA. To je razlog $to kod Real time PCR-a nema

33



potrebe za post-PCR tehnikama (npr. elektroforeza produkata), ve¢ se pomocu racunalno t;j.
kontrolnim programom dobivaju vrlo precizni rezultat prikaza brojnosti umnozenih ciljanih
fragmenata DNA, Sto dozvoljava procjenu brojnosti patogena u pocetnom analiziranom
uzorku (Permi¢, 2007). Osnovna reakcija je jednaka PCR metodi i zasniva se na umnazanju
kratkog dijela sekvence genomske DNA patogena u veliki broj identi¢nih kopija. Preduvjet za
to je poznavanje slijeda nukleotida DNA odsjecka koji se Zeli umnoZiti, a koji postoji iskljucivo
u trazenoj vrsti patoegna, te temeljem toga odabrati odgovarajuci par oligonukleotidnih
pocetnica s kojih DNA polimeraza zapocinje umnoZavanje DNA. Reakcija PCR se moze
podijeliti na tri faze: eksponencijalnu, linearnu i fazu platoa. U eksponencijalnoj fazi koja je
ujedno i pocetna, koli¢ina umnoZavanih produkata eksponencijalno se povecava s obzirom
da reagensi tada nisu ograniceni. U linearnoj fazi je linearni porast koli¢ine umnaZanih
produkata jer su tada reagensi za umnoZavanje DNA ograni¢eni. U jednom trenutku ce se
neki reagensi potpuno iscrpiti i koli¢ina produkta umnoZavanja ¢e ostati stalna. To je faza
platoa u PCR-u. Real-time PCR nam omogucuje konstantno pra¢enje umnozavanja produkata
tokom cijele reakcije umnoZavanja.

Testiranje patogenosti bakterijskih izolata je jo$ uvijek nezaobilazan nacin kojim se
potvrduje da je izolirani i identificirani bakterijski patogen uzro¢nik bolesti tj. simptoma koji
su se razvili u prirodnoj zarazi u polju (prema Catara i sur., 2021). Za njegovu provedbu
ponekad je potrebno duze vremena, a moze trajati i do nekoliko godina za pojedine bakterije
tj. za pojedine njihove domadine. To, ipak, nije slucaj kod testiranja patogenosti
fitopatogenih bakterija koje zaraZavaju tikvenjace. Testiranje se provodi na biljkama
uzgajanim u teglama i to na onim vrstama i sortama bilja kakoje su najosjetljivije. Ishod
biotesta je uvijek neizvjestan jer je potrebno inokulacije izvoditi u, za zarazu, optimalnim
uvjetima tako da nisu rijetka neuspjesna istrazivanja patogenosti i potrebno ih je ponavljati.
Supstrat u teglama prilikom inokulacije treba biti suh jer treba pogodovati transpiraciji
biljaka. Biljke koje aktivno rastu treba odrzavati u stakleniku ili komori za rast na 25 do 28 °C,
te ih odrzavati zasticenima od sekundarnih infekcija ili napada kukaca. Idealan slucaj za svaki
pokus bi bio da odnos umjetno inokuliranih biljka prema biljkama za kontrolu bude 3:1 (npr.
za 1015 inokuliranih biljka, postoji 3—5 kontrola), ali to varira o vrsti testnih biljaka (Klement
i sur., 1990). Uvjeti nakon cijepljenja trebaju biti jednaki onima prije cijepljenja, a najées¢e do
razvoja simptoma bakterioza na zeljastim domacinima treb 8—10 dana. Postoje alternativne
metode inokulacije, a njihov izbor ovisi o biljci domaéinu o kojem se radi.
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5. Zaklju€na razmatranja

Bakterioze prouzrokovane fitopatogenim bakterijama stvaraju velike probleme u
uzgoju tikvenjaca (porodica Cucurbitaceae) diljem svijeta i jedna su od najznacajnijih skupina
patogena kod ovih vrsta. One smanjuju prinos, otezavaju proizvodnju i skladistenje, smanjuju
kvalitetu biljnog proizvoda, a neke od njih prijetnja su zdravlju ljudi.

lako u Hrvatskoj nema puno detektiranih vrsta fitopatogenih bakterija znacajnih u
proizvodnji tikvenjaca, mnoge Cinjenice ukazuju na porast njihove pojavnosti. Naime,
proizvodaci sve cCeSée uocavaju raznolike simptome bakterioza na ovim kulturama, a iz
godine u godinu raste broj zahtjeva za analizu uzoraka. Vrlo Stetne u nasSim proizvodnim
uvjetima mogle bi biti narodito vrste Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Xanthomonas
cucurbitae i Acidivorax citrulli. Posebno opasna bi mogla biti vrsta Serratia marcescens, koja
osim bolesti biljaka moZe uzrokovati i bolesti ljudi.

Nakon intenzivnog proucavanja znanstvene i stru¢ne literature o ovoj temi, uz
detaljan pregled suvremenih znanja o bakteriozama, njihovoj raznolikosti, prisutnosti i
pojavnosti uzro¢nika te epidemiologiji, kao i o specificnostima njihove simptomatologije,
moze se zakljuciti da je uo€ena povezanost optimizacije uvjeta za razvoj bakterijskih bolesti u
nasem podneblju prethodnih godina (vezano uz modificiranje do sada uobicajenih klimatskih
uvjeta), s rastom sortimenta i intenziviranjem proizvodnje ovih kultura na pojedinim
lokacijama.

Uglavnom se radi o bakterijama kojima odgovaraju visoka temperatura i vlaga zraka.
To je razlogom Sto se mozZe, ponajviSe zbog introdukcije bakterijskih inokuluma sjemenom,
ali i zbog povoljnih klimatskih parametara za razvoj i Sirenje bakterioza u periodima dok su
bilike mlade i vrlo osjetljive na zarazu, ocekivati jacanje utjecaja ovog problema na
uspjesnost proizvodnje tikvenjaca u nas.

Posto je suzbijanje fitopatogenih bakterija vrlo sloZzeno i Cesto neizvjesno, te da
vrijedi Cinjenica da jednom zaraZene biljke ostaju bolesne tijekom cijelog Zivota, a u velikoj
velini slucajeva zbog bakterioze i ugibaju, najucinkovitije je njihovo Stetno djelovanje
smanjivati primjenom preventivnih mjera zastite bilja. Osim toga, potrebno je integrirati sve
mjere koje sprjeavaju ostvarenje zaraze, pa tako i kemijske i mehanicke. Ako je ve¢ doslo do
zaraze, pozeljno je izolirati ili unistiti zaraZeni biljni materijal koji bi predstavljao izvor
inokuluma za nove sekundarne zaraze usjeva. Mjere suzbijanja fitopatogenih bakterija u
uzgoju tikvenjaéa u bliskoj buduénosti bi bilo poZeljno razvijati u smjeru pronalazenja
dodatnih alternativa, kao 3Sto je biolosko suzbijanje bakteriofagima ili drugim
mikroorganizmima. Nedavno su izolirani sojevi bakterije Acidovorax citrulli koji nisu
patogeni, a imaju potencijal za bioloSko suzbijanje patogenih sojeva iste vrste. Takoder i
nekoliko sojeva rizobakterija suzbija rast ovog patogena. Radi se o relativno novim
istrazivanjima koja se mogu uzeti u obzir za buduce pokusaje sprje¢avanja velikih Steta koje
mogu uzrokovati bakterioze, pri cemu je uvijek treba imati u vidu kako ekonomske, tako i
ekoloSke aspekte tih bioloski sloZzenih intervencija.
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Prepoznavanje simptoma i spoznaja da je doslo do zaraze bakterijama su krucijalni.
Cesto se dogada da proizvodadi pravovremeno ne uode simptome bakterioza, nego ih
postanu svjesni tek kada njihova pojava postane masovna. Takoder, ¢esto se misli da se radi
o abiotickim djelovanjima ili zarazi drugim skupinama patogena, jer se simptomi
fitobakterioza tikvenjaca podudaraju sa simptomima pojedinih drugih biljnih bolesti ili pak s
posljedicama djelovanja abiotickih faktora. Paznju bi pri pregledu usjeva i utvrdivanji
zdravstvenog stanja usjeva trebalo usmjeriti na detalje i imati na umu razlikovne znakove
ovih ekonomski znacajnih bakterioza, navedene u ovom radu.

Dijagnostika bakterioza moguca je iskljuéivo laboratorijskom analizom. Mnogim
zainteresiranim stranama u Hrvatskoj laboratorijska analiza nije lako dostupna iz financijskih
razloga ili zbog nedostupnosti adekvatnih laboratorija. Cak i u slu¢aju kada fitobakteriologki
laboratorij jest dostupan, cest je slucaj da u svakom trenutku ne raspolaze neophodnim
dijagnostickim reagensima i molekularnim probama potrebnim za identifikaciju svih
potencijalno prisutnih fitobakterijskih vrsta iz filogenetski vrlo Sirokog spektra. To su razlozi
zaSto pregledi simptoma bakterioza od strane kompetentnih fitomedicinara u usjevima,
predstavljaju vrlo znacajan aspekt u pravovremenom prepoznavanju simptoma, a nakon toga
u uzorkovanju biljnog materijala i suzbijanju bakterioza.

Ovim radom je, sistematizacijom suvremenih podataka o pojavnosti,
simptomatologiji i epidemiologiji najvaznijih bakterijskih patogena kultiviranih tikvenjaca,
realiziran cilj kojim su naglasene ranije navedene bakterijske vrste za Cije bi se dijagnosticke
protokole trebalo uspostaviti laboratorijske prioritete. Time bi se u buduénosti osigurala
kontinuirana moguénost identifikacije onih vrsta bakterija, parazita tikvenjaca, od kojih se u
nas oc¢ekuje najveéa pojavnost pracena visokom stetnoséu.
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Zivotopis

Jan Caniji, roden je 12.11.1996. god. u Zagrebu. Obrazovanje je zapo¢eo u Osnovnoj
Skoli Lovre pl. Mataci¢a od 2003. godine do 2005. godine, a zatim se prebacio u Osnovnu
Skolu Borovje i tamo je pohadao nastavu od 2005. godine do 2011. godine. U 2011. godini
upisuje Tehnicku Skolu Rudera BoSkovi¢a u kojoj je pohadao nastavu do 2015. godine. U
2015. godini, na jesen, upisuje Agronomski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, gdje trenutno
zavr$ava diplomski studij, smjer Fitomedicina. Godine 2007., usporedno s osnovnhom Skolom
je pohadao Glazbeno uciliste Elly Basi¢, sve do 2013. godine i nastavio svirati saksofon u
sklopu orkestra ucilista Elly Basi¢ sve do 2015. godine. Tijekom obrazovanja je ucio engleski
jezik 13 godina, te je stekao dodatno znanje boraveci pola godine u SAD-u (samoprocjena, B2
kategorija). Njemacki jezik je ucio samo u osnovnoj Skoli od 4. do 8. razreda (samoprocjena,
A1l kategorija). Prilikom zavrSetka Tehnic¢ke Skole Rudera BoSkoviéa stekao je znanje u radu s
racunalima i dobio potvrdu u vidu zavrSnog rada i certifikata. Tijekom studija Jan je
volontirao i bio zaposlen.
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