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SAZETAK

Diplomskog rada studentice Dorotee Brajkovié, naslova

ODLIKE BAKTERIOLOSKIH IZOLATA 1Z LISTA JAGODE

Ozbiljne probleme u proizvodnji jagode Cine razliCiti uzro¢nici bolesti. Najcesce i najpoznatije
bolesti na jagodama uzrokuju mnogobrojne vrste fitopatogenih gljiva. Virusne i bakterijske
bolesti su takoder prisutne i mogu dovesti do ozbiljnih ekonomskih steta ¢ije posljedice se lako
mogu uvecati neznanjem o Uzgoju jagoda. Pojedine fitopatogene bakterije nije lako otkriti.
Katkada su njihovi simptomi nevidljivi. U ovom radu izvrSena je izolacija svih bakterija iz
simptomati¢nog tkiva zarazenih listova jagode. Dobiveno je 10 razli¢itih bakterijskih kolonija.
Svakom izolatu odredena je Gram reakcija i ucinjen je test na fluorescenciju. Provedena je
hipersenzitivna reakcija na duhanu (Nicotiana tabacum var. 'Samsun’) i utvrdena je patogenost
izolata 6 te je potom ucinjen bio-test na sadnicama jagode. Nakon sedam dana od provedene
inokulacije, nije potvrdeno postojanje simptoma nastalih od bakterijskih suspenzija istrazivanih

izolata.

Kljuc¢ne rijeci: Fragaria x ananassa Duch., patogeni, hipersenzitivna reakcija, detekcija



SUMMARY

Of the master’s thesis — student Dorotea Brajkovi¢, entitled

BACTERIAL CHARACTERISTICS OF ISOLATES FROM
STRAWBERRY LEAVES

Serious problems in strawberry cultivation can be caused by various plant pathogens. The most
common and the most destructive diseases on the strawberries come from many types of
phytopathogenic fungi. Viral and bacterial diseases are also present and can cause serious
economic damage whose consequences can easily be increased by ignoring strawberry farming.
Certain phytopathogenic bacteria are not easily detected. Sometimes their symptoms are
invisible. This research carried out the isolation of all bacteria from the symptomatic strawberry
tissue and found 10 different bacterial colonies. Each assay determined the Gram reaction and
a fluorescence test was made. A hypersensitive reaction to tobacco (Nicotiana tabacum var.
‘Samsun’) was performed and the pathogenicity of isolate 6 was induced. A bio-test was carried
out on strawberry seedlings. After seven days of inoculation, no symptoms of bacterial

suspensions of the tested isolates were confirmed.

Key words: Fragaria x ananassa Duch., pathogens, hipersentitive reaction, detection
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1. UvOD

Sredi$nje mjesto u skupini jagodastog vocéa pripada jagodi ¢iji plod je vrlo ukusan i
primamljivog izgleda. Zauzima sve vecu gospodarsku vaznost u proizvodnji iz razloga $to
plodovi rano dozrijevaju, privla¢nog su izgleda i lako pronalazi mjesto na trzistu. Koristi se kao
svjeze voce, konzervirano ili zamrznuto. Uzgoj jagode omogucuje relativno brz povrat
ulozenog kapitala. Jagoda se brze i lakSe razmnozava od ostalih voénih vrsta, dobro se
prilagodava razli¢itim tipovima tala i klimatski ¢imbenicima. Rok berbe se moze produziti tako
da se jagoda uzgaja na razli¢itim nadmorskim visinama (Krpina i sur., 2004). Jagoda se u
proslosti uzgajala isklju¢ivo u vrtovima, ali u posljednje vrijeme njezin Uzgoj je moguce vidjeti

u blizini gradova i postaje sve zanimljivija kao ukrasna biljka.

Jagode koje su pretrpjele oStecenja tijekom zime i koje su izloZene stresu su najpodloznije
razlicitim bolestima. Plodovi jagode su njezni i takoder osjetljivi na bolesti, a kao takvi nisu
pogodni za prijevoz niti za dugo ¢uvanje u svjeZzem stanju. U proizvodnji jagoda veliku Stetnost
imaju zaraze patogenima koji se prenose sadnim materijalom, vektorima ili mehani¢kim putem.
Bolesti uzrokovane bakterijskom zarazom je tesko otkriti, osim ako su vidljivi tipi¢ni simptomi
(npr. kaplji¢ni iscjedak na biljnim organima ili plodu biljke) karakteristicni Samo za pojedine
rodove bakterija. Zdrave biljke mogu sadrzavati bakterije u svojim biljnim organima, ali one

ne moraju biti patogene ili mogu ¢initi latentne (skrivene) simptome.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je izolacija bakterija iz simptomati¢nog tkiva listova jagode i1 njihova
bioloSka karakterizacija primjenom biotestova. Karakteristikama izolata u kultivaciji i
rezultatima biotestova pokusSat ¢e se tumaciti bakterioloSske odlike te patogenost bakterijskih

izolata iz jagode.

Tijekom istrazivanja, paznja je usmjerena na simptome na listovima jagode koji su vizualno

ukazivali na simptome nastale bakterijskim infekcijama.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Jagoda

Jagoda (Fragaria sp.) je voéna vrsta koja se vrlo lako prilagodava razli¢itim uzgojnim
podrudjima (Soski¢, 2009). Ona je voce koje je Govieku pozeljno u prehrani od davnina.
Narodna medicina pripisuje jagodi brojna ljekovita svojstva. Plodovi jagode imaju veliku
hranjivu vrijednost zbog mnogobrojnih organskih 1 anorganskih sastojaka. NajvaZzniji sastojci
jagode su Secer, kiseline, mineralne tvari, vitamini, pektini, tanini i drugi. Plod jagode sadrzi
veliku koli¢inu vitamina C i ima malu kalori¢nu vrijednost. Jagoda se koristi u svjezem obliku,
ali sluzi i za pripremu niza ukusnih preradevina (kompota, soka, dzema, ...). Svjezi plodovi
jagode imaju kratku trajnost pa se njihova uporabna vrijednost produzuje dubokim
zamrzavanjem. Danas se intenzivno radi na pobolj$anju kakvocée plodova jagode i selekcionari
tragaju za sortimentom koji je istovremeno najpogodniji za potroS$nju u svjeZem stanju i1 za

industrijsku preradu (Krpina i sur., 2004).

2.1.1. Porijeklo i rasprostranjenost jagode

Jagoda je medu prvim voéem koje su ljudi poceli konzumirati. Prvi puta se spominje izmedu
234.-149. pr.n.e. u spisima rimskog senatora Katula. U §irenju uzgoja jagode i pocetku njenog
oplemenjivanja, najvece zasluge su pripisane francuskom kralj Luju XIV. koji je sa svoga
putovanja u Cile, u Francusku prenio ¢ileansku jagodu. Engleski i francuski oplemenjivadi su
pocetkom 19. stoljeca imali najveéi utjecaj u stvaranju novih sorti jagoda, a plodovi tih sorti su
se odlikovali krupno¢om, lijepom bojom, aromatié¢nim svojstvima i dobrom kvalitetom (Soskié,
2009).

Jagoda se moze naci na podrucju cijele Europe, u Aziji (Sibir do Viljujska, Jakutska i
Nikolaevska na sjeveru; Sahalin, Japan, Kina, Tibet, Himalaji, Afganistan, Iran, pobrde Crnog

mora), u Sjevernoj i Juznoj Americi (Slika 1.1.) pokraj Tihog oceana (Voléevié, 2008).



Slika 1.1. Svjetski prikaz uzgoja jagode u 2016. godini
(Izvor: http://chartsbin.com/view/43720)

2.1.2. Proizvodnja jagode u svijetu i Hrvatskoj

Glavni predstavnik jagodastih vo¢nih vrsta je jagoda ¢iji znacaj se ogleda u veli¢ini proizvodnje
i prema vaznosti njezinih plodova na trzistu. U prvoj polovici 18. stolje¢a na podru¢ju Europe
nastao je hibrid Fragaria x ananassa Duch. krizanjem F. chiloensis i F. virginiana te se od
tada organizira prva veca proizvodnja jagoda. Od toga vremena, proizvodnja jagode se prosirila
na cijeli svijet i to na mjesta gdje god se nalaze povoljni uvjeti za njen rast i razvoj (Duralija,
2015). U zadnjih dvadesetak godina u svijetu se znatno povecava proizvodnja jagoda. Prema
sluzbenim podacima FAOSTAT (2017) za 2016. godinu, proizvodnja jagode u svijetu raste.
Sjedinjene Americke drzave (SAD) su prve u proizvodnji s 1.133,703 tisuce tona jagode. Prvih

12 drZava u svijetu s najve¢om proizvodnjom jagode vidljive su u Tablici 2.1.2.1.

Tablica 2.1.2.1. Prikaz proizvodnje jagode u tonama

Proizvodnje jagode u tonama (2016.

Drzava godina)
SAD 1.133,703
Spanjolska 263,900
Turska 250,316
Rusija 230,400
Korea 203,227
Japan 193,000



Meksiko 176,396

Poljska 174,578
Njemacka 158,658
Egipat 104,000

Maroko 100,000
Ujedinjeno Kraljevstvo 87,200

(Izvor: FAOSTAT, 2017)

Usporedujuci proizvodnju jagode u Hrvatskoj, 2015. godine prema podacima FAOSTAT
(2017) je proizvedeno 2,455 tona jagode, dok je 2016. godine proizvodnja dosegnula 3,118
tona. Ovi podaci ukazuju na porast proizvodnje jagode u Hrvatskoj. Usporedujuéi sa susjednim

zemljama, Hrvatska je medu najmanjim proizvoda¢ima jagode (Tablica 2.1.2.).

Tablica 2.1.2.2. Proizvodnja jagode u Hrvatskoj i u susjednim zemljama

Proizvodnje jagode u tonama

Drzava (2016. godina)
Italija 57,670
Srbija 33,129
Austrija 14,612
Bosna i Hercegovina 13,344
Madarska 4,616
Hrvatska 3,118
Slovenija 1,762

(Izvor: FAOSTAT, 2017)



2.1.3. Sistematika jagode

Jagoda je zeljasta, grmolika i viSegodisnja biljka koja pripada porodici ruza (Rosaceae). Unutar
ove porodice nalazi se velik broj voénih vrsta poput maline i kupine, ali jagoda je medu

ekonomski najznacajnijim kulturama za uzgoj.
Sistematika jagode:

Odjeljak: Spermatophyta

Pododjeljak: Magnoliophytina

Razred: Magnoliatae

Podrazred: Rosidae

Nadred: Rosanae

Red: Rosales

Porodica: Rosaceae

Podporodica: Rosoideae

Rod: Fragaria

Vrsta: Fragaria x ananassa Duch. (Nikoli¢ i Milivojevi¢ 2010).

Volcevi¢ (2008) navodi kako se danas broji vise od 2000 kultiviranih sorata jagode. One su

nastale od 6 vrsta podijeljene u 4 grupe:
1. europska grupa - F. vesca L. (2n = 14) i F. moschata Duch. (2n = 42)
2. zapadnoamericka grupa - F. chiloensis Duch. (2n = 56) i F. platypetala Rydb.
3. isto¢noameri¢ka grupa - F. virginiana Duch. (2n = 56)
4. azijska grupa - F. orientalis Los. (2n = 38)

Najveci znacaj medu svim hibridima ima F. ananassa Duch. (2n = 56) koji je proizasao od F.

chiloensis x F. virginiana, iz razloga $to su od njega nastale sve danasnje sorte krupnog ploda.

Prema broju kromosoma, sistematicari su do danas opisali 47 vrsta divljih jagoda i grupirali ih
u Cetiri skupine: pet diploidnih (2n), dvije tetraploidne (4n), jedna heksaploidna (6n) i Cetiri
oktoploidne (8n). Od veceg znacaja je samo 12 vrsta samoniklih jagoda (Milos, 1997).



2.2. Morfologija jagode

Prema Milosu (1997) jagoda je grmolika, zeljasta i visegodisnja biljka. Najkvalitetniji prirod
plodova i najvise mladih sadnica jagoda ostvaruje prve godine nakon jesenske sadnje. Tijekom
druge godine slabi joj vegetativni rast, prirod plodova je velik, ali slabije kvalitete. Najbolje je
zasaditi novi jagodnjak nakon dvije do tri godine zbog postupnog slabljenja generativnog i

vegetativnog rasta.

Na jagodi se razlikuju vegetativni organi (korijen, stabljika, list i vrijeza) i generativni organi

(cvijet, plod i sjeme) koji omogucuju prezivljavanje vrste (Slika 2.2.1.).

Slika 2.2.1. Jagoda

(original)

Vegetativni organi
Korijen

Korijen je podzemni vegetativni organ koji je razgranat, vlasast i zilicast. Vec¢ina korijenove
mase nalazi se u tlu na dubini od 15 do 25 cm. Korijen moze doprijeti do 50 cm, a na rastresitim
tlima prodire i dublje. Sirina korijenove mase je oko 30 do 40 cm. Korijen se sastoji od

primarnih, sekundarnih i obrastajucih korijena te sitnih korijenovih dlacica (Slika 2.2.2.).
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Slika 2.2.2. Prikaz korijenovog sustava jagode

(original)

Rast korijena se odvija tijekom citavog vegetacijskog perioda, a najintenzivniji rast se dogada
u jesen i proljece. Uloga korijena je u¢vrs¢ivanje biljke, usvajanje vode i mineralnih tvari iz tla
te skladiStenje organskih tvari. Prema gradi i funkciji korijen dijeli Se na viSe zona: zona
korijenove kape, zona korijenovog rasta, zona izduzivanja, zona korijenovih dlacica i zona

grananja i provodenja tvari. (Milos, 1997; Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Stabljika

Stabljika je visegodisnji dio grma ¢ija visina iznosi od 5 do 10 cm, a ve¢im dijelom se nalazi u
tlu. Uloga stabla je prijenos vode i hranjivih tvari do svakog biljnog organa jagode. Tvorna
tkiva stabljike su ksilem i floem, a unutrasnjost (srz) stabla ispunjena je parenhimom (Nikoli¢
i Milivojevi¢, 2010).

List

Jagoda ima trodijelni list (Slika 2.2.3.). Iznimka je zimsko li§¢e o kojem ovisi prirod iduce
godine, stoga je potrebno Stititi ga od hladnoée zaStitnim materijalima (Milos, 1997). List se
sastoji od lisne osnove, lisne drske i liski. Boja lista varira od zutozelene do tamnozelene boje.
Listovi jagode mogu imat razlicite oblike $to je jedna od karakteristika razlicitih sortimenata i
omoguéavaju determinaciju sorata jagode. Zivotni vijek jednog lista iznosi oko 60 dana. Na
jednoj biljci najéesce je prisutno od 20 do 40 listova. Unutar lista se odvijaju razliciti fizioloski

procesi poput fotosinteze, respiracije, transpiracije, gutacije itd. (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).



Slika 2.2.3. List jagode

(original)

Vrijeza

Vrijeza (stolon) je nadzemni puzeci izbojak koji je tanak, valjkastog oblika i duljina mu je do
1,5 m. Glavna uloga vrijeze je razmnoZavanje jagode (Slika 2.2.4.). Jedna biljka moze
proizvesti od 10 do 15 vrijeza. Njihov razvoj krece iz pupova smjestenih u pazuscu novih listova
(Galletta i Bringhurst, 1990). Stvaranje vrijeza zapocinje tijekom berbe jagoda i nastavlja se uz
ukorjenjivanje sadnice sve do pojave prvih mrazeva, dajuéi pritom nove mlade sadnice. Broj
sadnica nije jednak, moze ih biti od 8 do 30 po jednom grmu. Razvoj vrijeza je u suprotnosti s
prirodom plodova i stoga se u proizvodnim nasadima preporucuje uklanjanje vrijeze, dok u

mati¢njacima treba odstranjivati cvjetove (Milos, 1997).

Slika 2.2.4. Prikaz vrijeze

(original)



Generativni organi

Cvijet

Cvijet je generativni organ koji ima osnovnu ulogu u odrzavanju vrste (Slika 2.2.5.). Jagode
imaju dvospolne i jednospolne cvjetove. Prema poloZaju cvijeta, razlikuju se oni koji se nalaze
iznad, ispod ili u razini listova. Na jednoj zajednickoj drsci moze se nalaziti od 10 do 25
cvjetova. Cvijet jagode ima prosjecno 5 latica, 10-16 lapova, 20-35 prasnika i 520-580 tuc¢kova
koji su pravilno rasporedeni. Cvjetovi mogu biti primarni, sekundarni, tercijarni i kvartarni
(Mratini¢, 2012). Kasni proljetni mrazevi mogu prouzro€iti znacajne $tete na prvim cvjetovima

jagode, jer su jagode, uslijed niskog rasta, izloZene hladnom prizemnom sloju zraka. Cvijet

jagode izmrzava na temperaturi od — 2 °C (Volcevic¢, 2008).

Slika 2.2.5. Cvijet jagode i njegovi dijelovi

(original)

Plod

Plod jagode nastaje od veéeg broja pojedinaénih jednosjemenih plodova orasci¢a povezanih
ispupéenom i mesnatom cvjetnom lozom. Vidljivi dijelovi sastavljenog ploda jagode su
odebljalo cvijetiSte, oras¢ici, ¢aska i peteljka (Slika 2.2.6.). Postoje razli¢iti oblici plodova i
mogu biti razli¢ite krupnoc¢e. Ove karakteristike ploda su uvjetovane sortimentom i uvjetima
uzgoja. Oblik ploda jagode varira od okruglog, spljostenog, valjkastog, pa sve do klinastog,
srcolikog, kruskastog i nepravilnog. Po krupno¢i, plodovi se mogu grupirati u: vrlo krupne (¢ija
masa je iznad 20 g), krupne (masa od 14-17 g), srednje krupne (mase koja se proteze od 11-14

g) i sitne (masa iznosi manje od 11 g) (Mratini¢, 2012).



Sjeme

Sjeme jagode se razvija iz embrionalne vrece, a sastoji se od klice ili embrija, hranjivog tkiva
(sekundarnog endosperma) i opne sjemenjace koja se naziva jo$ i testa. Uloga sjemena je

odrZzavanje vrste (Nikoli¢ 1 Milivojevi¢, 2010).

Slika 2.2.6. Plod jagode

(original)

2.3. Ekoloski uvjeti za uzgoj jagode

UspjeSan uzgoj jagode ovisi o mnogobrojnim vanjskim ¢imbenicima poput klime, tla i poloZaja,

ali velik znacaj imaju i genetske karakteristike pojedinih sorata (Krpina i sur., 2004).

2.3.1. Temperatura

Krpina i suradnici (2004) navode kako je temperatura regulator svih bioloskih funkcija da
njezino kretanje treba biti $to povoljnije, bez Stetnog djelovanja na rast i razvoj jagode.
Najpovoljnija temperatura za uzgoj jagode je od 18 °C do 22 °C danju i od 13 °C no¢u (Tablica
2.3.1.1).

Isti autor dalje navodi kako niske temperature mogu nepovoljno djelovati na jagodu na nacin
da prouzroce smrzavanje pojedinih dijelova ili cijelog grma jagode. Znatna oSte¢enja na jagodi
mogu izazvati temperature ispod - 15 °C bez prisutnosti snijega dok ispod snjeznog pokrivaca

jagoda moze podnijeti i temperaturu do - 30 °C.
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Tablica 2.3.1.1. Vrijednost temperatura u uzgoju jagoda

. . 10-13°C no¢
Optimalne temperature u aktivnoj vegetaciji 18 - 29 °C dan
Kriti¢na temperatura u aktivnoj vegetaciji 6 °C (bioloski minimum)
Minimalna temperatura u vrijeme mirovanja -12°C
Maksimalna temperatura u doba cvatnje 25-30°C

(Izvor: Krpina i sur., 2004)

Neizravne Stete Cine visoke temperature. One tijekom vegetacije mogu negativno utjecati u
periodima cvatnje jagode, za vrijeme oblikovanja plodova i u zrenju. Visoke temperature
uzrokuju gubitak vlage iz biljke i tla te u konac¢nici imaju utjecaj na razvoj sitnih plodova losije
kvalitete, smanjenog priroda i smanjenog razvoja cijelog grma jagode. Nepovoljan utjecaj
tijekom trajanja visokih temperatura je jace izraZzen na loSim, teskim, glinovitim ili laganim

pjeskovitim tlima iz razloga $to su na njima gubici vlage mnogo brzi (Krpina i sur., 2004).

2.3.2. Vlaga

Jagoda se sadi vrlo gusto i ima veliku lisnu povrSinu koja isparava i stoga je neophodno da tlo
sadrzi 75 — 80% vlage. Tvorba novih listova kod jagode se dogada tijekom cijelog vegetacijskog
razdoblja. Za vrijeme suse formiraju se po 2 — 3 generacije lista, a ako se navodnjava, stvara 4
generacije listova. Ukoliko nedostaje vlage, cijela biljka ima manju bujnost, duljina faze cvatnje

naglo opada, a plod ranije sazrijeva, sitniji je 1 nekvalitetan (VolCevi¢, 2008).

2.3.3. Tlo

Najpogodnije tlo za uzgoj jagode je humusno pjeskovito — ilovasto tlo. U teskim tlima korijenje
zaostaje u plitkom povrSinskom sloju, pa biljke trpe od suse. Iz prethodno navedenog razloga
tlo s vise od 60% Cestica gline ili tlo s vise od 70% pijeska nije pogodno za intenzivan uzgoj
jagode. Takoder, treba paziti na korove jer oni oduzimaju hranu, vodu, stvaraju sjenu, poticu
Sirenje bolesti 1 Stetnika. Korove je moguce uspjeSno suzbiti obradom, pokrivanjem tla

plasti¢nim folijama i upotrebom herbicida (Milos, 1997).
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2.3.4. Polozaj

Najbolji polozaji za uzgoj jagode su otvoreni, ravni ili blago nagnuti tereni koji su okrenuti
prema jugu, jugoistoku ili jugozapadu. Losi polozaji su zatvorene udoline u kojima se tijekom
hladnih i vedrih no¢i nakuplja hladan zrak, a takoder i vrlo vjetroviti i previse nagnuti polozaji
(jako otjecanje vode, erozija i brze susenje tla). Intenzivan uzgoj jagode zahtjeva nadmorsku
visinu do 700 metara, ali za ljetnu proizvodnju jagoda mogu posluziti i visi polozaji (Krpina i

sur., 2004).

3. BOLESTI JAGODE

Na jagodama je opisan veci broj bolesti, a mikoze (bolesti listova uzrokovane patogenim
gljivama) su najc¢es¢e. Mikoze, u prvoj godini pojave, ne utje¢u u velikoj mjeri direktno na
prirod jagode iz razloga $to se u pojacano javljaju poslije berbe ili krajem vegetacije. Indirektno,
postupno utjecu na biljku u vidu njenog iscrpljivanja 1 smanjivanja njezine vitalnosti te
smanjenog priroda u sljede¢im godinama uzgoja jagode. Cesto se gljiviéne bolesti zanemaruju
I ne provodi se pravilna zastita. Bolesti poput pepelnice (Podosphaera aphanis), crvene
mrljavosti lista (Diplocarpon earlianum) i obi¢ne pjegavosti lista (Mycosphaerella fragariae)
se pojavljuju pocetkom vegetacije u proljeCe i stoga bi suzbijanje trebalo biti obavezni dio
programa zaStite jagode (Mili¢evié, 2015). Danas su na naSem trzistu dostupni prikladni
fungicidi i njihova primjena u zastiti jagode, u intenzivnim nasadima, je neizostavna. Biljni
patogeni poput virusa i bakterija su odgovorni za poveéane ekonomske gubitke diljem cijelog
svijeta. Oni mogu prouzroCiti razliCite simptome na biljnim organima. Bolesti biljaka
uzrokovane biljnim virusima i bakterijama je teSko kontrolirati zbog nedostatka ucinkovitih
proizvoda u svrhu njihove supresije. 1z navedenog razloga, preventivne mjere su najvaznija i
glavna strategija u borbi s ovim biljnim patogenima. Unutar preventivnih mjera veliku znacaj
ima testiranje biljnog materijala na biljne patogene kako bi se potvrdilo da je sadni materijal
zdrav 1 bez prisutnosti ekonomski najstetnijih patogena (Janse i sur., 2002; Lopez 1 sur., 2001).
Mnogi biljni virusi i bakterije su latentnog karaktera u biljnom materijalu i ¢esto dolaze u vrlo
niskim koncentracijama, stoga je potrebno koristiti metode visoke osjetljivosti, specificnosti i

pouzdanosti za njihovu detekciju. (Lopez i sur., 2003).
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3.1. Mikoze jagode

U nasim agroekoloskim uvjetima javljaju se obi¢na pjegavost lista (Mycosphaerella fragariae),
crvena mrljavost lista (Diplocarpon earlianum), gnomonijska mrljavost lista (Gnomoniopsis
comari) i palez lista (Phomopsis obscurans) kao najrasirenije i ekonomski najznacajnije bolesti
listova jagode. Postoje i mnoge bolesti koje zahvacéaju korijen jagode i takoder uzrokuju velike
Stete. Pojava navedenih mikoza znacajno ovisi o sortimentu jagode i o klimatskim ¢imbenicima

poput temperature i vlage (Milicevi¢, 2015).

3.1.1. Obi¢na pjegavost lista jagode

Postoje brojni nazivi za ovu bolest: siva pjegavost lista, bijela pjegavost lista, okasta pjegavost
lista, ljubicasta pjegavost lista, obi¢na pjegavost lista i dr., Sto moZe Ciniti nejasnoce. Brojni
nazivi su uzrokovani variranjem izgleda simptoma. Uzro¢nik ove bolesti je gljiva
Mycosphaerella fragariae (Tul.) Lindau koja je izraziti monofag (napada vrste roda Fragaria).
Ramularia tulasnei Sacc. je naziv za njezin anamorfni (nespolni) stadij. On se javlja u obliku
kratkih 1 snjeznobijelih konidiofora s bezbojnim, viSestani¢nim i $tapi¢astim konidijama koje

vr$e sekundarne zaraze.

Boja pjega kod ove bolesti se mijenjaj u ovisnosti o starosti zarazenog lista i 0 klimatskim
¢imbenicima u vrijeme nastanka zaraze i tijekom vegetacije. Simptomi su vidljivi u obliku
smedih pjega na mladim listovima, sivih pjega na listovima srednje starosti te potpuno bijelih
pjega na starijim listovima (Slika 3.1.1.1.). Vidljiv je karakteristi¢ni ljubiCasti obrub oko pjega
nastao od tvorbe antocijana. Veli¢ina pjega je 2 — 5 mm. U slucaju Sirenja pjega, moze doc¢i do
odumiranja lista (nekroze). Simptomi su vidljivi i na lisnim peteljkama, dijelovima cvijeta te
katkada i na plodovima jagode. Simptomi se uo¢avaju ve¢ u proljece, a njihova se ekspresija

intenzivira tijekom vegetacije.
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Slika 3.1.1.1. Simptomi obi¢ne pjegavosti lista jagode
(Izvor: Miligevi¢, 2015)

Gljiva prezimljava na inficiranom zivom listu ili na otpalom listu na tri nacina:

1. U vidu micelija koji stvara pseudotecije krajem zime (u navedenom slu¢aju je primarni

inokulum askospora u proljece)
2. Kao mikrosklerocij na otpalom lis¢u (u proljece se stvaraju konidije — primarni inokulum)

3. U obliku konidija u zarazenim zivim listovima na biljci (kliju u prolje¢e — produkcija konidija

— primarni inokulum).

Moguca je pojava prezimljavanja gljive kombinacijom svih prethodno navedenih nacina

(Milicevi¢, 2015).

3.1.2. Crvena mrljavost lista jagode

Uzroc¢nik ove bolesti je gljiva Diplocarpon earlianum (Ell. & Ev.) Wolf koja se javlja u prolje¢e
u vidu apotecija crne boje (na nali¢ju lista). Anamorfni stadij naziva se Marssonina fragariae
(Lib.) Klebahn. Ovaj stadij se javlja u formi acervula crne boje koji se stvaraju na gornjoj strani
lista i njegov rast i razvoj vidljiv je u obliku pjega ili mrlja na listu. Acervuli uzrokuju

sekundarne zaraze tijekom vegetacije.

Simptomi se prvo javljaju poput male tamno crvene mrlje, veli¢ine 2 — 3 mm. Napredovanjem
razvoja gljive, mrlje rastu na veli¢inu od 5 — 10 mm crvenkasto — smede boje. Kod jake zaraze,
mrlje se spajaju, listovi postupno nekrotiziraju i na kraju se suse u cijelosti. Pjege i mrlje koje

stvara ova gljiva nemaju bijeli sredi$nji dio, $to je glavna karakteristika ove bolesti (Slika
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3.1.2.1.)). Simptomi crvene mrljavosti listova mogu se pojaviti na peteljkama listova i na

dijelovima cvjetova (cvjetna ¢aska, lapovi i cvjetna stapka).

Diplocarpon earlianum prezimljuje u obliku micelija unutar zarazenog lista, a krajem zime
formira fruktifikacijske strukture (apotecije i acervule) (Mili¢evié, 2015). Postoje tri vrste
primarnog inokuluma koji ovisi o nastanku fruktifikacijskih struktura:

1. Apotecij (spolno tijelo na nali¢ju lista) — primarni inokulum askospore
2. Formiranje acervula u proljece na gornjoj strani lista — primrni inokulum konidije

3. Nastanak apotecija i acervula u prolje¢e — primarni inokulum ¢ine askospore 1 konidije

Slika 3.1.2.1. Simptom crvene mrljavosti lista
(Izvor: Miligevi¢, 2015)

3.1.3. Gnomonijska mrljavost lista jagode

-----

pjegavost lista. Ovu bolest uzrokuje Gnomoniopsis comari (Karst.) Songov. Navedeni stadij
gljive javlja se u obliku peritecija. Oni su vidljivi golim okom i u velikom broju se pojavljuju
uzduz lisne peteljke. U periteciju su smjeSteni askusi s askosporama. Anamorfni stadij gljive
naziva se Zythia fragariae Laibach koji je prisutan tijekom vegetacije u obliku piknida Zuto-
smede boje. Piknidi se u najve¢em broju nalaze na lisnoj peteljci i na rubovima listova.

Piknospore vrse sekundarne infekcije.

Simptomi, vidljivi u obliku pjega koje nastanu u po¢etku patogeneze, su tamnoljubicaste boje,
a postupnim razvojem nekroza stani¢ja poprimaju smedu boju (Slika 3.1.3.1.). Oblik i veli¢ina
mrlje nisu jasno definirani. U fazi velike zahvacenosti lisne povrSine, ova bolest se ¢esto moze

zamijeniti s crvenom mrljavosti lista ili s palezi lista. G. comari najvise preferira mlade lis¢e i
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javlja se sredinom ljeta te ove ¢injenice mogu pomo¢i u tocnijoj identifikaciji gljive. Bolest
zahvaca listove, lisne peteljke, dijelove cvijeta i izaziva trulez plodova koji se smatra posebnom
bolesti te mu se pripisuje epitet kao ekonomski znac¢ajnijom bolesti od bolesti nastale na

listovima.

i
|

Slika 3.1.3.1. Gnomonijska pjegavost lista
(Izvor: Miligevi¢, 2015)

Gljiva G. comari prezimljuje u obliku micelija u zarazenom stani¢ju, a u prolje¢e moze doc¢i do
stvaranja piknida i peritecija. Primarna infekcija se moze dogoditi putem piknospora ili
askospora, dok za vrijeme vegetacije, sekundarne infekcije se najées¢e vrse pomocu piknospora

(Miligevi¢, 2015).

3.1.4. Palez lista jagode

Pale? lista se pretezno javlja na starijim listovima sredinom ljeta. Cesto uzrokuje defolijaciju
kod jagoda. Uzro¢nik bolesti je gljiva Phomopsis obscurans (Ell. & Ev.) Sutton. Ova gljiva je

tipi¢ni monofag, poznat i pod nazivom Dendrophoma obscurans.

Simptomi su vidljivi u obliku lisne palezi (nekroze) koja zahvaéa podrucje uz glavnu zilu lista
1 8iri se do unutra$njosti lista prema rubovima tvoreci karakteristi¢an oblik slova V. Najcesce

se primijete tri zone razli¢itog obojenja (Slika 3.1.4.1.).

Gljiva prezimljuje u obliku micelija unutar tkiva lista koji ostane na biljci tijekom zime. U
proljece se na inficiranom listu poc¢inju formirati piknidi. P. obscurans nema teleomorfni stadij
(nije poznat) stoga, primarni i sekundarni inokulum ¢ine piknospore. Patogen vrsi infekciju
najprije na starijim listovima, ali moze prijec¢i i na dijelove cvijeta i na plodove (Milicevic,
2015).
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Slika 3.1.4.1. Simptom paleza lista jagode
(Izvor: Miligevi¢, 2015)

3.1.5. Siva plijesan jagode

Siva plijesan ili truleZ plodova je u nasim agroekoloskim uvjetima najc¢eSc¢a 1 najvaznija bolest
na jagodama. Uzro¢nik bolesti je polifagna gljiva Botrytis cinerea Pers. ex Fr., $to je naziv za
anamorfni ili nespolni stadij gljive, dok je teleomorfni stadij poznat pod nazivom Botryotinia

fuckeliana (de Bary) Whetzel.

Gljiva B. cinerea na plodovima stvara karakteristiéne paucinaste prevlake koje su sivkasto-
smede boje, a prevlaku ¢ini micelij gljive koji se sastoji od vrlo razgranatih konidiofora s
konidijama. Pri visokoj vlazi zraka i nizoj temperaturi miceli¢na prevlaka se pocinje Siriti i
preraste cijeli plod jagode koji postaje neupotrebljiv (Slika 3.1.5.1.). Simptomi su moguci i na
listovima u obliku nekroza (rijetka pojava) te na cvjetovima koji se potom osuse. Simptomi
vidljivi u obliku smedih vlaznih pjega, koji se javljaju u pocetnoj fazi patogeneze sive plijesni,
¢esto su nalik simptomima drugih bolesti. Razlika simptoma sive plijesni od antraknoznih pjega
je sto kod pjega nastalih od sive plijesni nema udubljenja (uleknuéa) u stani¢ju ploda. Takoder,
vidljiva razlika od pjega smede truleZi plodova je izostanak sluzastih eksudata narancaste boje

(tipi¢ni kod smede trulezi plodova).

Slika 3.1.5.1. Sirenje simptoma sive plijesni na plodu jagode
(Izvor: Miligevi¢, 2015)

17



Ova patogena gljiva, u nasadima jagode, prezimljuje u obliku sklerocija ili dormantnog micelija
u biljnim ostacima. Optimalne temperature za njezin razvoj su od 15 do 20 °C i relativna vlaga
zraka iznad 90%. U rano proljece pocinje klijanje sklerocija u micelij na kojem nastaju konidije.
Konidije se primarno naseljavaju na mrtve dijelove stanicja cvijeta i kasnije predstavljaju
primarni inokulum gljive, u tzv. parazitskoj fazi. Prvim zarazama su najpodlozniji mladi i tek
otvoreni cvjetovi koji poprime izgled kao da su spaljeni. Sljedeca faza je prelazak gljive na
zametnute plodove putem receptakuluma u unutrasnjost ploda. Na inicijalnom mjestu zaraze
ploda razvijaju se smede pjege na kojima se potom, kroz daljnji tijek patogeneze, razvijaju
konidiofori s konidijama (vidljivi poput sive pepeljaste prevlake ili micelija). Sekundarne
infekcije se vrSe tijekom zriobe plodova i gljiva mozZe inficirati plod direktno i putem
receptakuluma. Zarazeni plodovi vrlo brzo trunu, a u sluaju suSnog vremena, nastaju

mumificirani plodovi (Milicevi¢, 2015).

3.2. Viroze jagode

Zbog ucestale primjene vegetativnog nacina razmnozavanja biljaka (u ovom slucaju jagoda) i
¢injenice da su virusi ¢esto prisutni u svim biljnim dijelovima (sistemi¢no Sirenje unutar biljnih
tkiva) jagode su sklone virusnim infekcijama tijekom uzgoja i njihovog razmnozavanja. Na
podruc¢ju Hrvatske u dostupnoj literaturi nema zabiljezenih podataka o ucestalosti pojave
virusnih infekcija niti o Stetnosti virusa u nasadima jagode, stoga su informacije prikupljene u
drugim proizvodnim podru¢jima (najvise u SAD-u). Danas je poznato vise od 30 razli¢itih
virusa koji mogu inficirati jagode (Tablica 3.2.1.). Najvazniji virusi, koji ¢ine velike ekonomske
Stete, su oni koji se prenose lisnim usima (Tablica 3.2.1.). Razlog tome jest prisutnost jagodine
lisne usi (Chaetosiphon fragaefolii) koja se Cesto nalazi na uzgojnim povrSinama jagode. Od
ukupno sedam viroza (prenosivih lisnim usima), koje dolaze u jagodi, najstetnije su one
uzrokovane virusom naboranosti jagode (SCV), virusom blagog zuéenja ruba jagode
(SMYEV), virusom Sarenila jagode (SMoV) i virusom prosvjetljavanja zila jagode (SVBV).
(Voncina, 2015).
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Tablica 3.2.1. Najces¢i virusi jagode, njihovi engleski nazivi, akronimi te nacin prijenosa

Virus

Engleski naziv (akronim)

Nacin prijenosa

Virus naboranosti jagode

Virus blagog zu¢enja ruba
jagode

Virus Sarenila jagode

Virus prosvjetljivanja zila
jagode

Virus kloroti¢ne mrljavosti
jagode

Latentni C — virus jagode

Virus laznog blagog zu¢enja
ruba jagode

Virus povezan sa
zuéenjem jagode

Virus lazne Zutice repe

Virus mozaika gusarke

Virus prstenaste
pjegavosti maline
Latentni virus
prstenaste pjegavosti
jagode
Virus crnih prstenova
rajcice
Virus prstenaste
pjegavosti rajcice

Virus nekroze duhana

Virus nekroti¢nog Soka
jagode
Latentni virus vrste
Fragaria chiloensis

Virus mozaika jabuke
(Izvor: Martin & Tzanetakis, 2006)

Strawberry crinkle virus
(Scv)
Strawberry mild yellow edge
virus (SMYEV)
Strawberry mottle virus
(SMoV)
Strawberry vein banding
virus (SVBV)
Strawberry chlorotic fleck
virus (SCFV)
Strawberry latent C virus
(SLCV)
Strawberry pseudo mild
yellow edge virus
(SPMYEV)
Strawberry pallidosis
associated virus (SPaV)
Beet pseudo-yellows virus
(BPYV)

Arabis mosaic virus
(ArMV)
Raspberry ringspot virus
(RpRSV)

Strawberry latent ringspot
virus (SLRSV)

Tomato black ring virus
(TBRV)

Tomato ringspot virus
(TORSV)
Tobacco necrosis virus
(TNV)
Strawberry necrotic shock
virus (SNSV)
Fragaria chiloensis latent
virus (FCILV)

Apple mosaic virus (ApMV)

lisne usi
lisne usi
lisne usi
lisne usi
lisne usi

lisne usi

lisne usi

Stitasti moljci
Stitasti moljci
nematode, sjeme

nematode, sjeme

nematode, sjeme

nematode, sjeme
nematode, sjeme
pseudogljive (Oomycetes)
tripsi, pelud, sjeme
pelud, sjeme

pelud, sjeme
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3.2.1. Virus naboranosti jagode

Virus naboranosti jagode (Strawberry crinkle virus, SCV) je jedan od najstetnijih virusa jagode.
Rasprostranjenost ovog virusa se usko veze uz rasprostranjenost jagodine lisne usi. Razlog
proizlazi iz toga $to se prijenos virusa naboranosti jagode odvija putem lisnih usi iz roda
Chaetosiphon perzistentnim nac¢inom. Zabiljezeno je kako su sve vrste roda Fragaria osjetljive
na SCV virus, a zanimljivo je kako se Stetnost ovog virusa povecava u prisutnosti drugih
virusnih zaraza na istom domacinu. Simptomi koji su vidljivi na osjetljivim kultivarima biljke,
prilikom zaraze virusom naboranosti jagode, uocavaju se u obliku uvijanja peteljke (Slika
3.2.1.1.), deformirane plojke lista, smanjene povrSine lista jagode i pojave kloroti¢nih pjega
koje su nejednake velic¢ine (Martin i Tzanetakis, 2006). Bitno je naglasiti kako je latentni period
SCV virusa, prenosenog jagodinom lisnom usi ovisan o temperaturama i trajanje mu se krece
od 10 do 19 dana. Pri nizim temperaturama uspjesnost prijenosa ovog virusa se smanjuje. Ova
¢injenica je razloga §to SCV virusa nema u hladnijim proizvodnim podruc¢jima (Krczal, 1982;
Voncina, 2015).

Slika 3.2.1.1. Prikaz simptoma na jagodi uzrokovanih virusom naboranosti jagode

(Izvor: https://www.ipmimages.org/)

3.2.2. Virus Sarenila jagode

Virus Sarenila jagode (Strawberry mottle virus, SMoV) je najucestaliji virus koji se javlja u
svim uzgojnim podruc¢jima jagode. Istrazivani su mnogi sojevi ovog virusa i zabiljeZeno je kako
vecina sojeva ne pokazuje znakove zaraze. Kod virulentnijih sojeva SMoV virusa zabiljezeno
je smanjenje vigora i prinosa do 30% (Freeman i Mellor, 1962). Simptomi su vidljivi poput
Sarenila listova i zastoja u rastu biljke (Slika 3.2.2.1.). Infekcija moze uzrokovati i potpuno

susenje jagode. Karakteristika ovog virusa je prijenos putem lisnih usi iz roda Chaetosiphon i
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pamukovom lisnom usi (Aphis gossypii) na semiperzistentan na¢in. Za uspjeSan prijenos virusa
potrebno je nekoliko minuta ishrane lisne usi na jagodi, a infektivnost se gubi za 2-3 sata. SMoV
virus se javlja i na podru¢jima bez prisutnosti jagodine lisne usi jer pamukova lisna us takoder
prenosi ovaj virus. Zbog tolerantnosti veéine kultivara na samostalne infekcije, opisani virus ne
predstavlja veliki problem. U podru¢jima s visokim populacijama vektorskih vrsta i s
prisutno$¢u drugih virusa prenosivih lisnim usima, uzgoj jagoda koji iskljucuje ucestalu
primjenu insekticida je mogu¢ jedino ako se u uzgoju koriste tolerantni kultivari jagode
(Voncina, 2015).

Slika 3.2.2.1. Simptomi na jagodi inokuliranoj virusom SMoV
(Izvor: Ward i sur., 2008)

3.3. Bakterioze jagode

Jedan od najvaznijih zdravstvenih problema koji se javljaju na jagodi su bakterijske infekcije,
a narocito su znacajne U kulturi njenog biljnog tkiva, kako u istrazivanju tako i u komercijalnoj
proizvodnji (Cassells, 1991; Leifert i Waites, 1992). Bakterijske infekcije je ¢esto tesko otkriti
(Debergh i Vanderschaeghe, 1988; Viss i sur., 1991). Zanimljivo je kako i zdrave biljke mogu
sadrzavati bakterije (Debergh i Vanderschaeghe, 1988; Leggatt i sur., 1988), a pojedini biljni
eksudati mogu izgledati sli¢no eksudatu koji potje¢e od patogenih bakterija (Bastiaens, 1983;
Finer i sur., 1991). Katkada kod zarazenih biljaka moze izostati prisutnost simptoma. Takoder,
biljka moze imati Smanjen potencijal razmnoZavanja, Smanjen postotak ukorjenjivanja ili moze
odumrijeti (Leifert i sur., 1989, 1992). Fitopatogene bakterije se prenose pasivno, putem
vektora, vode, aerosola, Cestica tla, biljnog soka, biljnih ostataka, alata za rezidbu, raznih
agrotehniCkih uredaja, sjemena i sadnog materijala Sto predstavlja veliku opasnost za
zdravstveno stanje. Nastanak bolesti, njen razvoj i nastanak epifitocije uvelike ovisi o okolisnim

uvjetima, virulentnosti patogena, ali i o opéem stanju biljke (Permi¢, 2016).
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3.3.1. Bakteriozna poligonalna pjegavost jagode

Poligonalna pjegavost jagode, uzrokovana bakterijom Xanthomonas fragariae Kennedy et
King otkrivena je u Minnesoti 1960. godine (Kennedy i sur., 1962). Ovaj patogen pronaden je
u mnogim regijama proizvodnje jagode diljem svijeta. Poligonalna pjegavost jagode Siri se
transportom zarazenih biljaka (Roberts i sur., 1997). Otpornost prema ovom patogenu pokazuje
jedino Fragaria moschata (Kennedy, 1965). Xanthomonas fragariae je poznata u svijetu pod
engleskim nazivom ,,angular leaf spot of strawberry“ (ALF). Svrstana je na EU listu 1I/A2 i
EPPO listu A2 (Trkulja i sur., 2012).

Prisutna je u EPPO regiji: Belgija, Francuska, Njemacka, Italija, Nizozemska, Portugal,
Rumunjska, Spanjolska, Svicarska i Ukrajina; u Aziji: u Tajvanu; u Africi: u Etiopiji; u S.
Americi: u Kanadi i SAD-u; uJ. Americi: u Argentini, Brazilu, Paragvaju, Urugvaju i Venecueli
(OEPP/EPPO, 2006).

Bakterija Xanthomonas fragariae uzrokuje smanjenje prinosa, ali bolest nije destruktivna. Vece
Stete 1 gubici nastaju prilikom ¢estog navodnjavanja jagode. Pocetni simptomi na listovima se
vide kao sitne, uglaste, sjajne i vodenaste pjege nepravilnog oblika (Slika 3.3.1.1. b). U ranoj
fazi, pjege su zamjetne samo na donjoj strani lista, a prozirne su promatrane ispod osvjetljenja
(Slika 3.3.1.1. a). Pjege se postupno povecavaju kako se zaraza Siri, spajaju se i nakon otprilike
2 tjedna se uocavaju na licu lista u obliku vodenastih, uglastih pjega koje postaju
crvenkastosmede (Slika 3.3.1.2.). Cesto je prisutan bakterijski eksudat na simptomati¢nom
dijelu lista jagode koji suSenjem postane taman 1 gumenast. Pjege se spajaju duz primarnih i
sekundarnih zila (Slika 3.3.1.2.). Mrtvo tkivo puca i ispada te oboljeli list poprima mozai¢an

izgled. Bakterija zahvaca i cvjetove, ali ne inficira plodove jagode (Trkulja i sur., 2012).

Slika 3.3.1.1. Pocetni simptomi poligonalne pjegavosti lista jagode (prikaz a) i simptomi
vidljivi na nali¢ju lista (prikaz b)
(lzvor: Janse i sur., 2001)
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Slika 3.3.1.2. Simptomi poligonalne pjegavosti na nali¢ju lista jagode

(Izvor: https://www.ipmimages.org/)

Izvor inokuluma predstavljaju ostaci zarazenog lista u tlu ili na povrSini tla. Vijabilnost
bakterija, unutar zaraZenih suhih listova, u laboratoriju odrZzane su najmanje 2,5 godina. Sirenje
zaraze se moze odvijati 1 putem eksudata kojeg vjetar ili kapljice kiSe mogu prenositi na
susjedne biljke u nasadu jagoda. Patogen ulazi u biljku kroz puci listova, a infekcija krune se
ostvaruje kroz rane ili putem inficiranog lista. Tijekom vegetacijske sezone bakterija X.
fragariae moze uzrokovati ciklus od nekoliko sekundarnih infekcija. Najpogodniji uvjeti za
razvoj zaraze su umjerene do hladne dnevne temperature (oko 20 °C), niske noéne temperature
i visoka vlaznost (Maas, 1984).

Preporuke za provodenje fitosanitarnin mjera, prema EPPO-u (1990), ukljucuju koristenje
(uvoz) sadnog materijala koji mora potjecati od mati¢nih biljaka bez utvrdene prisutnost X.
fragariae, a navedeno se odnosi na zemlje u kojima je zabiljezen ovaj patogen. Isto vrijedi i za
proizvodna podruc¢ja na kojima bolest nije utvrdena tijekom posljednjih pet vegetacijskih
sezona. Preporucuje se i vizualna kontrola u vrijeme mirovanja (pregled na poligonalne pjege
kod starijih listova). U Hrvatskoj jo§ uvijek nije potvrdena prisutnost bakterije X. fragariae, ali
potrebno je provoditi kontrole. Poznato je da je u pojedinim susjednim zemljama (primjerice
Italiji) prisutan ovaj patogen, stoga je jedina mogucéa mjera zastite sprje¢avanje njegovog unosa

u nasu zemlju.
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3.3.2. Palez plodova jagode

Fitopatogene bakterije iz roda Erwinia uzrokuju bolesti pojedinih znacajnih kultiviranih biljaka.
Poznata je reakcija biljaka na bakterijske infekcije koja se iskazuje u vidu niza kemijskih
reakcija i izlu¢ivanju signalnih molekula, a sve kako bi se biljka pokusala osloboditi od
patogena (Thekkiniat i sur., 2016). U Hrvatskoj je iz ovog roda najpoznatija vrsta Erwinia

amylovora koja uzrokuje bakteriozni paleZ jabuka i krusaka.

Patogen Erwinia pyrifoliae prvi je put opisan 1999. godine u Koreji (Kim i sur., 1999, 2001).
E. pyrifoliae uzrokuje palez na azijskim ili Nashi kruskama (Pyrus pyrifolia) i smatralo se kako
je njegova rasprostranjenost ograni¢ena na podru¢ju istoéne Azije (Koreja i Japan).
Istrazivanjem, koje je provedeno u proljece 2013. godine u Nizozemskoj, pronadene su jagode
na nekoliko lokacija koje su pokazivale intenzivno crnjenje njihovih nedozrelih plodova i
stabljike (Slika 3.3.2.1. a). Primijeceno je kako se na povrSini mladih plodova i njihovih
stabljika razvija kaplji¢ni iscjedak (Slika 3.3.2.1. b). Na listovima nije bilo simptoma. Analizom
zarazenih plodova jagode, utvrdene su bakterijske kolonije sliéne onima kod roda Erwinia.
Daljnjom analizom, izolati su identificirani kao E. pyrifoliae pomoc¢u provedenog PCR testa u
stvarnom vremenu (Real-time PCR; Wensing i sur., 2012). Provedena je inokulacija cvjetova
jagoda koja je rezultirala nekrozom bez stvaranja kaplji¢nog iscjetka (Thekkiniath i sur., 2016).

Za sada ova zaraza nije zamijecena $ire od navedenih lokacija.

Slika 3.3.2.1. Prikaz simptoma zarazom bakterijom Erwinia pyrifoliae
(Izvor: Thekkiniath i sur., 2016)
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3.3.3. Bolesti uzrokovane bakterijama iz roda Pseudomonas

Predstavnici ovog roda su vrlo rasprostranjeni i mogu prouzrociti velike Stete. Zarazavaju razne
biljne vrste. Jagode se danas koriste u uzgojne i ukrasne svrhe te postoji veci rizik od Sirenja
razli¢itih patogena kao i za njihovo odrzavanje u mnogim arealima koji su udaljeni od

intenzivnih nasada jagode.

Bakterije ovog roda su usko specijalizirane, a pojedine imaju izrazen polifagni karakter i
parazitiraju zeljaste i drvenaste biljke. Napadaju uglavnom parenhimsko tkivo uzrokujuci
razli¢ite simptome bolesti poput nekroza (pjegavosti), plamenjace, rak-rana, tumora, uvelosti i
trulezi biljaka. Zarazu vrSe prodiranjem u biljke kroz puci, lisne oziljke i oSte¢enja nastala od
biotickih i abiotickih ¢imbenika (Arsenijevic¢, 1988).
Prema Young i sur. (1978) bakterije roda Pseudomonas (Ps.) svrstavaju se u tri grupe:

1. fluorescentne

2. nefluorescentne bakterije kod kojih ve¢ina moze stvoriti polibetahidroksibutirat

3. atipi¢ne bakterije roda Pseudomonas.

Na hranjivim podlogama bakterije roda Pseudmonas tvore sluzave kolonije bijele boje i stvaraju
plavicasti odsjaj prilikom promatranja izolirane kolonije (na agaru) pri propusnoj svijetlosti.

Bakterije ovog roda su ve¢inom aerobne, Stapicastog oblika, asporogene i Gram-negativne.

Bakterije ovog roda potjecu od saprofitne vrste Ps. fluorescens koja je prisutna u sastavu
zemljiSne mikroflore. Antigena struktura ovih patogena je vrlo sli¢na, a njihovi su bakteriofagi

dosta polifagni. Oba navedena svojstva oteZavaju njihovu identifikaciju (Arsenijevic¢, 1988).
Palez cvijeta jagode

Godine 2003. zapazeni su neuobicajeni simptomi na komercijalnim jagodama (Fragaria x
ananassa Duch.), koje su uzgajane u vise regija u Watsonvilleu (SAD, CA). Simptomi su bili
u vidu smedih lezija na donjim dijelovima lapova jagoda. Lezije su se raSirile i na gornje
dijelove lapova te na druge dijelove biljke, ali nisu zapazeni simptomi na listovima. Izolacijom,
na King B agaru, dobivena je Gram-negativna, plavo-zelena fluorescentna bakterija iz roda

Pseudomonas.

Izolati su uzrokovali truljenje kriski krumpira, ali nisu izazvali reakciju preosjetljivosti na

duhanu (Nicotiana tabacum L. var. 'Samsun’), sto ukazuje na pripadanje bakterija Lelliotovoj
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LOPAT grupi IVa, P. marginalis. lzolati iz jagode usporedeni su sa patotipovima sojeva
Pseudomonas marginalis pv. marginalis, P. marginalis pv. alfalfae i P. marginalis pv.
pastinaceae. 16S rDNA sekvenca soja vrste P. marginalis (Z76663) bila je 97 do 99% sli¢na
sa cetiri sekvence izolirane jagode (GQ845121). Patogenost izdvojenih izolata je potvrdena u
pokusu na jagodi (sorta 'Albion’). Nakon 7 dana, unutar staklenika (visoka vlaga zraka,
temperatura oko 25 °C) otprilike polovica cvjetova, inokuliranih s izolatima, imala je simptome
na lapovima koji su bili identi¢ni simptomima uocenima na uzgojnoj povrSini u Watsonvilleu.
Nadalje, inokulirani cvjetovi su bili identi¢ni onima koji su koriSteni za inokulaciju biljaka, §to
je potvrdeno reakcijama LOPAT-a i rep-PCR-om, ¢ime su u navedenom istrazivanju
kompletirani Kochovi postulati. Cvjetovi, umoceni u fosfatni pufer ili u teku¢u kulturu sojeva
patotipa P. marginalis, nisu razvili simptome i nisu mogli biti ponovno izolirani. Ovo je prvo
izvjeSce o palezu cvijeta jagode koji je uzrokovala P. marginalis i prvo izvjesée 0 P. marginalis
na jagodama u Kaliforniji. P. marginalis uzrokuje propadanje pupova jagoda u Japanu.
Potrebno je provodenje daljnjih testiranja u svrhu utvrdivanja da li dobiveni izolati pripadaju

novom ili ve¢ prethodno opisanom patovaru P. marginalis (Bull i sur., 2009).
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4. ZASTITA JAGODE OD BOLESTI

Suvremena fitomedicina se bazira na ekoloski prihvatljivom nacinu suzbijanju biljnih bolesti i
Stetnika. Stremi prema smanjivanju upotrebe kemijskih sredstava u $to ve¢oj mogucoj mjeri.
Ovakav pristup zastiti bilja integrira sve nacine suzbijanja Stetofinja i smanjivanje njihove
masovnije pojave uz implementaciju bioloSkih mjera suzbijanja (bioloski agensi ili
biopesticidi). Sve viSe se posvecuje paznja istrazivanju i otkrivanju novih bioloskih mjera
zastite, ali one jo$ uvijek u intenzivnim proizvodnjama ne mogu postati mjera koja bi zamijenila
primjenu klasi¢ne kemijske zastite. Medutim, bioloSke mjere zastite sastavni su dio integrirane
poljoprivrede (Mili¢evi¢ i sur., 2006). Za sve bolesti potrebno je provoditi preventivne
agrotehnic¢ke mjere koje ukljucuju pravilan izbor terena, rotaciju usjeva (plodored), upotreba
bezvirusnog sadnog materijala, uklanjanje lis¢a i korova. Takoder, potrebno je koristiti i
direktne mjere zastite u svrhu suzbijanja ekonomski najznacajnijih bolesti, korova i Stetnika

(Nikoli¢, 2011).

Za mikoze jagode, u Hrvatskoj (2018. godina), registrirano je 7 trgovackih pripravaka:
COSAVET DF, DITHANE DG NEOTEC, DITHIANE M-45, NORDOX, QUADRIX,
RIDOMIL GOLD MZ PEPITE i SCORE 250 EC. Djelatne tvari koje su prisutne u tim
formulacijama redom su: sumpor, mankozeb, mankozeb, bakarni oksid, azoksistrobin,
metalaksil-M u kombinaciji s mankozebom i difenkonazol. Navedene djelatne tvari dozvoljene
su, prema njihovoj registraciji, za suzbijanje pepelnice, trulez korijena i korijenovog vrata,
antraknoze, gnomonijske mrljavosti lista, crvene pjegavosti lista, ali one mogu pokazati i
djelovanje na neke druge bolesti za koje nisu registrirani (difenkonazol suzbija pepelnicu, ali
ima i djelovanje na palez lista) (FIS, 2018). Osim bolesti koje zahvac¢aju nadzemni dio jagode,
postoje i one bolesti koje se razvijaju na korijenu. Mjere zaStite se baziraju na koriStenju
zdravog sadnog materijala, izbor odgovarajuceg tla, sterilizacija tla fumigantima i uzgoj
rezistentnih kultivara. Prije sadnje potrebno je provesti dezinfekciju prostora (ako se uzgaja u
zaSticenom prostoru). Postoji moguénost kemijskog suzbijanja u smislu potapanja korijena
biljaka prije same sadnje ili zalijevanja biljaka nakon sadnje dozvoljenim fungicidima. Dozvolu
za 2018. godinu ima fungicid trgovackog naziva RIDOMIL GOLD MZ PEPITE (aktivne tvari
metalaksil-M i mankozeb) u svrhu zalijevanja jagoda nakon sadnje (FIS, 2018).

U proizvodni jagode, virusne bolesti su iznimno opasne. Uzrokuju degeneraciju, krzljavost i
slabljenje biljaka jagode ukljucujuéi i izravan utjecaj na smanjenje prinosa (25 — 75%) te slabiju

kvalitetu plodova. Suzbijanje virusa nije moguce kemijskim metodama. Mjere suzbijanja
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oslanjaju se na upotrebu bezvirusnog sadnog materijala, brzo uklanjanje zaraZzenih biljaka i
suzbijanje vektora virusa. Najucinkovitiju zastitu od Steta uzrokovanih virusima predstavljaju
rezistentni (otporni) ili tolerantni kultivari (Nikoli¢, 2011). Martin i Tzanetakis (2006) upucuju
na pojavu rezistentnosti vektora na insekticide, koji predstavljaju problem u kontroli virusnih
bolesti, i kao glavno oruzje u suzbijanju navode proizvodnju ,,virus — free* sadnog materijala
kroz certifikacijske sheme te selekcija na otpornost. Takoder, isti autori navode kako se u nekim
zemljama sve viSe uvodi jednogodi$nje koriStenje sadnica ¢ime se znatno umanjuje Stetnost

viroza.

Bakterioze na jagodama se moze uspje$no kontrolirati koriste¢i certificirani sadni materijal
kojim se minimalizira moguc¢nost unosa i razmnozavanja bakterija na uzgojnoj povrsini. U
slu¢aju pojave poligonalne pjegavosti lista jagode, pojedinim mjerama se moze umanjiti utjecaj
ove bolesti. Jednom kada se Xanthomonas fragariae etablira, nemoguce ju je eradicirati.
Potrebno je paziti na pravilnu gnojidbu u vlaznim i susnim periodima jer pretjerana fertilizacija
pogoduje razmnoZavanju bakterija. Potrebno je uklanjati korove kako bi se odrzala prozra¢nost
u nasadu i omogucilo brze susenje mokrih listova jagode. Preporucuje se smanjenje koristenja
oruda kao i obavljanje djelatnosti radnika u polju u vrijeme kada su listovi jagoda vlazni.
Definiranje areala bolesti u nasadu, promatranje simptoma bolesti i uklanjanje biljnog otpada
¢e smanyjiti (reducirati) koli¢inu prezimljujuc¢eg inokuluma patogena. U Hrvatskoj dozvolu za
zastitu jagode od bakterioza ima pripravak NORDOX 75 WG, ¢ija aktivna tvar je bakarni oksid
(FIS, 2018).
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5. MATERIJALI | METODE

U proljece 2018. godine, na podruc¢ju Gradskog vrta u Mandlovoj ulici u Zagrebu i na podrucju
uzgojnih povrsina jagode u Donjoj Lomnici, prikupljeni su uzorci listova jagode s vidljivim
simptomima koji podsjec¢aju na simptome bakterioza (Slika 5.1.). Provedena je izolacija

prisutne bakterijske flore koja se nalazila u tkivu prikupljenih uzoraka.

Slika 5.1. Prikupljeni uzorci listova jagode koji su koristeni za izolaciju bakterijske flore

(original)

5.1. Uzgoj i procis¢avanje bakterijskih izolata

Izolacija je zapocCeta pripremom bakterioloskog hranjivog agara (engl. nutrient agar, NA). Ova
hranjiva podloga pogodna je za uzgoj veline fitopatogenih bakterijskih vrsta. Nakon
inokulacije bakterija na svjezi hranjivi medij NA, ploce su inkubirane pri temperaturi od 28 °C
i pohranjene u termostat na 48 h, nakon ¢ega su pregledane. Inkubacija je omoguéila optimalne

uvijete za razvoj Sirokog spektra bakterija.

Izolirana mjeSovita bakterijska kultura, iz listova jagode pokazala je razlicite morfoloske

karakteristike na hranjivom agaru NA u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm.

Nakon dobivenih mnogobrojnih bakterijskih kolonija, odabrane su sve morfoliski razlicite,
pojedina¢ne kolonije i ukupno ih je izdvojeno 10. Odabrane kolonije se nisu medusobno
dodirivale i svaka je bila udaljena od ostalih bakterijskih kolonija. Bakterioloskom iglom su
bakterije iz svake odabrane kolonije prenijete na zasebne ploce (petrijevke) s hranjivom krutom
podlogom NA standardnom metodom razmaza, po povrsini hranjivih podloga, u svrhu
dobivanja Cistih kolonija. Prilikom razmaza bakterija po hranjivom mediju, bilo je nuZno
spaljivati ezu na Busenovom plameniku unutar laminara (komora za sterilne uvjete rada) ¢ime
se omogucilo razrjedivanje bakterija tijekom razmaza. Takoder, prilikom svakog razmaza,
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rotirana je Petrijeva ploca §to omogucava zasadivanje sve manjeg i manjeg broja bakterija na
pojedinim regijama hranjivog agara, kako bi se u konacnici dobile odvojene bakterijske
kolonije tj. Cisti bakterijski izolati. Nakon provedenog postupka izolacije, Petrijeve ploce su
inkubirane u termostatu na temperaturi od 28 °C u razdoblju od dva dana (48 sati). Nakon

inkubacije, dobivene su bakterijske kolonije razli€itih boja, mukoznosti i veli¢ina.

Takoder, za uzgoj izolata koristena je i poluselektivna podloga King B (KB) na kojoj razliciti
izolati mogu razviti drugacija morfoloska obiljeZja u odnosu na ona koja pokazuju na hranjivoj
podlozi NA. Nakon u¢injenog testa odredivanja reakcije po Gramu (KOH test; Suslow i sur.,
1982), izolati koji su bili Gram-negativni presadeni su na KB hranjivu podlogu, uz iznimku za
izolat 6 koji je bio Gram-pozitivan, ali je pokazao vidljivu fluorescenciju pod ultraljubi¢astom
svjetlosc¢u. Izolati, koji su presadeni na KB podlogu i koji su uspjesno rasli na njoj, su koristeni
za testiranje patogenosti na duhanu i jagodama. Daljnjem istraZivanju pridodan je i izolat E 17,
prikupljen 2017. godine u plasteni¢koj proizvodnji jagoda, za kojeg se pretpostavilo da je
fitopatogen. Na KB hranjivoj podlozi izolati razvijaju drugacija morfoloska obiljezja

usporedujuéi njihov uzgoj na NA hranjivoj podlozi.

5.2. Reakcija po Gramu

Odredena je reakcija po Gramu za sve dobivene izolate pomo¢u KOH-testa. Prilikom
provodenja ovog testa, kod Gram-negativnih bakterija se, uz upotrebu 3%-tne vodene otopine
KOH, razgraduje njihova stani¢na stijenka i oslobada stanicna DNA (Suslow i sur., 1982). Test
se provodi na predmetnom stakalcu na nacin da se prikupe bakterije uzgojene na krutoj
hranjivoj podlozi pomocu sterilne ¢ackalice i potom suspendiraju u otopini KOH. Nastanak niti,
koja se pruza od bakterijske suspenzije do vrha podignute ¢ackalice, odgovara Gram-negativnoj

reakciji izolata. Izostanak niti smatra se Gram-pozitivhom reakcijom testiranog izolata.

5.3. Stvaranje fluorescentnog pigmenta

Sposobnost proizvodnje specificnih pigmenata je karakteristika koja je vrlo korisna u
determinaciji bakterija aerobnih vrsta roda Pseudomonas. Medutim, sinteza dvaju najéescih
tipova pigmenata, koji se nalaze u tim bakterijama (fluorescentni pigmenti topivi u vodi i
fenazin pigmenti), znacajno ovisi 0 sastavu medija (hranjive podloge) i stoga se ne ocituju u

svim uvjetima rasta. King, Ward i Raney (1954) razvili su dvije hranjive podloge s razli¢itim
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mineralnim dodacima (nazvane King A i King B) koje su vrlo korisni u otkrivanju
fluorescentnog pigmenta i fenazin pigmenta. King B omogucava i poti¢e proizvodnju
fluorescentnog pigmenta, a u veéini slu¢ajeva potpuno potiskuje proizvodnju fenazin pigmenata
(Meyer i Abdallah, 1978). Izlaganje izolata, koji se nalaze na KB mediju, ultraljubi¢astom

svijetlu, omogucava prikaz fluorescencije bakterija iz roda Pseudomonas.

5.4. Hipersenzitivna reakcija na duhanu

Proveden je test hipersenzitivne reakcije na duhanu (Nicotiana tabacum var. 'Samsun’) u svrhu
provjere patogenosti 6 odabranih bakterijskih izolata prema standardnoj metodi razvijenoj od
strane Klementa i Goodmana (1967). Svih 6 izolata je prethodno uzgojeno na krutoj hranjivoj
podlozi KB, inkubacijom na 28 °C u termostatu. Nakon 48 sati, prikupljene su ploce s izolatima
koji su aktivno rasli na njima, potom su napravljene bakterijske suspenzije u Cistoj sterilnoj
vodi, sa svakim izolatom pojedina¢no, u ukupnom volumenu od 2 mL s koncentracijom od oko

108 cfu/mL (eng. colony forming units).

Bakterijske suspenzije su premjestene u sterilne Sprice s hipodermalnim iglama i injektirane u
mezofil lista duhana i/ili su injektirani samo pomocu $price pritisnute na list (Slika 5.4.1.). Test
je proveden na nacin da se suspenzija svakog pojedinac¢nog izolata unijela u mezofil samo
jednog lista koji je oznacen brojem injektiranog izolata i provedeno je injektiranje negativne
kontrole (sterilna destilirana voda). Biljke duhana su u ovom testu, u trenutku injektiranja, imale
8 — 10 razvijenih listova. Prvi rezultati testa oCitani su nakon 24 h, a potom su se ocitanja izvrsila
3.1 7. dan nakon provedenog testa. Isti postupak se proveo na mladim biljkama duhana koje su
imale 3 — 4 lista u vrijeme injektiranja (Slika 5.4.1., zadnji prikaz). Ako su izolati, koristeni u
ovom istrazivanju, saprofitskog karaktera, nije o¢ekivan razvoj vidljivih, nekroti¢nih simptoma

na listovima duhana.

Slika 5.4.1. Nacini unosa bakterijskih suspenzija istrazivanih izolata u mezofil lista duhana
prilikom testiranja hipersenzitivnosti
(original)
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5.5. Bio-test na jagodama

U svrhu potvrdivanja patogenosti izolata na jagodi bilo je nuzno provesti bio-test. Testiranje
svih 6 izolata je provedeno obzirom da su bile prisutne brojne reakcije na mladim biljkama
duhana. Izolat 6 je pokazao najintenzivnije reakcije na listu velikog i malog duhana. Test je
proveden na 4 sadnice jagode mjesecarke. Odabrane jagode su istog sortimenta kao i jagode od
kojih su prikupljeni uzorci zarazenih listova. Jedna sadnica je bila kontrolna (provedena
negativna kontrola injektiranjem Ciste sterilne vode) i njezina svrha je bila usporedba zdrave
biljke sa zarazenom. Za potrebe bio-testa koriStene su iste bakterijske suspenzije pripremljene
za hipersenzitivnu reakciju na duhanu. KoriStene su sterilne $price i hipodermalne igle za unos
suspenzije u mezofil lista. Jagoda ima tvrdi list i unos je bio otezan, stoga je injektiranje
obavljeno snaznim pritiskom na klip Sprice u kojoj se nalazila bakterijska suspenzija, a koja je
naslonjena na povrSinu lista jagode (Slika 5.5.1.). Sadnice jagoda su svakodnevno
provjeravane, a pojave simptoma biljezene nakon 24 sata od infekcije te nakon 3. i 7. dana od

inokulacije bakterijske suspenzije u listove jagoda.

Slika 5.5.1. Unos bakterijske suspenzije izolata u mezofil lista jagode

(original)
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6. REZULTATI | RASPRAVA

Izolacija fitopatogenih bakterija iz listova jagode na hranjivoj NA podlozi prikupljenih na
podrucju Gradskog vrta u Mandlovoj ulici u Zagrebu i na podruc¢ju uzgojnih povrsina jagode u
Donjoj Lomnici, uz dvodnevnu inkubaciju, rezultirala je razvojem brojnih raznovrsnih
bakterijskih kolonija (Slika 6. 1.).

Slika 6.1. Izolirane mjesovite bakterijske kulture iz prikupljenih uzoraka lista jagode

(original)

Iz dobivenih mjeSovitih kultura, serijom subkultivacija i razmaza ezom na pripremljenim
hranjivim podlogama NA te uz odabir svih morfoloski razli¢itih bakterijskih kolonija,
proc¢iséeno je 10 bakterijskih izolata (dobivene su Ciste linije odnosno klonovi) (Slika 6.2.;

Tablica 6.1.).
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Slika 6.2. Prikaz 10 razli¢itih bakterijskih izolata izoliranih iz simptomati¢nih listova jagode
na hranjivoj NA podlozi

(original)
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Tablica 6.1. Karakteristike izolata na KB hranjivoj podlozi

Oznaka izolata Morfoloska obiljezja Fluorescencija Slika izolata

Bjelkaste kolonije obilnog

1 ) -
rasta, slabe mukoznosti

5 Zute kolonije obilnog rasta, i

mukozne
4 Prozirno — bijele kolonije +
Zutonaranéaste kolonije,

5 L g -
tekuce 1 obilnog rasta

6 Zute kolonije +

E17 Zutonarancaste kolonije i

sporog rasta

(original)

Provedena je reakcija po Gramu za svih 10 izolata kroz KOH test (Tablica 6.2.). Za testiranje
patogenosti dobivenih izolata, odabrani su oni koji su pokazali Gram-negativnu reakciju, ali
njima su pridodani i izolati 6 te izolat E 17 (prikupljen 2017. godine na listu jagode uzgojene u

plastenikuy).
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Tablica 6.2. Reakcija po Gramu za 10 razli¢itih izolata

Oznaka izolata Gram reakcija
1 negativna
2 negativna
3 negativna
4 negativna
5 negativna
6 prijelazna
(negativna/pozitivna)
7 pozitivna
8 pozitivna
9 pozitivna
10 pozitivna

(original)

Kod izolata 6 nadena je prijelazna (negativna/pozitivna) Gram-reakcija tj. nije nastala ¢vrsta
viskozna nit kakva se o¢ekuje kod Gram-negativnih bakterijskih izolata, ipak razlog njegovog
odabira za ulazak u nastavak testiranja bila je njegova produkcija vidljivog plavo — zelenog
pigmenta na hranjivoj podlozi KB (karakteristika vrste roda Pseudomonas).

Prethodno odabrani izolati su presadeni na poluselektivnu KB podlogu i inkubirani u termostatu
48 sati na 28 °C. Nakon provedene inkubacije, izolati su izloZeni ultraljubi¢astom svijetlu u

tamnoj komori kako bi se provjerila moguénost fluorescencije (Slika 6.3.).

Slika 6.3. Prikaz fluorescencije izolata 4 i izolata 6 pod ultraljubicastim svijetlom

(original)
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Izolat 4 i izolat 6 su pokazali intenzivnu fluorescenciju prilikom testiranja iz ¢ega se zakljucuje
da se radi o skupini fluorescirajucih vrsta iz roda Pseudomonas sukladno King i sur. (1954).
Svi odabrani izolati (ukupno njih 6) koristeni su hipersenzitivnoj reakciji na duhanu kao i u bio-

testu na jagodama.

Provedbom testa hipersenzitivne reakcije na duhanu Nicotiana tabacum var. 'Samsun’ utvrdena
je patogenost izolata 6 prvog dana nakon unosa bakterijske suspenzije navedenog izolata u
parenhim lista (vidljive nekroze lista, Slika 6.4. a) uz malu toc¢kastu nekrozu na drugom listu
duhana nastale od izolata 2 (Slika 6.4. b). Izolat 4 uzrokovao je malu toc¢kastu nekrozu lista
duhana uz sporednu zilu lista (Slika 6.4. c). Drugi testirani izolati (ukljucujuéi i negativnu
kontrolu) nisu pokazali vidljive promjene na listovima nakon prvog dana od provedene
inokulacije (Tablica 6.3.).

Nakon tre¢eg dana od provedene inokulacije, iskazani simptomi su bili nepromijenjeni, a novih

reakcija na druge izolate nije bilo.

a)

Slika 6.4. Rezultati hipersenzitivne reakcije na duhanu - nekroze uzrokovane izolatom 6
(prikaz a), izolatom 2 (prikaz b) i izolatom 4 (prikaz c) na duhanu (Nicotiana tabacum var.

‘Samsun’)

(original)
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Tablica 6.3. Rezultati provjere reakcije listova duhana prvog dana nakon provedene inokulacije

s bakterijskim izolatima

Broj izolata Vidljive promjene
Izolat 1 Nema vidljivih promjena
Izolat 2 Tockasta nekroza uz glavnu zilu lista §v)
W) Py
(- Tockasta nekroza uz sporednu Zilu lista <
T Izolat 4 -
> duhana o
z I : >
Izolat 5 Nema vidljivih promjena pd
Izolat 6 Vidljive velike nekroze na listu
Izolat E 17 Nema vidljivih promjena
(original)

Pregledom listova duhana sedmog dana nakon inokulacije, zabiljeZene su promjene od ranije

prisutnih simptoma na listovima duhana u obliku Zué¢enja nekroza (Slika 6.5.).

a) b) <)
Slika 6.5. Nekroze lista duhana uzrokovane izolatom 6 (prikaz a), izolatom 2 (prikaz b) i

izolatom 4 (prikaz c) na duhanu 7 dana nakon provedene inokulacije

(original)

Ucinjen je test hipersenzitivnosti i na mladim biljkama duhana s istim izolatima. Mlade biljke

su osjetljivije na sve vrste patogena, a dobiveni rezultati sukladni su tome. Inokulacija je
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provedena s bakterijskim suspenzijama prislanjanjem S$price o mekani list duhana. Svaka
bilj¢ica je predvidena za jedan izolat. Nakon prvog dana od inokulacije vidljiva su oSte¢enja na
plojkama lista (Slika 6.6. a), a nakon sedam dana od provedene inokulacije, vidljivi su i
simptomi na listovima dolazi do smede nekroze i izrazitijeg uvijanja vrha plojke listova
inokuliranih izolatima 1, 2, 6 i E 17 (Slika 6.6. b). Moze se zakljuciti kako izolat 6 ima patogena

svojstva.

Slika 6.6. Ostec¢enja na plojkama mladog duhana nakon prvog dana od inokulacije (prikaz a);

Nakon sedam dana vidljivi su izrazitiji simptomi u vidu nekroza i uvijanja plojki (prikaz b)
Legenda: izolat 1 ©: izolat 2@©: izolat 4  ; izolat 5 ©; izolat 6 ©:1zolat E 17 ©.

(original)

Bio-test na jagodama ucinjen je sa svih 6 izolata. KoriStene su 4 sadnice jagode mjesecarke.
Pripremljene bakterijske suspenzije unesene u parenhim plojke listova jagode. Svaka plojka je
obiljezena oznakom izolata koji je prethodno inokuliran u njih. Redovito se pratila pojava i
razvoj simptoma. Bitno je napomenuti kako su listovi jagode dosta tvrdi (kozasti) i prilikom
unosa bakterijske suspenzije u mezofil lista, dogodila su se oste¢enja na plojkama. Takoder,
sadnice jagoda su uzgajane u optimalnim uvjetima potrebnim za njihov rast i razvoj te nisu bile
izloZzene okolisnim ¢imbenicima koji bi mogli negativno utjecali na njih. Prvog dana, nakon
provedene umjetne zaraze listova jagode, nisu uocene vidljive promjene koje bi ukazivale na
simptome uzrokovane od unosa bakterijskih suspenzija u mezofil lista jagode. Nakon trec¢eg

dana, jasno su vidljiva oSte¢enja na svim listovima koji su bili inokulirani (to¢nije propadanje
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tkiva na mjestima inokulacije. Obzirom na oblik lezija, moguce je da se radilo o reakciji na

mehanicka oStec¢enja nastala prilikom unosa bakterijske suspenzije u parenhim lista.

Sedmi dan obiljezen je gotovo istim reakcijama biljaka na sve ispitivane izolate. Usporedujuci
simptome nastale inokulacijom izolata 6 sa simptomima nastalima od drugih testiranih izolata
(izolati 1, 2, 4, 5, i E 17 i ukljucujuci negativnu kontrolu) medusobno ne pokazuju nikakvu
razli¢itost. Primjer simptoma vidljivi su na Slici 6.7. a i b koja prikazuje lice i nalicje

inokuliranog lista jagode izolatom 6.

a) b)
Slika 6.7. Vidljivi simptomi nastali inokulacijom izolatom 6 na gornjoj strani lista jagode
(prikaz a) i na nalicju lista jagode (prikaz b)

(original)

Simptomi mogu varirati S obzirom na utjecaj mnogih Cinitelja kao §to je fotoperiod, biljna
raznovrsnost, temperatura i vlaga te infektivnost suspenzije. U nekim slu¢ajevima, simptomi se
mogu povucéi tj. nestati ili postati beznacajni s daljnjim rastom biljke. Na primjer, vidljivi
simptomi uzrokovani bakterijom Pseudomonas syringae pv. syringae na kukuruzu su
zabiljezeni na pocetku toplog i suhog vremena (Vidaver i Lambrecht, 2004).

Hipersenzitivna reakcija (HR) je zapravo obrambeni mehanizam izazvan prisustvom patogena
u ne-domacinskom tkivu. Tkivo postaje senzibilizirano na patogena, §to rezultira brzim
odumiranjem lokalnih biljnih stanica i zarobljavanjem zone u kojoj se nalazi patogen. Duhan

se ¢esto koristi u HR testovima jer se njegovi veliki listovi pogodni za inokulaciju, a tkivo mu

40



je sklono preosjetljivosti prema vecini fitopatogenih bakterija. Odumiranje tkiva domacina u
podrucju infiltracije bakterijskih stanica, unutar 48 sati, ukazuje kako je bakterija vjerojatno
fitopatogena. Potvrda da patogen uzrokuje simptome bolesti zahtijeva testiranje patogenosti na
biljci koja je izvorni domacin. Realizacija ovog testa moze zahtijevati mnogo vremena (dani,
tjedni ili mjeseci), a narocito kod testiranja bakterijskih izolata iz vo¢nih vrsta. Moguce je da
¢e se simptomi iskazati kroz izvjesno vrijeme. Medutim, varijacija koja se moze dogoditi s
razli¢itim sojevima mozZe zahtijevati naprednija testiranja kao $to su molekularne analize

genoma (Vidaver i Lambrecht, 2004).

Takoder, izolat 6, koji je pokazao patogenu reakciju na duhanima, ne uzrokuje zarazu na
listovima jagode. U obzir treba uzeti i dobru kondiciju uzgajanih biljaka koja uvelike utjece na
uspjesnost provedenih inokulacija kao i primijenjen nacin inokulacije (postoje razne metode i
nacini prikladni za pojedine patogene). Temeljem navedenih rezultata ovog istrazivanja bilo bi
potrebno provesti daljnja istrazivanja u ovom radu izoliranih izolata koja ukljucuju i ELISA-
test s ciljem determinacije razli¢itih bakterijskih patogena koji zarazavaju jagodu, a kojim bi
se utvrdila vrsta svih nadenih izolata. Na taj nacin bi se mogla dovrsiti determinacija izoliranih
bakterija. Dobiveni rezultat bio-testa se moze tumaciti i na nacin da jagoda moze biti i izvor
inokuluma, odnosno domacin koji omogucava prezivljavanje brojnih bakterijskih vrsta koje
mogu biti patogene za druge biljke (ne nuzno i za samu jagodu). Ova teza bi se mogla gledati i
kao paralela s otkricem sposobnosti bakterije Erwinia amylovora (uzroc¢nika bakterioznog
paleza jabuke i1 kruske) da se replicira na cvjetovima nekoliko biljaka koje nisu domacini

(jagoda, treSnja, nektarina, borovnica, tratinCica,...) (WeiBhaupt i sur., 2015).

Postoji moguénost kako simptomi koji su bili prisutni na listovima jagode, prikupljenima za
provodenje ovog istrazivanja, nisu nastali isklju¢ivo kao odgovor na infekciju bakterijskom
populacijom. Sli¢ni simptomi mogu nastati i kao reakcija nedostatak pojedinih elementa u tlu,
stres biljke koji je nastao od hladnoce (postupno propadanje lista) te virusnih ili gljivi¢nih

infekcija.

Brojne rizosferne bakterije, kao pojedine filosferne, primjerice iz roda Pseudomonas, su vrlo
ucinkovite u inhibiranju razvoja pojedinih mikoza i bakterioza te se njihovim daljnjim
proucavanjem otvaraju nove moguénosti za pronalazak alternativnih uéinkovitih i prihvatljivih

nacina zastite bilja od patogena.
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7. ZAKLJUCAK

1. Iz simptomati¢nog tkiva listova jagode izdvojeno je i procis¢eno 10 bakterijskih ¢istih
linija koje su se medusobno razlikovale prema morfoloskim karakteristikama.

2. Testirane bakterijske linije su rezultirale razli¢itim Gram reakcijama. Za potrebe
daljnjeg istrazivanja koristeni su Gram-negativni izolati i izolat oznake 6, koji je imao
prijelaznu (negativna/pozitivna) reakciju.

3. Bakterijski izolati oznake 4 i 6 proizveli su fluorescentni pigment na hranjivoj podlozi
KB, iz cfega se zakljuuje da se radi o skupini fluoresciraju¢ih vrsta iz roda
Pseudomonas.

4. Testom hipersenzitivnosti na duhanu (Nicotiana tabacum var. 'Samsun'), potvrdena je
patogenost bakterijskog izolata oznake 6.

5. Nakon sedam dana od provedbe bio-testa na sadnicama jagode mjesecarke, zbog
nemogucnosti razlikovanja posljedica mehani¢kih ozljeda (nastalih inokulacijom) od
simptoma inokuliranih patogenih bakterija, nije bilo moguée procijeniti uspjesnost
navedenog testa.

6. lako je u hipersenzitivnoj reakciji na duhanu izolat 6 pokazao simptome karakteristi¢ne
za infekcije uzrokovane patogenim bakterijama, potrebno je provesti dodatne
laboratorijske analize (npr. ELISA ili PCR) u svrhu potvrdivanja njegove pripadnosti

rodu Pseudomonas.
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