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REZIME

Tokom 2008. godine prikupljeni su uzorci obolelog lis¢a paprike sa simptomima bakte-
riozne pegavosti iz razli¢itih lokaliteta Republike Srbije. Izolacijom iz zaraZenih listova dobi-
jen je 101 soj bakterija. Cilj ovog rada je proucavanje odlika i identifikacija izolovanih sojeva
bakterije u skladu sa najnovijom nomenklaturom. Patogene i biohemijsko-fizioloske karak-
teristike sojeva proucene su koris¢enjem standardnih bakterioloskih testova. Odredivanje fi-
zioloskih rasa bakterijske populacije izvrseno je na osnovu reakcije diferencijalnih sorti pa-
prike Early Calwonder (ECW), njenih izogenih linija (ECW-10, ECW-20 ECW-30) i reakcijom
sorte Capsicum pubescens. Proucena je osetljivost sojeva u in vitro uslovima na streptomicin,
kasugamicin i bakar-sulfat. Rezultati proucavanja biohemijsko-fizioloskih odlika sojeva uka-
zuju da nasi sojevi pripadaju genetickoj grupi ,A’, odnosno vrsti Xanthomonas euvesicatoria.
Proucavani sojevi, takode, predstavljaju heterogenu populaciju u kojoj su zastupljene Cetiri
fizioloske rase bakterije X. euvesicatoria (P1, P3, P7, P8). Sojevi rezistentni na streptomicin ni-
su detektovani ovim istrazivanjima. Otpornost na 50 ppm kasugamicina utvrdena je kod 6
sojeva, a 13 sojeva je bilo otporno na 200 ppm bakar-sulfata. Prikazani rezultati ukazuju na
opasnost od razvoja rezistentnosti bakterija na ova jedinjenja.

Kljucne reci: Paprika; bakteriozna pegavost lista; Xanthomonas euvesicatoria; Xanthomonas
vesicatoria; Xanthomonas perforans; Xanthomonas gardneri; fizioloske rase; rezistentnost
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uvoD

Paprika (Capsicum annuum) u nasoj zemlji ima veliki
privredni znadaj i spada u grupu najznacajnijih povrtar-
skih useva. Gaji se na 0ko 20.000 ha, te se po zastupljeno-
sti nalazi na drugom mestu, iza paradajza (Gvozdenovi¢
i sar., 2008). Veoma je zastupljena u ishrani jer se u plo-
du paprike nalazi veliki broj jedinjenja zna¢ajnih za ljud-
ski organizam. Gajenje paprike ugrozava veliki broj pro-
uzrokovaca bolesti, koji uti¢u kako na semensku pro-
izvodnju, tako i na proizvodnju konzumne paprike.
Bakterioze paprike ¢esto prouzrokuju znacajne $tete i
stoga su predmet prou¢avanja mnogih istraziva¢a Sirom
sveta (Buonaurio i sar., 1994; Vauterin i sar., 1995; Sahin,
2001; Jones i sar., 2004; Obradovi¢ i sar., 2008). Kao
prouzrokovaci bakterioza paprike u literaturi se navode:
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis i sar., Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
i sar., Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Joung,
Dye&Wilkie, Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall
(Arsenijevi¢, 1997; Obradovié i sar., 2001; CAB, 2004).

Zahvaljujuéi brojnim istrazivanjima patogenih, biohe-
mijskih, seroloskih i molekularnih karakteristika, pro-
mene u taksonomiji bakeerije X. ¢. pv. vesicatoria, prou-
zrokovaca bakteriozne pegavosti li§¢a i krastavosti plo-
dova paprike, su tokom poslednje dve decenije bile vrlo
dinami¢ne. Nasuprot prvobitnom misljenju Dye i sarad-
nika (1964) da je populacija X. c. pv. vesicatoria priliéno
homogena, noviji rezultati su ukazali na postojanje dve
genetski i fenotipski razlicite grupe (Stall i sar., 1994).
Ovako podeljeni sojevi klasifikovani su u nove vrste — X.
axonopodis pv. vesicatoria (grupa A) i X. vesicatoria (gru-
pa B) (Vauterin i sar., 1995). Medutim, Jones i saradni-
ci (1998b), proucavajuéi sojeve Xanthomonas sp. pore-
klom iz paradajza, ukazuju na postojanje Cetiri grupe.
Ubrzo potom, predlazu da ove grupe dobiju status vr-
sta i nove nazive: Xanthomonas euvesicatoria (grupa A),
Xanthomonas vesicatoria (grupa B), Xanthomonas perfo-
rans (grupa C) i Xanthomonas gardneri (grupa D) (Jones
isar.,2000; Obradoviéisar., 2004, 2008). Bakterije X. 4.
pv. vesicatoria (=X. euvesicatoria) i X. vesicatoria nalaze
se na A2 karantinskoj listi za zemlje ¢lanice Evropskog
udruZenja za zastitu bilja (European and Mediterranean
Plant Protection Organization — EPPO). EPPO distri-
butivna mapa ovih patogena pokazuje da su Siroko ra-
sprostranjeni u svetu. U agroekoloskim uslovima Srbije
prouzrokovac bakteriozne pegavosti paprike X. envesica-
toria redovno se javlja i pri¢injava znadajne stete (Balaz,

1994; Arsenijevié, 1997; Mijatovi¢ i sar., 2007).

140

Populacija patogena je veoma dinami¢na i ranije je
utvrden vedi broj fizioloskih rasa (Minsavage i sar.,
1990; Bouzar i sar., 1994; Kousik i Ritchie, 1996; Sahin
i Miller, 1998; Obradovi¢ i sar., 2000a, 2004).

S obzirom da sojevi bakterije ne predstavljaju unifor-
mnu populaciju, te da postoji vedi broj fizioloskih ra-
sa, cilj ovog rada je karakterizacija i identifikacija izo-
lovanih sojeva bakterije i utvrdivanje rasnog sastava po-
pulacije Xanthomonas kompleksa, prouzrokovaca bak-
teriozne pegavosti paprike u Srbiji, kao i usaglagavanje
rezultata prema najnovijoj sistematici i nomenklaturi.

MATERIJAL | METODE
Izolacija patogena

Uzorci lis¢éa razli¢itih sorti paprike, sa simptomima
bakteriozne pegavosti, prikupljeni su iz vi$e lokalitetau
Srbiji tokom 2008. godine. Izolacija je vr§ena maceraci-
jom fragmenata lista uzetih na prelazu zdravog i obole-
log dela tkiva pomo¢u avana i tu¢ka. Zatim je kap ma-
cerata razmazana bakterioloskom petljom po podlozi
od kvai¢evog ekstrakta, glukoze i CaCO; (YDC) u pe-
tri-posudama (R=9 cm) (Arsenijevié, 1997). Zasejana
podloga je postavljena u termostat pri 26°C tokom 2-3
dana. Nakon inkubacije i razvoja kolonija, za dalja pro-
ucavanja odabrane su pojedinacne Zute, sluzaste kolo-
nije, pre¢nika 2-3 mm. Ciste kulture bakterija dobije-
ne su presejavanjem pojedinaénih kolonija na zako$enu
YDC podlogu. Izolovan je 101 soj bakterija ¢ija je vital-
nost odrzavana periodi¢nim presejavanjem i ¢uvanjem
kultura u frizideru pri temperaturi oko 7°C. Sojevi su,
takode, ¢uvani i u vidu suspenzije u vodi (konc. oko
103cfu/ml) u mikroepruvetama pri sobnoj temperaturi.

Za proucavanja bakteriolosih karakteristika kori$¢e-
ne su kulture bakterija starosti 24h. Kao kontrolni po-
sluzili su sojevi iz drugih kolekcija: Nacionalne kolekci-
je fitopatogenih bakterija Velike Britanije (X. gardneri -
NCPPB 881, X. vesicatoria — NCPPB 1423, X. peifomm
— NCPPB 4321) i Instituta za fitomedicinu Poljopri-
vrednog fakulteta u Beogradu (X. euvesicatoria KFB 1,
KFB 13, KFB 189 i Xanthomonas vesicatoria KFB 062).

Patogene odlike proucavanih sojeva

Provera patogenosti izvriena je metodom infiltraci-
je bakterijske suspenzije (konc. 108 cfu/ml) u tkivo iz-
medu nerava petog ili Sestog stalnog lista paprike sorte
Kalifornijsko ¢udo, pomocu medicinskog $prica i igle
(Obradovi¢isar., 2000a). Biljke paprike odrzavane suu
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laboratorijskim uslovima pri sobnoj temperaturi, a na-
stale promene posmatrane su narednih 7 dana.
Proucavana je i sposobnost sojeva da prouzrokuju hi-
persenzitivnu reakciju (HR) duvana sorte Samsun infil-
tracijom suspenzije bakterija u lisno tkivo izmedu nera-
va (Klement, 1963). Biljke duvana odrzavane su u labo-
ratorijskim uslovima pri sobnoj temperaturi, a ocena je
izvriena na osnovu pojave nekroze tkiva u toku 24 ¢asa.

Bakterioloske karakteristike

U cilju identifikacije sojeva proucavane su sledeée bak-
terioloske karakteristike: razlikovanje bakterija po Gramu
(3% KOH test), razvoj pri 37°C, metabolizam glukoze
(O/F test), redukcija nitrata, hidroliza skroba, Zelatina i
eskulina, pekeoliti¢ka aktivnost na kriskama krompira,
aktivnost oksidaze, stvaranje katalaze, stvaranje kiseline
iz manoze, D-arabinoze, D-glukoze, D-galaktoze i dek-
strina, kori$¢enje cis-akonitinske kiseline, tolerantnost
na trifenil-tetrazolijum-hlorid (TTC) koncentracije
0,02%i0,1% (Lelliot i Stead, 1987; Klement i sar., 1990;
Arsenijevi¢, 1997; Schaad i sar., 2001). Odgajivacke od-
like ocenjene su na osnovu razvoja bakterijskih kolonija
na podlogama YDC, MPA, mSQ, TTCA, Milk Tween
(MT) i Tween 80 (Kelman, 1954; Schaad i sar., 2001;
Balaz i Delibasi¢, 2005; Balaz i sar., 2008).

Identifikacija fizioloskih rasa

Odredivanje fizioloskih rasa bakterijske populaci-
je izvreno je na osnovu reakcije diferencijalnih sor-
ti paprike Early Calwonder (ECW), njenih izogenih
linija (ECW-10, ECW-20, ECW-30) i reakcijom sor-
te Capsicum pubescens. Ogled je izveden tako $to je se-
me navedenih genotipova paprike posejano u plasti¢-
ne kutije napunjene me$avinom sterilnog peska i ko-
mercijalnog supstrata (Florabella Klasmann tip 1) u
odnosu 1:3 i odrzavano u termostatu pri 22°C do ni-
canja biljaka. Potom su mlade biljke presadene u pla-
sti¢ne saksije sa zemlji$nim supstratom (Florabella
Klasmann tip 1) i gajene u zasti¢enom prostoru uz
smenu svetla i tame svakih 12 sati, pri temperaturi
25°C. Biljke u fazi 7-8 stalnih listova, inokulisane su
infiltracijom suspenzije bakterija (108 cfu/ml) medi-
cinskim $pricem u tkivo izmedu nerava petog ili Se-
stog lista (Obradovi¢ i sar., 2000a). Determinacija fi-
zioloskih rasa patogena izvrena je na osnovu reakcije
biljaka na testirane sojeve ponaosob (Tabela 1) (Sahin
i Miller, 1998). Kao znak kompatibilne (osetljive) re-
akcije tkivo lista u zoni infiltracije postaje vodenasto
3-5 dana nakon inokulacije. Inkompatibilnu reakciju
karakteri$e pojava hipersenzitivnosti (HR) 12-36 sa-
ti posle infiltracije.

Tabela 1. Klasifikacija rasa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria sojeva poreklom iz paprike (Sahin i Miller, 1998)

Diferencijalne linije paprike

Rase ECW ECW-10 Bsl ECW-20 Bs2 ECW-30 Bs3 Capsicum pubescens Bs4
PO - HR HR HR HR
P1 - - HR HR HR
P2 - - HR - -
P3 - - HR - HR
P4 - - - - HR
Ps - - - - -
P6 - - - - HR
P7 - - HR HR -
P8 - - HR - -

(—) Kompatibilna reakcija; (HR) Hipersenzitivna reakcija
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Osetljivost na CuSQ,, streptomicin-sulfat
i kasugamicin

U cilju ocene osetljivosti sojeva na baktericide ko-
rid¢ena je podloga sa saharozom i peptonom (SPA)
(Lelliot i Stead, 1987). U autoklaviranu i delimi¢no
prohladenu podlogu dodat je vodeni rastvor bakar-sul-
fata do kona¢ne koncentracije 100 ili 200 ppm, odno-
sno aktivne komponente antibiotika streptomicina ili
kasugamicina do kona¢ne koncentracije 50, 100 ili 200
ppm. Podloge su zatim razlivene u petri-posude, a pro-
ucavani sojevi su zasejani pipetiranjem 3pl bakeerijske
suspenzije, koncentracije oko 108 cfu/ml, na podloguu
vidu kapi. Posle 48h inkubacije pri 28°C ocenjen je ra-
zvoj kolonija na podlozi. Kao kontrola je koriéen soj X.
vesicatoria (KFB 062) rezistentan na bakar-sulfat i
pomenute antibiotike, a zasejana je i podloga bez do-
datka testiranih baktericida. Ogled je izveden u tri

ponavljanja. Preparati na bazi antibiotika nisu registro-
vani za upotrebu u zastiti bilja u nasoj zemlji i ovom
prilikom kori$¢eni su #z vitro u cksperimentalne svrhe.

REZULTATI

Simptomi bolesti

Tokom 2008. godine prvi simptomi bakteriozne pe-
gavosti paprike u polju uoceni su krajem juna i pocet-
kom jula uvidu tamnozelenih, vlaznih pega na mladim
listovima. Vremenom, sredisnji deo pege nekrotira i po-
staje mrk (Slika 1a). Pege se ire i spajaju, obrazujudi ve-
¢e zone nekrotiranog tkiva. Obolelo lis¢e se deformi-
$e, dobija bledozelenu boju i lako se odvaja od stabla i
opada. Na plodu se, takode, uo¢avaju nekroti¢ne, mr-

ke pege koje usled pucanja perikarpa vremenom dobi-

jaju izgled krasta (Slika 1b).

Slika 1. X. euvesicatoria — a) nekroti¢na pegavost lif¢a paprike, b) nekroti¢ne pege i kraste na plodu paprike; prirodna infekcija
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Izolacija patogena
Tri dana posle izolacije, na YDC podlozi, razvile
su se krupne, sjajne, zute i ispupéene kolonije bakte-

rija, karakteristi¢ne za pripadnike roda Xanthomonas.

Tabela 2. Proucavani sojevi X. envesicatoria poreklom iz Srbije

Pojedinac¢ne kolonije izolovanih bakterija su preseja-
ne, metodom razmaza, radi provere ¢istode, a zatim su

ponovo izborom i presejavanjem pojedinaénih koloni-

ja tipi¢nog izgleda dobijene iste kulture 101 soja oda-
branog za dalja prou¢avanja (Tabela 2).

Sifre sojeva Sorta paprike Datum Lokalitet
RKFB

164 Nepoznata / unknown 20.07.2008.  Kula

165 Nepoznata / unknown 20.07.2008.  Topola

166 Nepoznata / unknown 20.07.2008.  Topola

167 Nepoznata / unknown 20.07.2008.  Kula

189, 190 Slonovo uvo 17.06.2008.  Despotovo
191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201 Boni 17.06.2008.  Despotovo
202,203 HS-2 20.06.2008.  Horgos$

204, 205, 206, 207 HS-6 20.06.2008.  Horgo$
208,209,210, 211 Slonovo uvo 23.06.2008.  Smederevo
212,213 Palanacka bela 23.06.2008.  Smederevo
214, 215,216,217 Slonovo uvo 25.06.2008.  Backa Palanka
218,219 Slonovo uvo 25.06.2008.  Tovari$evo
220,221,222 S-20 26.06.2008.  Basaid
223,224,225,226 Kalo¢a 26.06.2008.  Senta
227,228,229,230 Kalo¢a 26.06.2008.  Kikinda
231,232,233 HS-6 27.06.2008.  Novi KneZevac
234,235,236 Slonovo uvo 27.06.2008.  Novi Knezevac
237,238,239, 240 Ami 30.06.2008.  Gospodinci
241,242 Centerion 30.06.2008.  Gospodinci
243, 244, 245, 246 S-20 01.07.2008.  Glozan
247,248,249, 250 HS-6 01.07.2008.  Glozan
251,252,253,254 HS-6 01.07.2008.  Pivnice
255,256 S-80 01.07.2008.  Silba3
257,258 Istra 03.07.2008.  Vukovar
259,260, 261,262 Slonovo uvo 07.07.2008.  Ruski Krstur
263,264, 265,266 Slonovo uvo 07.07.2008.  Kula
267,268 Slonovo uvo 09.07.2008.  Odzaci
269,270 Anita 09.07.2008.  Vrbas
271,272,273 Slonovo uvo 09.07.2008. Kucura
274,275 HS-8 11.07.2008.  Stanisi¢
276,277,278,279 Slonovo uvo 11.07.2008.  Lali¢

280, 281 Amfora 15.07.2008.  Stapar
282,283 Ami 15.07.2008.  Sombor
284,285 Sorok Sari 15.07.2008.  Ratkovo
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Patogene odlike proucavanih sojeva

Svi proucavani sojevi ispoljili su patogenost pre-
ma biljci domadinu - sorti paprike Kalifornijsko ¢u-
do. Prve promene tkiva na mestu infiltracije suspenzije
bakterija u list paprike uocene su sa nali¢ja lista tri da-

na posle inokulacije (Slika 2a). U pocetku se formira-

ju tamnozelene zone, vodenastog izgleda, a sa lica tki-
vo dobija svetlozelenu boju. Kasnije nastaje kolaps tki-
va, pra¢en promenom boje i nekrozom, sa jasno izraze-
nim mrkim ivicama.

Posle 24h od infiltracije svi proucavani sojevi pro-
uzrokovali su hipersenzitivnu reakciju duvana sorte

Samsun (Slika 2b).

Slika 2. X. envesicatoria — a) soj RKFB 226, tamnozelena vodenasta zona na nali¢ju lista paprike sorte Kalifornijsko ¢udo kao
znak kompatibilne reakcije, b) hipersenzitivna reakcija lista duvana sorte Samsun

Bakterioloske karakteristike

Proucavani sojevi pripadaju gramnegativnim bak-
terijama. Na mesopeptonskoj podlozi kolonije su sit-
ne, pre¢nika 2 mm, ravne, sjajne, Zuto-smede boje, dok
se na MT podlozi oko kolonija uo¢avaju dve zone hi-
drolize (mle¢ne zone usled hidrolize Tween-a i pro-
svetljene zone usled hidrolize kazeina), a na podlozi sa

dodatkom Tween-a 80 uocavaju se samo mle¢ne zone
hidrolize (Slika 3a).

Na podlozi sa kva$¢evim ckstraktom, glukozom i
CaCO;(YDC) sojevi formiraju okrugle, ispupéene i sjajne
kolonije, sluzastog izgleda, svetlozute do Zuto-smede boje,
tipi¢ne za bakterije roda Xanthomonas. Na TTCA podlo-
zi bakterija formira kolonije crvene boje, dok su kolonije

bakterije namSQ podlozi sitne, krem-zute boje (Slika 3b).

Slika 3. X. euvesicatoria — izgled kolonija bakterije na razlic¢itim hranljivim podlogama — a) MT, MPA, Tween 80, b) TTCA,
YDCimSQ

Proucdavani sojevi razlazu glukozu oksidativno
(O), ne redukuju nitrate, hidrolizuju zelatin i esku-
lin ali ne i skrob, poseduju ferment katalazu ali ne
i oksidazu i pektinazu. Stvaraju kiselinu iz manoze,
D-arabinoze, D-glukoze, D-galaktoze i dekstrina,
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i razvijaju se na podlozi sa cis-akonitinskom kiseli-
nom (Tabela 3). Pri koncentraciji 0,02% trifenil-te-
trazolijum-hlorida (TTC) u podlozi razvoj bakeeri-
ja je potpun, dok koncentracija od 0,1% sprecava po-
rast kolonija.
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Tabela 3. Biohemijsko-fizioloske odlike sojeva izolovanih iz paprike u Srbiji

Test

Proucavani
sojevi

RKFB164-167 Capsicum annuum

RKEFB 189-285

Kontrolni sojevi

Domadin

Domadin Lycopersicon esculentum Mill.

Xanthomonas
euvesicatoria

Xanthomonas Xanthomonas Xanthomonas
vesicatoria perforans gardneri

KFBI1,KFB 13 NCPPB 1423 NCPPB 4321 NCPPB 881

Razlikovanje bakterija po Gramu (3% KOH)
HR duvana

Sluzast razvoj na YDC* podlozi

Razvoj na 37°C

Metabolizam glukoze

Redukcija nitrata

Amiloliticka aktivnost

Hidroliza
- Zelatina
— Eskulina

Pekeoliticka aktivnost na kriskama krompira
Aktivnost oksidaze
Stvaranje katalaze

Stvaranje kiseline iz:
— Manoze

— D-arabinoze

- D-glukoze

- D-galaktoze

— Dekstrina
Kori$¢enje cis-akonitinske kiseline

Tolerantnost na TTC**:
-0,02%
-0,1%

GN

+ 4+ 4+ 4+ 4+

+

GN

+

+ + + + +

+

GN GN GN
+ + +
+ + +
+ + +
(@) @) (@]
+ + -
+ + +
+ + +
+ + -
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

+ —_
+ + -
+ + -
+ + +

* YDC podloga od glukoze, kvascevog cktrakta i CaCO;

** TTC-trifenil tetrazolium hlorid
GN - Gramnegativna reakcija

Odredivanije fizioloskih rasa

Na osnovu reakcije inokulisanih biljaka paprike
sorte ECW i njenih izogenih linija ECW-10, ECW-
20, ECW-30 i biljaka paprike Capsicum pubescens,
konstatovano je da sojevi pripadaju fizioloskim

rasama: P1, P3, P7 i P8 bakterije Xanthomonas eu-
vesicatoria. Od ukupnog broja prouc¢avanih sojeva,

na osnovu ocenjenih reakcija biljaka na patogen, fi-

zioloskoj rasi P1 pripada S sojeva, rasi P3 jedan soj,

rasi P7 pripada 17 sojeva, a rasi P8 pripada 78 soje-

va (Tabela 4).
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Tabela 4. Procentualna zastupljenost fizioloskih rasa
proucavanih sojeva bakeerije X. exvesicatoria

Rasa Zastupljenost Sifre sojeva

rasa (%) RKFB
P1 S 206,207,209,210,211
P3 1 197
P7 17 166, 167, 189, 190, 191, 192, 193, 208,
247,248,249, 259, 260, 261, 262, 274,
275
P8 77 164, 165, 194, 195, 196, 198, 199,

200, 201, 202, 203, 204, 205, 212,
213, 214, 215, 216, 217, 218, 219,
220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 230, 231, 232, 233,
234, 235, 236, 237, 238, 239, 240,
241, 242, 243, 244, 245, 246, 250,
251, 252, 253, 254, 255, 256, 257,
258, 263, 264, 265, 266, 267, 268,
269, 270, 271, 272, 273, 276, 277,
278,279, 280,281,282, 283,284, 285

Osetljivost na baktericide

U rezultatima in vitro ogleda uocene su razlike u re-
akciji proucavanih sojeva na baktericide. Koncentracija
100 ppm bakar-sulfata nije delovala na razvoj kolonija
proucavanih sojeva. Medutim, pri koncentraciji 200 ppm
ovogjedinjenjau podlozi razvijalo se samo 13 sojeva, dok
je 88 ispoljilo osetljivost. Utvrdena je razlika i u pogledu
osetljivosti na kasugamicin. Za razliku od 95 sojeva koji
se nisu razvijali pri koncentraciji 50 ppm ovog preparata,
6 sojeva je ispoljilo rezistentnost. Nasuprot kasugamici-
nu, streptomicin-sulfat je ispoljio baktericidno dejstvo pri
najmanjoj testiranoj koncentraciji od 50 ppm, inhibira-
judi razvoj svih sojeva X. euvesicatoria poreklom iz Srbije.

Prema dobijenim rezultatima, minimalna inhibitorna
koncentracija streptomicin-sulfata je 50 ppm, kasugami-
cina 50 ppmzave¢inu i 100 ppm za sve sojeve. Minimalna
inhibitorna koncentracija bakar-sulfata takode nije ista za
sve sojeve. Vedina je osetljiva na 200 ppm ovog bakterici-
da, za razliku od 13 sojeva koji su se normalno razvijali,
$to ukazuje na moguéu pojavu rezistentnosti bakterije X.
envesicatoria na navedeno jedinjenje bakra.

DISKUSIJA

Tokom 2008. godine iz razli¢itih lokaliteta u Srbiji
prikupljen je veliki broj uzoraka li¢a paprike sa simp-
tomima bakteriozne pegavosti, u cilju izolacije sojeva
patogena i proucavanja njihovih patogenih i biohemij-

sko-fizioloskih odlika.

146

Prema najnovijoj nomenklaturi papriku parazitira
viSe bakterija Xanthomonas kompleksa, u koji spadaju:
Xanthomonas euvesicatoria (grupa A), Xanthomonas
vesicatoria (grupa B), Xanthomonas perforans (grupa
C) i Xanthomonas gardneri (grupa D) (Vauterin i sar.,
1995; Jones i sar., 2000; Obradovié i sar., 2004, 2008).
Vauterin i saradnici (1995) su, na osnovu nekih bio-
hemijskih karakteristika, izvrsili reklasifikaciju sojeva
bakterije X. c. pv. vesicatoria u dve nove odvojene gru-
pe: neamiloliticku grupu A koja pripada vrsti X. axono-
podis pv. vesicatoria i amiloliti¢ku grupu B, tj. vrstu X.
vesicatoria. Kasnije, prema fenotipskim i genetskim ka-
rakeeristikama dolazi do promena. Tako grupa A obu-
hvata neamiloliti¢ke sojeve imenovane kao X. envesica-
toria. Grupama B i C pripadaju amiloliti¢ki sojevi po-
deljeni u vrste X. vesicatoria i X. perforans, a sojevi gru-
pe D su svrstani u X. gﬂrdneri (Vauterin i sar., 1995;
Jones isar., 2000, 2004; Obradovié i sar., 2004, 2008).
Zagrupu A (X. euvesicatoria) karakeeristi¢no je da: ne
ispoljava amiloliti¢ku i pektoliticku aktivnost, hidroli-
zuje zelatin i eskulin, ne poseduje oksidazu, stvara kise-
line iz manoze, D-arabinoze, D-glukoze, D-galaktoze i
dekstrina, razvija se uz dodatak cis-akonitinske kiseline.

Amiloliti¢ka i pekeoliti¢ka aktivnost je diferencijal-
nakarakteristika grupe B i C u odnosu na neamiloliti¢-
ke i nepektoliticke predstavnike grupe A i D. Za grupu
D takode nije karakteristi¢no stvaranje kiseline iz dek-
strina i D-galaktoze, kao ni koriséenje cis-akonitinske
kiseline, $to je diferencijalna karakteristika u odnosu
na grupu A (Jones i sar., 2000; Obradovi¢ i sar., 2008;
Ignatov i sar., 2009; Kornev i sar., 2009).

Rezultati proucavanja patogenih, biohemijskih i fi-
zioloskih karakterisitka sojeva izolovanih iz paprike u
Srbiji pokazali su da prou¢avani sojevi ne predstavljaju
uniformnu populaciju. S obzirom da poseduju najvise
karakteristika geneticke grupe ,, A moze se re¢i da pri-
padaju vrsti X. euvesicatoria (Tabela 3). Nasa istraziva-
nja ukazuju da je u pogledu fizioloske specijalizacije po-
pulacija bakterije X. envesicatoria heterogenaida su za-
stupljene Cetiri fizioloske rase: P1, P3, P7 i P8 (Tabela
4). Najzastupljenija je rasa P8 sa 77%, potom rasa P7 sa
17%, dok su rase P11 P3 zastupljene sa 5%, odnosno 1%.

Glavni uzrok gestih pojava bakteriozne pegavosti ja-
kog intenziteta je gajenje osetljivog sortimenta paprike u
svetuikod nas. Na osnovu reakcije diferencijalnih sorti
paprike i paradajza Jones i saradnici (1998a) opisali su
9 fizioloskih rasa bakterije X. c. pv. vesicatoria (P0O-P8).
Selekcioni pritisak nastao uno$enjem gena otpornosti
u komercijalne genotipove gajenih biljaka ¢esto rezul-
tira pojavom sojeva sposobnih da prevazidu otpornost
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(Pernezny i Collins, 1997). To je i razlog $to je tokom
poslednjih decenija ustanovljen vedi broj rasa ovog pa-
togena, §to znatno otezava stvaranje otpornih sorti na
sve postojece rase. Utvrdeni su geniotpornosti paprike
(Bsl, Bs2, Bs3) i geni avirulentnosti bakterije X. c. pv. ve-
sicatoria (avrBsl, avrBs2iavrBs3) (Hibberd i sar., 1987;
Swanson i sar., 1988). Postoje rase koje parazitiraju sa-
mo paradajz (XcvT), one koje parazitiraju samo papri-
ku (XcvP), kao i one ¢iji su domadini i paprika i paradajz
(XcvPT) (Minsavage i sar., 1990). Obradovi¢ i sarad-
nici (2000a) su u svojim istrazivanjima ustanovili dve
grupe jugoslovenskih sojeva koji pripadaju rasama P1 i
P3 bakterije X. c. pv. vesicatoria. U kasnijim istraziva-
njima rezultati dobijeni na osnovu reakcije diferencijal-
nog sortimenta paprike ukazuju da izolati poreklom sa
paprike pripadaju rasama 7 i 8 (P7 i P8), a izolati pore-
klom sa paradajza rasi 2 (T2) (Obradovi¢ i sar., 2004).
S obzirom na mali spekear aktivnih materija za suz-
bijanje prouzrokovaca bakteriozne pegavosti paprike i
nekontrolisanu upotrebu antibiotika, kao i ¢estu pri-
menu bakarnih preparata, prouden je efekat ovih bak-
tericida u uslovima i vitro. Razlike u osetljivosti pato-
gena na bakar-sulfat i kasugamicin ukazuju da postoji
opasnost od razvoja rezistentnosti bakterija. Sojevi re-
zistentni na streptomicin nisu detektovani u ovim pro-
ucavanjima. Ranijim istrazivanjima osetljivosti sojevau
in vitro uslovima na bakar-sulfat i streptomicin utvrde-
no je da su koncentracije streptomicina od 20, 50, 100 i
200 ppm i bakar-sulfata 0od 200 ppm potpuno zaustavi-
le razvoj kolonija na podlozi (Obradovié i sar., 2000b).
Pretpostavlja se da razlog pojave rezistentnosti prouca-
vanih sojeva na bakar-sulfat leZi u $irokoj i &estoj upo-
trebi ove i drugih aktivnih supstanci na bazi jona bakra
za kontrolu mikoza i bakterioza u biljnoj proizvodnji.

ZAKLJUCAK

Rezultati proucavanja biohemijsko-fizioloskih odlika
izolovanih sojeva ukazuju da nasi sojevi pripadaju gene-
ti¢koj grupi ,A“, odnosno vrsti Xanthomonas euvesica-
toria. Proucavani sojevi, takode, predstavljaju heteroge-
nu populaciju u kojoj su zastupljene Cetiri fizioloske ra-
se bakterije X. euvesicatoria (P1, P3, P7, P8). Uzimajuéi
u obzir gajenje osetljivog sotimenta, pojavu rezistentnih
sojeva bakterija na bakar i postojanje vie fizioloskih ra-
sa patogena, neophodno je istraiivanja usmeriti u prav-
cu stvaranja tolerantnih linija i sorti, kao i moguénosti
kori$¢enja prirodnih agenasa u cilju zastite od prouzro-
kovaca bakteriozne pegavosti paprike.
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Characterization of Xanthomonas
euvesicatoria Strains Pathogens of
Pepper in Serbia

SUMMARY

During spring and summer of 2008, 101 bacterial strains was isolated from the diseased
pepper leaves collected from different pepper growing areas in the Republic of Serbia. The
aim of this research was to characterize the isolated strains and determine their taxonomic
position according to the most recent nomenclature.

Pathogenic, biochemical and physiological characteristics of isolated bacteria were
tested using standard bacteriological tests. The pathogen races were determined accord-
ing to the reaction of differential varieties of Early Calwonder (ECW), their isogenic lines
(ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R) and Capsicum pubescens. The sensitivity of strains to bacteri-
cides was studied in vitro by culturing bacteria on sucrose pepton agar (SPA) plates, amend-
ed with filter-sterilized aqueous solution of streptomycin and kasugamycin (50, 100, 200
ppm) or copper-sulphate (100, 200 ppm).

Based on pathogenic, biochemical and physiological characteristics, the investigated
strains belonged to Xanthomonas euvesicatoria. The reaction of pepper differential varie-
ties indicated that these strains belonged to pepper races P1, P3, P7, P8. Streptomycin resist-
ant strains were not detected, but 6 strains were resistant to kasugamycin (50 ppm) and 13
strains to copper-sulphate (200 ppm), indicating bacterial resistance development.

Keywords: Pepper; Bacterial leaf spot; Xanthomonas complex; Xanthomonas euvesicatoria;
Xanthomonas vesicatoria; Xanthomonas perforans; Xanthomonas gardneri; Physiological rac-
es; Resistance
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