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Karakterizacija i bioloSka kontrola Xanthomonas campestris pv. campestris sa ozime uljane
repice (Brassica napus L.)

Sazetak

Bakterija Xanthomonas campestris pv. campestris je nedavno opisana kao patogen ozime
uljane repice u Srbiji. Istrazivanja u ovom radu su sprovedena na kolekciji od 65 izolata dobijenih
sa razli¢itih genotipova ozime uljane repice tokom 2014., 2016. i 2018. godine sa 10 lokaliteta u
Vojvodini. Postojanje intraspecijskog genetickog diverziteta populacije je utvrdeno koris¢enjem
rep-PCR i MLST/MLSA metodologije. Rezultati su ukazali na postojanje sedam geneticki razli¢itih
grupa kod testiranih izolata i postojanje pet tipova sekvenci (ST3, ST5, ST9, ST26 i ST47) na
osnovu kombinacije determinisanih alelskih profila, medu kojima je ST47 najzastupljeniji. Svi
proucavani izolati su bili patogeni na uljanoj repici i utvrdena je osetljivost kod svih 50 testiranih
linija, sorti i hibrida uljane repice kao i kod 6 testiranih Brassica oleracea (kupus, kelj, keleraba,
brokoli, rastan, karfiol) domacina. Rezultati patogenosti su ukazali na postojanje tri grupe izolata,
visoke, srednje i slabe virulentnosti. Metabarkoding analiza uticaja bakterije X. campestris pv.
campestris na sastav autohtonih mikrobijalnih zajednica filosfere i rizosfere uljane repice pokazala
je da je kod obolelih biljaka dolazilo do smanjenja bakterijskog diverziteta filosfere i zastupljenosti
potencijalno korisnih bakterijskih rodova. lIzolacijom tri biokontrolna agensa (Bacillus velezensis
izolat X5-2, Bacillus megaterium izolat X6-3 i Pseudomonas orientalis izolat X2-1P) poreklom sa
filosfere zdravih 1 zarazenih biljaka uljane repice sprovedena su istraZzivanja moguénosti suzbijanja
bakterije X. campestris pv. campestris u in vitro i in vivo uslovima. Takode, u radu je dokazan
genetiCki potencijal ovih izolata za produkciju lipopeptida i1 antibiotika, Sto je potvrdeno i
hemijskom analizom njihovih ekstrakata.

Kljuéne reci: Xanthomonas campestris pv. campestris, ozima uljana repica, geneticki diverzitet,
patogenost, krug domacina, bioloska kontrola, Bacillus spp., Pseudomonas spp., metabarkoding

Nauc¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Mikrobiologija, Fitopatologija



Characterization and biological control of Xanthomonas campestris pv. campestris from
winter oilseed rape (Brassica napus L.)

Abstract

Xanthomonas campestris pv. campestris was described recently as a pathogen of winter
oilseed rape in Serbia. This research was performed on a collection of 65 isolates obtained from
different winter oilseed rape genotypes during 2014, 2016, and 2018 from 10 localities in
Vojvodina. Intraspecies genetic diversity within the population was determined using rep-PCR and
MLST/MLSA. Results indicated the existence of seven genetically distinct groups of tested isolates
and five sequence types (ST3, ST5, ST9, ST26, and ST47) based on a combination of determined
allelic profiles, with ST47 being the most common. All tested isolates were pathogenic on oilseed
rape. All 50 tested lines, varieties, and hybrids of oilseed rape, as well as six tested Brassica
oleracea (cabbage, kale, kohlrabi, broccoli, collard greens, cauliflower) hosts were susceptible to
the tested isolates. The pathogenicity results indicated the existence of three groups of isolates
showing high, medium, and low virulence. Metabarcoding analysis of the influence of the
bacterium X. campestris pv. campestris on the composition of indigenous microbial communities of
the oilseed rape phyllosphere and rhizosphere showed the reduction of bacterial diversity and
abundance of potentially beneficial bacterial genera in the phyllosphere of diseased plants. By
isolation of three biocontrol agents (Bacillus velezensis X5-2, Bacillus megaterium X6-3, and
Pseudomonas orientalis X2-1P) from the phyllosphere of healthy and diseased oilseed rape plants,
their possibility to control X. campestris pv. campestris was tested in vitro and in vivo. Within this
work, the genetic potential of these isolates to produce lipopeptides and antibiotics was proven and
confirmed by the chemical analysis of their extracts.

Keywords: Xanthomonas campestris pv. campestris, winter oilseed rape, genetic diversity,
pathogenicity, host range, biological control, Bacillus spp., Pseudomonas spp., metabarcoding

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Microbiology, Plant pathology
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1. UvOD

1.1. Uljana repica (Brassica napus L.)

Uljana repica (fam. Brassicaceae) je prirodna hibridna vrsta [alelotetraploid (n=19, AACC)],
koja je tokom evolucije nastala spontano, procesom alopoliploidije, nakon nekoliko nezavisnih
dogadaja fuzije gena repe (Brassica rapa L.; n=10, AA genom) i mediteranskog kupusa (Brassica
oleracea L.; n=9, CC genom) (Chalhoub et al., 2014; Sharma et al., 2014). Smatra se da je ova
mlada biljna vrsta nastala tokom poslednjih 7500 godina ljudske istorije bavljenja poljoprivredom
(Chalhoub et al., 2014; Mason & Snowdon, 2016). Poreklo je jo§s uvek nepoznato; pojedini
istrazivaci veruju da potice iz Sredozemlja, dok drugi veruju da postoji vise centara porekla (OECD,
2012; Rakow, 2004). Baranyk & Fabry (1999) tvrde da uljana repica vodi poreklo iz Jugoisto¢ne
Azije, Zapadne i Jugozapadne Evrope, smatraju¢i ova podruéja ,,genskim centrima na kojima su
pronadeni najstariji podaci o poreklu ove biljne vrste. Evropa, Kanada, Kina, Indija i Australija su
danas vodeca podrucja proizvodnje uljane repice u svetu (Zheng et al., 2020). Prema poslednjem
popisu poljoprivrede u Republici Srbiji iz 2012. godine, uljana repica je pored suncokreta
(Helianthus annuus L.; fam. Asteraceae) i soje (Glycine max L.) Merr.; fam. Fabaceae) opisana kao
najznacajnija industrijska biljka (Republicki zavod za statistiku, 2012). Na veliki zna¢aj ove gajene
kulture u Srbiji ukazuje i kontinuirani trend povecéanja poznjevene povrsine pod uljanom repicom,
koja je prema podacima Statistickog godiSnjaka za Republiku Srbiju (engl. Statistical Yearbook of
the Republic of Serbia 2018 and 2019, https://www.stat.gov.rs) povecana skoro Cetiri puta u periodu
od 2015. (12,226 ha) do 2018. (45,628 ha) godine. Poznjevene povrSine uljane repice u 2019. i
2020. godini u Srbiji, redom su iznosile 30,804 ha i 24,638 ha (Statisti¢ki godiSnjak Republike
Srbije 2021). Tako agroekoloski uslovi u Srbiji omogucéavaju proizvodnju obe forme uljane repice
(ozima i jara), ozima uljana repica je zbog veceg prinosa zastupljenija, dok se jara forma uzgaja
samo za specificne namene (Marjanovi¢-Jeromela & Prodanovi¢, 2021). Uljana repica je znacajna
zbog produkcije semena sa visokim sadrzajem ulja (40 — 48%) i proteina (18 — 25%), koje ima
viSestruku primenu, pre svega u prehrambenoj industriji, za proizvodnju ulja za ljudsku prehranu,
ali se koristi 1 u tehniCke svrhe, u industriji sapuna, boja, tekstila, koze, kozmetike, lekova i dr.
(Marinkovié¢ et al., 2009). Ova medonosna biljka je glavna sirovina za proizvodnju biodizela u
Srbiji 1 u zemljama Evropske Unije (Tomi¢ et al., 2009; EUBIA, 2019). Ostaci od ekstrakcije ulja
(satma), ali 1 kompletna biljna masa, koriste se za ishranu domacih zivotinja (prezivara i
neprezivara) (Marinkovic et al., 2009).

Na prinos uljane repice mogu uticati razni abioticki i bioticki faktori (Neik et al., 2017).
Medu bakterijskim patogenima se na uljanoj repici u literaturi navode Pseudomonas destructans
(Erwinia carotovora var. carotovora, vlazna trulez), Pseudomonas syringae pv. maculicola (lisna
pegavost) i Xanthomonas campestris pv. campestris (simptomi nalik bakterioznoj plamenjaci)
(Balaz, 2007; Popovi¢ et al., 2013a, 2014, 2019; Francisco et al., 2016). Medu najée$¢im i
najStetnijim bolestima mikozne prirode su suva trulez, prouzrokovana gljivom Phoma lingam
(anamorfna forma; teleomorfne forme Leptosphaeria maculans i L. biglobosa — rak stabla i suva
trulez korena uljane repice) i bela trulez prouzrokovana gljivom Sclerotinia sclerotiorum (Mitrovi¢
& Trkulja, 2010; Schmidt et al., 2021). U Evropi, Kanadi i Australiji, gde su patogene gljive L.
maculans i L. biglobosa sveprisutne, gubici prinosa uljane repice se kre¢u izmedu 5 i 50% (Zheng
et al., 2020). Gubici prinosa prouzrokovani gljivom Sclerotinia sclerotiorum u Velikoj Britaniji
procenjuju se na 50%, u Nemackoj na 70%, a u Kini dostizu ¢ak 80% (Koch et al., 2007; Zhou et
al., 2014). Od drugih gljivi¢nih patogena lista uljane repice, znacajni su Alternaria brassicae i A.
brassicicola (crna pegavost lista i mahuna), Peronospora parasitica (plamenjaca), Albugo candida
(bela rda) i Erysiphe cruciferarum (pepelnica) (Saharan et al., 2005; Antonijevi¢ & Mitrovi¢, 2007,
Mehta, 2019). Procenjeno je da gubici prinosa uljane repice usled zaraze Erysiphe cruciferarum
dostizu 30% u Indiji, Turskoj, Poljskoj i Americi (Runno-Paurson et al., 2021). Od najznacajnijih
Stetnih insekata koji napadaju uljanu repicu opisani su musica repic¢ine (kupusne) ljuske (Dasineura
brassicae), pipa repic¢ine ljuske (Ceutorhynchus assimilis), mala i velika repi¢ina pipa (C.
pallidactylus i C. napi), crna repicina pipa (C. picitarsis), crvenoglavi repi¢in buvac (Psylliodes
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chrysocephala), repi¢in sjajnik (Brassicogethes aeneus), buvaci (Phyllotreta spp.), repicina lisna
osa (Athalia rosae) (Alford et al., 2003; Mitrovic¢ et al., 2009; Milovanovi¢ et al., 2019).

1.2. X. campestris pv. campestris (Pammel) Dowson
Taksonomska pozicija:
Domen: Bacteria
Razdeo: Proteobacteria
Klasa: Gammaproteobacteria
Red: Xanthomonadales
Familija: Xanthomonadaceae
Rod: Xanthomonas
Vrsta: X. campestris pv. campestris

Bakterija X. campestris pv. campestris je prvi put detektovana od strane Pammel (1895a,b)
1892. godine na repi u Ajovi (SAD), kada je opisana kao Bacillus campestris. Nakon ovog nalaza,
pojava X. campestris pv. campestris je primeéena u svim podrué¢jima gajenja biljaka iz familije
Brassicaceae (kupusnjace). Dowson je 1939. godine, nakon detaljnog ispitivanja odgajivackih i
biohemijskih karakteristika velikog broja Gram-negativnih fitopatogenih bakterija determinisao
postojanje tri grupe/roda: (a) Bacterium, (b) Pseudomonas i (¢) Xanthomonas (Dowson, 1939). U
grupu/rod Xanthomonas svrstane su sve nesporuliSuce, Stapi¢aste, Gram-negativne bakterije sa
jednom flagelom, retko biflagelarne ili nepokretne, koje formiraju krupne, Zute, sluzave kolonije na
hranljivom agaru. Na osnovu predlozene klasifikacije, Bacillus campestris je preimenovan u
Xanthomonas campestris. Ova vrsta je dalje podeljena na Sest patovara (aberrans, armoraciae,
barbareae, campestris, incanae, raphani i plantaginis) prema poreklu sa razli¢itih kupusnjaca
(Vauterin et al., 1995).

Pored podele X. campestris na patovare, na osnovu biljke domacina sa koje vode poreklo, X.
campestris pvs. campestris, raphani, malvacearum, phaseoli i vesicatoria su dalje podeljeni na
tipove (engl. physiological race) na osnovu interakcije (kompatibilne ili inkompatibilne) sa
diferencijalnim sortama (Vicente et al., 2001; Cruz et al., 2017). Trenutno je opisano postojanje
ukupno 11 X. campestris pv. campestris tipova (1 — 11) od strane razli¢itih autora (Vicente &
Holub, 2013; Afrin et al., 2019). Fitopatogena bakterija X. campestris pv. campestris je inicijalno
bila podeljena na pet tipova (0 — 4) na osnovu interakcije sa diferencijalnim Brassica sortama: B.
oleracea (Early Jersey Wakefield); B. rapa (Just Right Turnip, Tokyo Turnip Hybrid i Seven Top
Turnip) i B. juncea (Florida Broad Leaf India Mustard) (Kamoun et al., 1992). Vicente et al. (2001)
su naknadno, na osnovu ispitivanja veceg broja sojeva kolekcije X. campestris pv. campestris
ukazali na postojanje ukupno Sest X. campestris pv. campestris tipova (1 — 6). Dalja istrazivanja su
dovela do otkrivanja tri dodatna X. campestris pv. campestris tipa 7, 8 i 9 (Jensen et al., 2007, 2010;
Fargier & Manceau, 2007), a Cruz et al. (2017) su nedavno u Portugalu determinisali jo§s dva nova
tipa, oznacena kao tip 10 i 11. Najzastupljeniji i najvirulentniji X. campestris pv. campestris tipovi u
svetu su 1 i 4, dok su tipovi 2, 3, 5 i 6 veoma retki (Vicente & Holub, 2013). Tip-sorta specifi¢nost
je zasnovana na specificnoj interakciji izmedu bakterijskih efektora i biljnih receptora. Geni koji
kodiraju efektore su podlozni horizontalnom transferu, §to dovodi do inkompatibilnosti izmedu
filogenetskih Kklastera i pripadnosti rasi. Novije studije otkrivaju da je horizontalni transfer gena
imao vaznu ulogu u evoluciji X. campestris i u stvaranju mozai¢ne strukture Xanthomonas genoma
(Lima et al., 2008).

Bakterija X. campestris pv. campestris je Sirom sveta prisutna kao prouzrokovac crne trulezi
(engl. black rot) biljaka iz familije Brassicaceae (kupusnjaca), pre svega razli¢itih varijeteta
Brassica oleracea [kupus (B. oleracea var. capitata), karfiol (B. oleracea var. botrytis), brokoli (B.
oleracea var. italica), kelj (B. oleracea var. sabauda), prokelj (Brassica oleracea var. gemmifera),
keleraba (B. oleracea var. gongylodes), rastan (B. oleracea var. acephala)], uljane repice, slacice
(Brassica nigra), rotkvice (Raphanus sativus), hrena (Rorippa armoracia), kres salate (Lepidium
sativum), odredenih sorti model biljke Arabidopsis thaliana i odredenih korovskih vrsta i ukrasnih
biljaka (Capsella bursa pastoris i Matthiola spp.) (Swings et al., 1993; Vicente & Holub, 2013;
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Popovi¢ et al., 2013a, 2013b, 2014, 2019). Boerhaavia erecta iz familije Nyctaginaceae je takode
opisana kao domacin X. campestris pv. campestris (Swings et al., 1993).

Svojim negativnim uticajem na rast i razvoj domacina, prinos i njegov kvalitet, bakterija X.
campestris pv. campestris dovodi do znac¢ajnih ekonomskih gubitaka (Lema et al., 2011; Vicente &
Holub, 2013; da Silva et al., 2018). Stete izazvane ovim patogenom procenjuju se na vise od 50%
na kupusu i izmedu 50 — 70% na Karfiolu (Gupta et al., 2013). Na osnovu dostupnih podataka
Evropske i mediteranske organizacije za zastitu bilja (engl. European and Mediterranean Plant
Protection Organization, EPPO) prema Stetama koje prouzrokuje, X. campestris pv. campestris se
od 2013. godine nalazi na A2 listi u Jordanu, a od 2018. godine na listi karantinskih patogena u
Brazilu i na Al listi u Meksiku (https://gd.eppo.int/taxon/XANTCA/categorization).

X. campestris pv. campestris je Gram-negativna, acrobna bakterija, Stapicastog oblika, sa
jednom polarnom flagelom, nesporuliSu¢a, oksidaza-negativna, katalaza-pozitivna, hidrolizuje
zelatin i eskulin, ne redukuje nitrate, obrazuje vodonik-sulfid, amonijak i indol i produkuje kiselinu
iz arabinoze, glukoze, galaktoze ksiloze, manoze, maltoze, saharoze, laktoze, ali ne iz skroba,
eskulina i dulcita (Arsenijevi¢, 1997; Aksoy et al., 2018).

Bakterija X. campestris pv. campestris je vaskularni patogen koji u biljku ulazi preko
hidatoda, vodenih pora na listu, sliénih stomama, koje su zaduzene za gutaciju i koje su kod
kupusnjaca smeStene duz ivice lista (Kawamura et al., 2010; Cerutti et al., 2017). Pored hidatoda,
kao glavnih mesta prodora, ova bakterija moze inficirati biljku domacina i preko stoma ili
odredenih mehanicki nastalih ozleda na listu ili korenu biljke (Kéhl & van der Wolf, 2005). Do
transmisije X. campestris pv. campestris moze doéi i putem zarazenog semenskog materijala,
raspadanjem zarazenih biljnih ostataka u zemljiStu, kiSnim kapima, insektima, koris¢enjem
nesterilnog alata ili sa susednih zarazenih biljaka (gajenih domacina ili korovskih vrsta) (Slika 1;
Kuan et al., 1986; Dzhalilov & Tiwari, 1995; Cerutti et al., 2017).

Infekcija lista i
vaskularnog tkiva

Infekcija osetljivog domacina
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Sistemska infekcija biljke ostacima

Slika 1. Zivotni ciklus X. campestris pv. campestris (preuzeto i adaptirano iz An et al., 2020).

Dokazano je da nezavisno od domacina ova bakterija moze preziveti u zemljistu izmedu 20
140 dana u zavisnosti od godi$njeg doba (leto/zima), ali i do dve godine ukoliko je vezana za biljne
ostatke u zemljiStu, na taj nadin sluzeéi kao izvor inokuluma (Schaad & White, 1974; Dane &
Shaw, 1996; An et al., 2020). Ciklus infekcije X. campestris pv. campestris moze se podeliti na dve
faze: (i) epifitnu, koja pocinje kada bakterija dospe na lisnu povrsinu biljke domacina i koja traje do
njenog prodora u tkivo domacina i (ii) endofitnu fazu koja pocinje u trenutku kada bakterija prodre
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u biljku domacina i kolonizuje je (An et al., 2020). Na epifitno prezivljavanje predstavnika iz roda
Xanthomonas povoljno uticu nesto vise temperature (25 — 35 °C), koje podsti¢u multiplikaciju
bakterije, kao i visoka vlaznost, koja podsti¢e otvaranje stoma i hidatoda kod biljaka i na taj nacin
doprinosi inicijalnoj infekciji i Sirenju patogena (Christiano et al., 2009; Zeng et al., 2010).
Strategija za epifitno prezivljavanje Xanthomonas spp. je produkcija Zzutog pigmenta
ksantomonadina koji ima funkciju zastite od intenzivnog suncevog zracenja (UV-A i UV-B) koje
ostecuje DNK, membrane i proteine (An et al., 2020). Za vezivanje za lisnu povrSinu, predstavnici
iz roda Xanthomonas koriste razli¢ite adhezione strategije, kao S§to su bakterijski povrSinski
polisaharidi, adhezioni proteini i pilusi tipa IV, a nakon inicijalnog vezivanja, odrzavaju se
formiranjem struktura sli¢cnih biofilmu (Petrocelli et al., 2012; Pradhan et al., 2012; Dunger et al.,
2014; An et al., 2020).

Prema istrazivanju Hugouvieux et al. (1998), pod povoljnim uslovima spoljasnje sredine,
najcesce u jutarnjim casovima, kada se iz hidatoda na ivicama lista izlucuje obilna koli¢ina te¢nosti
u vidu kapljica (gutacija), moze do¢i do kontaminacije sa epifitno prisutnim bakterijama.
Povlacenjem tako kontaminiranih kapljica vode nazad u hidatodne Supljine, patogen dospeva u
sprovodni (vaskularni) sistem biljke. Takode, nakon dostizanja visoke gustine populacije u
unutrasnjosti biljke, bakterija se vrac¢a na lisnu povr$inu, odakle se prenosi na druge biljke putem
vetra, kiSnih kapi i na taj na¢in zapoc¢inje novi ciklus infekcije (Moreira et al. 2015). Po ulasku u
hidatode i zapocinjanju endofitne faze Zivotnog ciklusa, X. campestris pv. campestris se sistemski
Siri koz ksilemske elemente, dovodeé¢i do njihovog crnila usled nagomilavaja melanina (Sutton &
Williams, 1970). Crnilo lisnih nerava je ujedno i prvi simptom koji ukazuje na prisustvo patogena
X. campestris pv. campestris u biljci. Svojom multiplikacijom u sprovodnom tkivu domacina i
obilnom produkcijom ekstracelularnog polisaharida ksantana, patogen onemogucava protok vode
kroz biljku, dovodeé¢i do vodnog stresa (Gupta et al., 2013). Usled nemogucnosti prolaska kroz
ksilemske sprovodne elemente, voda se nagomilava u listu, formirajuc¢i vodene pege, koje naknadno
postaju hloroti¢ne i finalno nekroti¢ne. Nekroti¢ne pege izazvane Sa X. campestris pv. campestris
kre¢u od ivica lista, a tokom progresije bolesti Sire se ka lisnoj bazi, formirajuéi oblik latini¢nog
slova ,,V*. Usled povoljnih uslova spoljasnje sredine (visoka temperatura i vlaznost), koji
omogucavaju prenamnozavanje bakterije, moze doci do sistemske infekcije i trulezi cele biljke.

Bakterija X. campestris pv. campestris je na teritoriji Srbije prvi put opisana kao
prouzrokovaé crne trulezi 1960-ih godina na usevima sto¢nog kelja (B. oleracea var. sabellica),
kada je intenzitet zaraze u polju procenjen na 80% (Peri$i¢ & Pani¢, 1964). Kasnije su simptomi
prouzrokovani sa X. campestris pv. campestris detektovani i na drugim gajenim kupusnja¢ama:
kupusu, karfiolu i kelju (Jovanovi¢ et al., 1997; Obradovi¢ & Arsenijevi¢, 1999). Popovi¢ et al.
(2013a, 2019) su opisali pojavu X. campestris pv. campestris i na razli¢itim jarim B. oleracea
usevima (kupusu, karfiolu, brokoliju, kelju, kelerabi i raStanu ) u Srbiji. Prva pojava X. campestris
pv. campestris na uljanoj repici u Srbiji, primecena je na samoniklom usevu domace sorte ozime
uljane repice Slavica (Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad) na teritoriji Backe (Vojvodina) u
septembru 2010. godine (Popovi¢ et al., 2013b, 2014). Nakon toga, od 2014. godine bolest se
kontinuirano javlja na usevima ozime uljane repice (Popovi¢ et al., 2019). Oskudni su literaturni
izvori 0 pojavi X. campestris pv. campestris na uljanoj repici u svetu i uglavnom predstavljaju samo
prve nalaze (Leite et al, 1994; Gaetan & Lodpez, 2005) ili se odnose na ispitivanje
osetljivosti/rezistentnosti ovog domacina na X. campestris pv. campestris tipove (Ignatov et al.,
2000; Lema et al., 2011; Islam et al., 2017).

1.3. Primena molekularnih metoda za identifikaciju i karakterizaciju X. campestris pv.
campestris

Konvencionalne mikrobioloske tehnike za detekciju i identifikaciju fitopatogenih bakterija

iz roda Xanthomonas podrazumevaju izolaciju organizma od interesa na polu-selektivnim i

selektivnim podlogama, njegovo precis¢avanje do Ciste bakterijske kulture i izvodenje unapred

odredenih biohemijskih i seroloskih testova i testova patogenosti (Leite et al., 1994). Medutim,

razlikovanje patovara na osnovu morfoloskih i biohemijskih osobina nije moguce, a Cesto je tesko
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¢ak 1 pomocu testova patogenosti (Bila et al. 2013). S odzirom da je kultivacija bakterija dugotrajan
proces (3 — 10 dana), narocito kada su u pitanju sporo rastuée bakterije u koje spada i X. campestris
pv. campestris, razvijanje PCR metoda za brzu detekciju je bilo od velikog znacaja (Roohie &
Umesha, 2012; Singh et al., 2014). Specificna PCR amplifikacija visoko konzerviranog gena hrp
(engl. hypersensitive response and pathogenicity), koji je zaduzen za hipersenzitivni odgovor i
patogenost i koji je od klju¢ne vaznosti za uspostavljanje interakcije izmedu fitopatogene bakterije i
njenog domacina, omogucéava brzu preliminarnu detekciju X. campestris pv. campestris u uzorku.
Primena specifi¢nih prajmera za rutinsku detekciju fitopatogenih bakterija je preporucena u veéini
protokola EPPO (Palacio-Bielsa et al. 2009; Penazova et al., 2015). Takode, Medunarodno
udruzenje za ispitivanje semena (engl. International Seed Testing Association, ISTA) je od 2013.
godine predlozilo upotrebu DNK markera kao alternativu testovima patogenosti u Cilju lakseg
prevazilazenja problema razlikovanja X. campestris pv. campestris sojeva od blisko srodnih
Xanthomonas patovara (ISTA, 2013). Za specificnu identifikaciju X. campestris pv. campestris u
razli¢itim studijama, predlozeni su parovi prajmera XCF/XCR, Dhrp_Xcc F/Dhrp_Xcc R i
Zup2309/ Zup2310, koji umnozavaju razli¢ite regione hrpF gena (Park et al., 2004; Rijlaarsdam et
al., 2004; Singh et al., 2016). Pored postojanja specificnih prajmera za detekciju samog patogena u
poslednje vreme se sve viSe paznje posvecCuje konstruisanju specificnih prajmera koji bi mogli
omoguciti determinaciju tipa X. campestris pv. campestris, bez potrebe za koris¢enjem
diferencijalnih Brassica sorti. Do sada su u literaturi poznati tip-specifi¢ni prajmeri za detekciju X.
campestris pv. campestris tipova 1 — 6 (Rubel et al., 2017, 2019; Afrin et al., 2018, 2019, 2020).

X. campestris je izrazito genetiCki heterogena vrsta, koja se tokom evolucije znacajno
menjala (Fargier et al., 2011). Upravo zbog geneticke heterogenosti, za karakterizaciju 1 ispitivanje
genetickog diverziteta X. campestris, sve viSe se koriste razli¢ite molekularne metode, kao §to su
DNK profilisanje (engl. DNA fingerprinting), genotipizacija i analiza sekvenci vise genskih lokusa
(engl. Multilocus sequence typing/analysis, MLST/MLSA) i sekvenciranje genoma, koje zamenjuju
(ili dopunjuju) konvencionalne mikrobioloske tehnike (Young et al., 2008; Almeida et al., 2010;
Singh et al., 2016). Sekvenciranjem gena za 16S rRNK Xanthomonas spp., dobijaju se sekvence
koje su ili potpuno homogene ili nisu dovoljno razli¢ite da bi mogle omoguciti razlikovanje blisko
srodnih vrsta u okviru ovog roda. Minimalne nukleotidne razlike koje se mogu detektovati u
sekvencama gena za 16S rRNK, predstavljaju slu¢ajne mutacije koje su se zadrzale u genomu bez
(ili sa ograniCenim) evolucionog pritiska (Hauben et al., 1997). Kako bi se stekao bolji uvid u
genetiCku stukturu velikog broja patogenih i nepatogenih bakterija, od 1998. godine intenzivno je
poceo da se primenjuje MLST pristup za njihovu identifikaciju i karakterizaciju (Maiden, 2006).
Ovaj pristup je zasnovan na sekvenciranju najmanje cCetiri (obicno sedam ili osam) gena koji
kodiraju esencijalne metabolicke funkcije (Maiden, 2006; Almeida et al., 2010). Smatra se da su
mutacije na ovim genima neutralno selekcionisane zbog Cega je verovatnije da ¢e omoguciti tacan
uvid u filogeniju sojeva (Gevers et al., 2005). Dve MLST Seme sa razli¢itom kombinacijom
konzerviranih gena su predlozene za identifikaciju i geneticku karakterizaciju bakterija iz roda
Xanthomonas i to: (i) Young et al. (2008): dnaK (molekularni $aperon DnaK), fyuA (tonB-zavisni
receptor), gyrB (DNK ziraza B) i rpoD (RNK polimeraza sigma faktor RpoD); (ii) Almeida et al.
(2010): fusA (elongacioni faktor G), gapA (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza A), gltA (citrat
sintaza), gyrB, lacF (PTS sistem laktoza-specificna EIIA komponenta), lepA (elongacioni faktor 4).

Podaci dobijeni primenom MLST metode se sve ceS¢e deponuju u javno dostupne
elektronske baze podataka [NCBI (Nacionalni centar za biotehnoloske informacije; engl. National
Center for Biotechnology Information) i PAMDB (Baza podataka fitopatogenih bakterija, engl.
Plant-Associated Microbes Database)], kako bi se istrazivatima §irom sveta omogucio pristup
podacima i poredenje sekvenci sojeva bakterija, bez potrebe za transportom ili brige o karantinskim
regulativama zemalja. Pored genetickih podataka (sekvenci i genoma), u ove baze se za svaki soj
takode deponuju podaci o lokalitetu izolacije bakterije, datumu, kao i domaéinu sa koga sojevi vode
poreklo. Sve ovo omogucava da se, pored istrazivanja vezanih za evolucionu i populacionu
genetiku, ispituje i epidemiologija bolesti (Almeida et al. 2010).



MLSA metoda se zasniva na primeni MLST pristupa za utvrdivanje filogenetskih odnosa
izmedu vrsta i omogucava detektovanje i merenje nivoa rekombinacija (Fargier et al., 2011).
Utvrdivanje nivoa rekombinacija je od velike vaznosti kod Xanthomonas vrsta jer je u njihovoj
evolucionoj istoriji vaznu ulogu imao horizontalni transfer gena (Patil et al., 2007). Vrste X.
campestris pv. campestris, X. campestris pv. raphani i X. campestris pv. incanae se ekoloski
razlikuju po tipu interakcije sa svojim domac¢inom i po krugu domacina, na osnovu ¢ega se moze
pretpostaviti da su X. campestris patovari zapravo ekotipovi, koji su evoluirali od iste inicijalne
(predacke) populacije i adaptirali se na razlic¢ite domacine (Cohan et al., 2001; Fargier et al., 2011).
Kod roda Xanthomonas posebno je evidentno da smene domacina izazivaju geneticke adaptacije
koje su povezane sa pozitivno selekcionisanim genima, naro¢ito onim kljuénim za infekciju biljaka
(Lu et al., 2008; Huang et al., 2015). Kod X. campestris pv. campestris sojeva sa ozime uljane
repice iz Srbije primecena je znaCajna genetiCka heterogenost. S druge strane, X. campestris pv.
campestris sojevi izolovani sa jarih useva B. oleracea domacina (brokoli, karfiol, keleraba, kelj,
kupus, rastan), takode iz Srbije, pokazali su geneticku homogenost, pri ¢emu determinisani genotip
X. campestris pv. campestris izolata poreklom sa ovih domaéina nije odgovarao nijednom od tri
determinisana genotipa za X. campestris pv. campestris izolate poreklom sa ozime uljane repice
(Popovi¢ et al., 2019). Prilikom ispitivanja kruga domacina X. campestris pv. campestris izolata sa
ozime uljane repice, isti autori su dokazali da postoji veca specificnost (veci i statisticki znacajan
virulentni potencijal) prema uljanoj repici, nego prema drugim ispitivanim domacinima (brokoli,
karfiol, keleraba, kelj, kupus, rastan). Zbog svega navedenog, kao i zbog nedavne pojave X.
campestris pv. campestris na 0zimoj uljanoj repici u Srbiji (Popovi¢ et al., 2013b), ova studija je
bila usmerena na ispitivanje postojanja adaptivne evolucije X. campestris pv. campestris na ovog
domacina.

Pored primene MLSA za interpretaciju rezultata MLST analize, Feil et al. (2004) su
predlozili koris¢enje goeBURST (engl. globally optimized implementation of the eBURST
algorithm) algoritma, zasnovanog na determinaciji alelskih profila za svaki od sekvenciranih
(naj¢esce sedam) kozerviranih gena i odredivanju njihove pripadnosti odredenom tipu sekvence
(engl. sequence type, ST) tj. genotipu na osnovu kombinacije alelskih profila. Primena ovog
algoritma omogucava utvrdivanje predackog genotipa i nacina evolucije vrste. Analiza zasnovana
na alelima primenjena je u nekoliko studija diverziteta bakterije X. campestris pv. campestris, ali sa
razli¢itim kombinacijama konzerviranih gena i to: (i) atpD, dnakK, efp, fyuA, gInA, gyrB, rpoD i tpiA
(Fargier et al., 2011); (ii) dnaK, fyuA, gyrB i rpoD (Cruz et al., 2018; Popovi¢ et al., 2020); (iii)
atpD, dnak, efp, fyuA, gInA, gyrB i rpoD (Bella et al., 2019).

Kombinacija razli¢itih molekularnih metoda je najbolji nacin za identifikaciju bakterija i za
sticanje uvida u njihov geneticki diverzitet, s obzirom da svaka metoda ima svoje prednosti i
nedostatke u pogledu nivoa filogenetske i taksonomske rezolucije (Rademaker et al., 1998). Za
ispitivanje genetickog diverziteta, MLST se Cesto koristi u kombinaciji sa rep-PCR (engl. Repetitive
element palindromic PCR) metodom, zasnovanom na umnoZavanju ponavljaju¢ih sekvenci DNK
koje su Siroko rasprostranjene u bakterijskim genomima (Versalovic et al.,, 1994). Korelacija
izmedu rezultata dobijenih primenom ove dve metode dostize 70% (Popovi¢ et al., 2019; Chen et
al., 2021). Najcesce korisceni prajmeri za ispitivanje polimorfizma kod bakerija su zasnovani na
REP (engl. Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) i BOX elementima.

1.4. Mikrobiota/mikrobiom biljaka i DNK metabarkoding

Mikrobiotu biljaka ¢ine brojni mikroorganizmi (saprofiti i patogeni) koji mogu imati razlicit
uticaj (direktan ili indirektan) na rast i zdravlje biljaka. Na sastav i diverzitet mikrobijalnih
zajednica razli¢itih biljnih organa uti¢u genotip biljke 1 razli¢iti abiotski 1 biotski faktori (Song et
al., 2020). Poljoprivredna praksa (nacin obrade zemljista) takode uti¢e na sastav i funkciju
mikrobioma biljaka, ostavljaju¢i pozitivne ili negativne posledice na rast biljaka (Hartman et al,,
2018). Smatra se da ,,osnovni“ mikrobiom biljaka ¢ine mikrobijalni taksoni koji su od kljucne
vaznosti za prezivljavanje biljke, a koji su kao takvi uspostavljeni kroz evolucione mehanizme
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selekcije 1 neizostavan su deo holobionta odredene biljne vrste ili odredenog genotipa, bez obzira na
spoljne uticaje (Lemanceau et al., 2017). Suprotno, ,,satelitski* mikrobijalni taksoni su zastupljeni u
malom broju, jer njihovo prisustvo direktno zavisi od specificnosti stanista, ali oni i uprkos slaboj
zastupljenosti imaju vaznu ulogu u odrzavanju fitnesa biljaka kroz redukovanje broja nezeljenih
mikroorganizama (Compant et al., 2019).

Danas je sve vise istrazivanja usmereno na ispitivanje mikrobiote filosfere i rizosfere
biljaka, Sto direktno upucuje na znacaj ova dva stanista. Kao s$to se koza kod ljudi i Zivotinja smatra
prvom linijom odbrane od patogena, filosfera takode ima ulogu u ,,odbrani* biljaka od infekcije
patogenima. Na uspostavljanje mikrobioma filosfere uticu brojni disperzioni mehanizmi, kao §to su
kiSa, talozenje aerosola posredovano vetrom, insekti, zemljiste, prenos posredovan semenom itd.
(Koskella, 2020). Medutim, direktna izloZenost filosfere promenljivim uslovima spoljasnje sredine
[dostupnost vode i nutrijenata, UV radijacija, temperatura, aplikacija hemikalija (fertilizatora i
pesticida)], ali 1 bioticka komponenta (mikrobijalni kompetitori, predatori i paraziti) ne
dozvoljavaju zadrzavanje ba$ svih dospelih taksona na ovom staniStu. Upravo zbog navedenih
ogranicavajucih faktora, filosfera je manje bogata vrstama od rizosfere 1 zemljiSta (Knief et al.,
2012). ZemljiSte je povoljna niSa za bakterije zbog relativno stabilne temperature i1 vlaznosti, ali
ipak postoje brojne varijable koje oblikuju autohtone mikrobijalne zajednice ovog stanista:
geografski polozaj, struktura zemljista, pH vrednost, veli¢ina Cestica zemlje, mineralni sastav,
poljoprivredna praksa i sl. (Doornbos et al., 2012). Rizosfera je uzak sloj zemlje smesten
neposredno uz koren, koji se smatra najkompleksnijim ekosistemom na zemlji, a koga Cine
bakterije, gljive, nematode, protozoe, alge, virusi, arhee i zglavkari (Raaijmakers et al., 2009). Na
diverzitet mikroorganizama u rizosferi uticu genotip biljke i tip zemljiSta koji je okruzuje
(Berendsen et al., 2012). Biljke direktno odreduju mikrobijalni sastav rizosfere preko aktivne
sekrecije komponenti (Seceri, organske kiseline, aminokiseline) iz korena, koje stimulisu ili
potiskuju odredene c¢lanove mikrobijalne zajednice (Doornbos et al., 2012). Interakcije izmedu
biljke 1 prisutih mikroorganizama u rizosferi i zemljiStu mogu biti neutralne, korisne ili Stetne, kada
je re€ o fitopatogenim mikroorganizmima (Raaijmakers et al., 2009). Mnoge nepatogene, zemljiSne
bakterije imaju sposobnost da podsti¢u rast biljaka (engl. plant growth-promoting rhizobacteria,
PGPR), bilo direktno, preko produkcije fitohormona, solubilizacijom hranljivih materija i
usvajanjem atmosferskog azota ili indirektno, supresijom zemljiSnih patogena i Stetnih organizama
antagonistickim delovanjem (Dong et al., 2019) ili pokretanjem sistemske rezistencije biljke (engl.
induced systemic resistance, ISR) (Kloepper et al., 2004).

Pojavom platformi za sekvenciranje naredne generacije (engl. next-generation sequencing,
NGS), tehnologija sekvenciranja DNK je znacajno unapredena, ¢ime je omoguceno sticanje uvida u
sastav mikrobijalnih zajednica razli¢itih stanista, ali i u njihove kompleksne medusobne interakcije
(Shendure & Ji, 2008; Joos et al., 2020). DNK metabarkoding tehnologija se najcesce koristi za
utvrdivanje strukture i dinamike mikrobijalnih zajednica u odredenom uzorku, kroz analizu
relativne zastupljenosti i taksonomskog diverziteta (Peiffer et al., 2013; Degrune et al., 2017).
Nastanak ove 1 sliénih tehnologija, kao S$to su metagenomika, metatranskriptomika i
metaproteomika, podstaknut je nemoguénoscu kultivacije velikog broja mikroorganizama (viSe od
99%) u laboratorijskim uslovima, usled ¢ega se ne moZe proucavati i shvatiti njihova ekologija
(Leveau, 2007). Imaju¢i u vidu izneseno, utvrdivanje mikrobijalnog diverziteta je omoguéeno
izolacijom sredinske DNK (engl. environmental DNA, eDNA), koja predstavlja meSavinu
genomskih DNK razli¢itih organizama pronadenih u uzorku iz prirode (Ladin et al., 2021). Nakon
izolacije DNK, slede¢i korak u DNK metabarkoding analizi je amplifikacija i visokoprotocno
sekvenciranje (engl. high-throughput sequencing) specifi¢nog barkod regiona: 16S za bakterije, 18S
za veéinu eukariota i ITS (engl. internal transcribed spacer) regiona za gljive (Abdelfattah et al.,
2018). Uzorkovanje materijala, izolacija DNK i PCR amplifikacija se moraju izvesti sa velikom
paznjom, jer Ove procedure mogu znacajno uticati na kvalitet i diverzitet dobijenih sekvenci. Kako
su mikroorganizmi sveprisutni, mora se voditi ratuna o kontaminaciji. NepaZzljivo uzorkovanje, kao
I kontaminacije rastvora, pufera i reagenasa koji se koriste tokom izolacije DNK, precis¢avanja i
amplifikacije, mogu dovesti do pogreSnih rezultata i/ili porasta diverziteta (Salter et al., 2014).

7



Mnoge studije su pokazale da su istrazivanja ovakvog tipa znaCajna za razumevanje rasta i zdravlja
biljaka, ali i za uspostavljanje odrzive poljoprivredne prakse kroz otkrivanje prisustva potencijalno
korisnih izolata koji bi mogli na¢i primenu u bioloskoj kontroli (Berg et al., 2014; Dong et al.,
2019). Platforme za visokoprotoc¢no sekvenciranje koje se najvise koriste u studijama mikrobioma
su 454 pirosekvenciranje, lllumina MiSeq, HiSeq i NextSeq sistemi i Thermo Fisher Scientific
lonTorrent i lonProton sistemi (Beckers et al., 2016).

Nekoliko prethodnih studija je koristilo metode nezavisne od kultivacije, visokoproto¢no
sekvenciranje (454 pirosekvenciranje, HiSeq i MiSeq Illumina platforme) 1 RNK-stabilno
targetiranje izotopa (engl. RNA-stable isotope probing) za ispitivanje mikrobioma korena, izdanaka
i rizosfere uljane repice i zemljiSta na kome se uljana repica uzgaja (Gkarmiri et al., 2017; Rathore
et al., 2017; Tian et al., 2017; Monreal et al., 2018; Petrova et al.,, 2020). Medutim, nema
literaturnih podataka o ispitivanju mikrobioma filosfere uljane repice, kao ni o uticaju prisustva X.
campestris pv. campestris na autohtone mikrobijalne zajednice filosfere i rizosfere razli¢itih sorti,
linija i hibrida uljane repice.

1.5. Bioloska kontrola X. campestris pv. campestris

Do sada su za suzbijanje crne trulezi izazvane infekcijom X. campestris pv. campestris
koris¢eni razli¢iti agrotehnicki, fizicki, hemijski 1 bioloski pristupi koji pokazuju razli¢itu efikasnost
(Liu et al., 2016). Pod agrotehnickim merama se podrazumeva rotacija useva sa biljkama iz drugih
familija koje nisu prirodni domacini X. campestris pv. campestris, gajenje biljaka na poljima na
kojima nisu gajene kupusnjace najmanje dve godine, drenaza i isuSivanje zemljista (Mew &
Natural, 1993). Fizicki tretman semena toplom vodom (na 50 °C u trajanju od 25 minuta) moze
znacajno redukovati broj bakterija u semenu (Nega et al. 2003). Od hemijskih preparata za
suzbijanje X. campestris pv. campestris trenutno se najvise koriste preparati na bazi bakra koji se
smatraju najefikasnijim za suzbijanje patogena iz roda Xanthomonas (An et al., 2020). Medutim,
prekomerna primena ovog teSkog metala u kontroli patogena ostavlja negativne posledice na
ljudsko zdravlje i biodiverzitet (Lamichhane et al., 2018). Pojava bakar-rezistentnih X. campestris
pv. campestris sojeva je jo§ jedan od nezeljenih efekata do koga moze do¢i usled prekomerne
primene ovakvih baktericida, $to na kraju dovodi do smanjenja njihove efikasnosti (Lugo et al.,
2013; Behlau et al., 2017). U zemljama u kojima je dozvoljeno koris¢enje antibiotika u zastiti bilja,
za suzbijanje Xanthomonas spp. se koriste antibiotici: streptomicin, oksitetraciklin, hinolon,
kasugamicin i dr.; medutim, uprkos velikoj efikasnosti u pocetnim stadijumima kori$¢enja, njihova
intenzivna upotreba brzo dovodi do razvijanja rezistentnosti (Vallad et al., 2010; Kim et al., 2016;
Sundin & Wang, 2018). Shodno navedenom, hemijski preparati se sve viSe zamenjuju ekoloski
prihvatljivim i bezbednim bioloSkim baktericidima, koji podrazumevaju upotrebu mikroorganizama
kao biokontrolnih agenasa u supresiji bolesti (Monteiro et al., 2005).

Za termin biokontrolni agens moze se upotrebiti slicna definicija kao za probiotik: ,,zivi
mikroorganizam/mi koji kada se primeni/e u adekvatnim koli¢inama ima/ju koristan efekat na
domacéina“ (Hill et al., 2014; Legein et al., 2020). Da bi ispoljili svoja korisna svojstva, biokontrolni
agensi moraju biti adaptirani na abiotske (sredinske) i biotske (domacin-specificne) faktore. lako je
faktor adaptacije Cesto zanemaren u biokontrolnim istrazivanjima, slaba efikasnost biokontrolnih
agenasa u poljskim uslovima je najéesc¢e uslovljena upravo njihovom neadekvatnom adaptacijom,
pre nego loSom biokontrolnom aktivno$¢éu (Zeriouh et al., 2014). Kolonizacija 1 postojanost na
biljnoj povrsini ili u zemljiStu se smatraju glavnim izazovima kada je u pitanju primena bakterijskih
biokontrolnih agenasa. Varijabilnost sredinskih faktora utiCe na adaptibilnost biokontrolnih
agenasa, a samim tim i na njihov uspeh u suzbijanju bolesti. Ovo je od posebne vaznosti u
suzbijanju patogena koji inficiraju nadzemne delove biljke, jer su oni izloZeni velikim fluktuacijama
u temperaturi, vlaznosti i dostupnosti nutrijenata, Sto ih ¢ini izrazito nepristupa¢nim staniStima.
Kako bi prevazisle ,,problem* nepristupacnih staniSta, bakterije su razvile razli¢ite mehanizme, kao
Sto su pokretljivost izazvana flagelama, formiranje biofilma i dr. (Harshey, 2003). Mikroorganizmi
koji naseljavaju rizosferu smatraju se idealnim za primenu u bioloskoj kontroli, jer rizosfera
predstavlja prvu liniju odbrane korena od zemljiSnih patogena (Weller, 1988). Takode, autohtoni
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bakterijski izolati sa filosfere mogu redukovati broj folijarnih patogena, $to je ekoloski efikasna
strategija s obzirom da zauzimaju istu ekolosku niSu kao i fitopatogeni (Thapa & Prasanna, 2018).
Mikrobijalni biokontrolni agensi $tite biljke od patogena direktno (interakcija biokontrolni agens —
patogen) ili indirektno (biokontrolni agens — domacin), primenom tri nacina delovanja: (i) direktna
antibioza koja podrazumeva produkciju sekundarnih metabolita sa antimikrobnom aktivnoscéu
[isparljiva organska jedinjenja (engl. volatile organic compounds, VOCs), lipopeptide, antibiotike],
(if) kompeticija za prostor i neophodne nutrijente i (iii) indukcija sistemske rezistencije kod biljaka
(Fira et al., 2018; Massawe et al., 2018; Calvo et al., 2020). Pod terminom indukovana sistemska
rezistencija podrazumeva se indukovano stanje rezistentnosti kod biljaka koje je izazvano
delovanjem bioloskih ili hemijskih agenasa, a koje omogucava zastitu neeksponiranih delova biljke
od budu¢ih napada patogenih mikroorganizama ili Stetnih insekata (Pieterse et al., 2014).
Produkcija antimikrobnih metabolita sa Sirokim spektrom aktivnosti detektovana je kod
biokontrolnih bakterija iz rodova Bacillus, Pantoea, Pseudomonas, Agrobacterium, Serratia,
Stenotrophomonas, Streptomyces i dr. (Ko6hl et al., 2019). Pored navedenih antagonistickih
mehanizama, poznato je da Bacillus spp. i Pseudomonas spp, imaju vaznu ulogu i u promociji rasta
biljaka, podsti¢u¢i biosintezu biljnih hormona (giberelinska kiselina i indol-3-siréetna kiselina)
(Chen et al., 2007).

Vrste iz roda Bacillus su sveprisutne, kako u terestri¢nim, tako i u vodenim ekosistemima.
Predstavnici ovog roda imaju sposobnost da se brzo dele, otporni su na nepovoljne uslove
spoljasnje sredine usled jedinstvene sposobnosti da formiraju endospore i imaju Sirok spektar
biokontrolne aktivnosti. Sa tehni¢ke strane gledista, Bacillus vrste se zbog sposobnosti da formiraju
spore smatraju najboljim kandidatima za formulaciju efikasnih biopesticidnih proizvoda, jer imaju
visok nivo rezistencije koja je neophodna za formulaciju stabilnog i dugotrajnog proizvoda (Ongena
& Jacques, 2008). Od sekundarnih metabolita sa antimikrobnom aktivno$¢u koje produkuju
predstavnici iz roda Bacillus, najveca paznja se poklanja lipopeptidima iz porodica surfaktina,
iturina [iturini (A—E), mikosubtilini, bacilomicini] i fengicina (ili plipastatina) sa duzinama lanaca
masnih kiselina od Cy, — Cy6, C14 — C17, C12 — Cyg, redom (Ongena et al., 2007; Ongena & Jacques,
2008; Pathak et al., 2014a). Pored navedenih lipopeptida, 2000. godine je otkrivena i lipopeptidna
familija kurstakina kod soja Bacillus thuringiensis sa biokontrolnom aktivno$¢u protiv Stachybotrys
charatum (Hathout et al., 2000). U kojoj meri i koje sekundarne metabolite ¢e bakterija produkovati
skoro isklju¢ivo zavisi od uslova kultivacije (priroda staniSta, temperatura, vlaznost itd.). Vazno je
ista¢i da navedena jedinjenja deluju inhibitorno na patogene ¢ak i u malim koncentracijama, kao 1
da njihova aktivnost moze biti poboljSana ako deluju sinergisticki (Nyvall, 2019).

Predstavnici iz roda Pseudomonas poseduju mnoge osobine koje ih ¢ine pogodnim agensima
za biokontrolu i promociju rasta biljaka: (i) brz rast — sposobnost masovne proizvodnje; (ii)
sposobnost za brzim iskoriS¢avanjem eksudata semena 1 korena; (iii) brza kolonizacija 1
multiplikacija u razli¢itim niSama (rizosfera, unutrasnjost biljke); (iv) proizvode S$irok spektar
bioaktivnih metabolita (antibiotici, siderofore, isparljiva organska jedinjenja i supstance koje
podstiCu rast biljaka); (v) agresivni su kompetitori za resurse sa drugim mikroorganizmima i (vi)
prilagodavaju se sredinskim stresovima (Weller, 2007). Glavne komponente koje su zasluzne za
biokontrolnu aktivnost Pseudomonas spp. su fenazini, floroglukonoli, pioluteorini, pirolnitrini,
cikli¢ni lipopeptidi, cijanovodonik, liticki enzimi i isparljiva organska jedinjenja (Gross & Loper,
2009).

Lipopeptidi koje produkuju Bacillus spp. i Pseudomonas spp. su pored direktnog
antagonizma ukljufeni 1 u vezivanje bakterijskih ¢elija za biljnu povrSinu, kao i u formiranje
biofilma koji §titi mikroorganizme od nepovoljnih uticaja okoline. Neki antibiotici, posebno
lipopeptidi, omogucéavaju lakSu pokretljivost bakterija, najverovatnije menjanjem viskoznosti
kolonizovanih povrsina (Kohl et al., 2019). Takode, surfaktini i fengicini su nedavno opisani kao
pokretaci indukovane sistemske rezistencije u biljci domacinu (Zeriouh et al., 2014). Za fengicine i
iturine je dokazano da uglavnom imaju izraZzenu antifungalnu aktivnost, a neSto slabiju
antibakterijsku 1 antiviralnu, dok surfaktini imaju najizrazeniju antibakterijsku i antiviralnu
aktivnost (Deleu et al., 2008; Li et al., 2019).



Brojne dosadasnje studije su potvrdile sposobnost razlicitih Bacillus spp. (B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus, B. thuringiensis, B. velezensis, i dr.) i Pseudomonas spp. (P.
aeruginosa, P. fluorescens) da suprimiraju zarazu sa X. campestris pv. campestris (Wulff et al.,
2002; Massomo et al., 2004; Singh et al., 2010; Mishra and Arora, 2012; Liu et al., 2016). Ranija
biokontrolna istrazivanja patogena uljane repice uglavnom su bila zasnovana na suzbijanju razli¢itih
gljivicnin  patogena (A. brassicae, Botrytis cinerea, L. maculans, P. lingam, Verticillium
longisporum, S. sclerotiorum, Rhizoctonia solani) primenom raznih Bacillus spp. (B.
amyloliquefaciens, B. endophyticus, B. subtilis) i Pseudomonas spp. (P. alcaligenes, P. fluorescens,
P. chlororaphis) sojeva u in vitro i/ili poljskim uslovima (Fiddaman & Rossall, 1995; Liu, 2003;
Danielsson et al., 2007; Yang et al., 2009; Hu et al., 2011; Omar et al., 2012; Duke et al., 2017).
Nema dosupnih podataka o primeni biokontrolnih agenasa za suzbijanje bakterioza na uljanoj
repici.
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2. CILJEVI RADA

Imajuci u vidu prvu pojavu 2010. godine, a nakon toga i redovnu pojavu bakterije X. campestris pv.
campestris, na usevima ozime uljane repice u Srbiji, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Formiranje kolekcije izolata X. campestris pv. campestris poreklom sa razlicitih sorti, linija i
hibrida ozime uljane repice i sa razli¢itih lokaliteta u VVojvodini (Srbija) tokom tri godine ispitivanja
(2014, 2016. 1 2018).

2. Ispitivanje geneti¢kog diverziteta populacija X. campestris pv. campestris poreklom sa uljane
repice.

3. Ispitivanje patogenosti X. campestris pv. campestris izolata na ozimoj uljanoj repici i odredivanje
kruga domacina u okviru gajenih vrsta iz familije Brassicaceae (kupusnjaca).

4. Utvrdivanje osetljivosti sortimenta (sorti, linija i hibrida) uljane repice prema izolatima X.
campestris pv. campestris.

5. Ispitivanje uticaja X. campestris pv. campestris na mikrobijalni diverzitet filosfere i rizosfere
razli€itih sorti, linija 1 hibrida ozime uljane repice primenom metabarkoding analize.

6. lzolacija i identifikacija potencijalnih biokontrolnih agenasa iz rodova Bacillus i Pseudomonas sa
filosfere 1 iz rizosfere razliCitih sorti, linija 1 hibrida ozime uljane repice sa 1 bez simptoma
prouzrokovanih bakterijom X. campestris pv. campestris.

7. Ispitivanje biokontrolnog potencijala odabranih Bacillus i Pseudomonas vrsta i to njihovih punih
kultura i supernatanata prema izolatima X. campestris pv. campestris u in vitro i in vivo uslovima.

8. Ispitivanje postojanja genetiCkog potencijala odabranih antagonistickih izolata (Bacillus spp. i
Pseudomonas spp.) za sintezu antimikrobnih supstanci (lipopeptida i antibiotika) i hemijska
detekcija antimikrobnih supstanci u njihovim ekstraktima.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Materijal

3.1.1. Bakterijski sojevi koriS¢eni u istraZivanju

Sojevi X. campestris pv. campestris poreklom sa ozime uljane repice iz Srbije, koji su
prethodno okarakterisani kao geneticki razliciti u studijama Popovi¢ et al. (2013, 2019), koriS¢eni
su kao referentni u ovom istrazivanju. Sojevi su preuzeti iz kolekcije fitopatogenih bakterija dr
Tatjane Popovi¢ (Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Odsek za bolesti bilja, Beograd, Srbija).
Sifre sojeva, lokalitet, godina izolacije, kao i tip ozime uljane repice sa koje sojevi vode poreklo,
prikazani su u Tabeli 1.

Pored referentnih sojeva iz Srbije, u sva istrazivanja je bio uklju¢en i X. campestris pv.
campestris patotip soj NCPPB528 (=P25, =ATCC33913, =DSM3586, =LMG568, =ICMP13,
=PDDCC13, =CCUG47691), izolovan sa prokelja u Velikoj Britaniji 1957. godine. Patotip soj je
poruc¢en iz Nacionalne kolekcije fitopatogenih bakterija (engl. National Collection of Plant
Pathogenic Bacteria, Fera Science Ltd, NCPPB).

Tabela 1. Referentni sojevi X. campestris pv. campestris sa 0zime uljane repice iz Srbije

Sifra soja I;Sigélme Ll Lokalitet icz;glda' :i?e Referenca

Xc2010 (=CFBP 8912) Slavica Novi Sad (JuZnobacki okrug) 2010 Popovi¢ et al. 2013
Xc6 (=NCPPB4678, =CFBP 8914) Banacdanka Kovilj (Juznobacki okrug) 2014

Xc9 (=NCPPB4679, =CFBP 8915) Banacdanka Kovilj (Juznobacki okrug) 2014

Xc20 Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014

Xc23 (=NCPPB4680, =CFBP 8916)  Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014 Ponovié et al. 2019
Xc27 (=NCPPB4681, =CFBP 8917)  Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014 P :
Xc30 Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014

Xc31 (=NCPPB4682, =CFBP 8918)  Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014

Xc32 Nepoznat Novi Sad (Juznobacki okrug) 2014

NCPPB - Nacionalna kolekcija fitopatogenih bakterija (engl. National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Fera Science Ltd)
CFBP — Francuska kolekcija fitopatogenih bakterija (engl. French Collection of Plant associated bacteria, INRA)

3.1.2. Hranljive podloge za kultivaciju bakterija

Glukoza kvascev ekstrakt kalcijum karbonat agar (engl. Yeast extract dextrose-calcium
carbonate agar, YDC)

Ekstrakt kvasca 109
Glukoza 20 ¢
CaCOs 209
Agar 159
dH,0 1000 ml
Luria bujon (engl. Luria Broth, LB)
Tripton 109
Ekstrakt kvasca 59
NaCl 59
dH,0O 1000 ml
Luria agar (LA)

Tripton 10¢g
Ekstrakt kvasca 50
NaCl 59
Agar 159
dH,0 1000 ml
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LA soft

Tripton 109

Ekstrakt kvasca 509

NaCl 50

Agar 7,59

dH,0 1000 ml

Podloga za ukupan broj bakterija (engl. Plate Count Agar, PCA), HiMedia Laboratories
PCA 2350

dH,0 1000 ml

Cetrimidni agar (engl. Cetrimide Agar), HiMedia Laboratories
Cetrimidni agar 45,3 g

Glicerol 10 ml

dH,0 1000 ml

Minimalni medijum MSM (engl. Mineral Salt Medium, pH 7,0)
NaNO3 39

MgSO, x 7H,0 059

KCI 059

K;HPO, 0,1g

FeSO4 x 7H,0 0,01g

Ekstrakt kvasca 509

Glicerol 1%

dH,0O 1000 ml

3.1.3. Rastvori

TE pufer, pH 7,6

10 MM TRIS 0,036 g
0.5mM EDTA 60 pl
dH,0 30 ml
3% CTAB, pH 8,0

CTAB 30g

IM TRIS 121,14 g
1.4M NaCl 81,816 ¢
0.5mM EDTA 40 ml
dH,0 1000 ml
5x TBE, pH 8,0

0,5M EDTA 10 ml
50 mM TRIS 54,48 g
Borna kiselina 27 ¢
dH,0 1000 ml
Kristal violet

Kristal violet 29
Etanol 96% 20 ml

Amonijum oksalat 0,8¢g
dH,0 80 ml
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3.2. Metode
3.2.1. Uzorkovanje

3.2.1.1. Uzorkovanje biljnog materijala za izolaciju X. campestris pv. campestris

Tokom tri godine ispitivanja (2014, 2016. i 2018) sa razli¢itih sorti, linija i hibrida ozime
uljane repice, gajenih na razlic¢itim lokalitetima na teritoriji Vojvodine [regije Backa (juzna, severna
I zapadna) i severni Banat], prikupljani su uzorci u cilju formiranja kolekcije izolata bakterije X.
campestris pv. campestris (Slika 2). Uzorci su se sastojali od lis¢a na kojima su bile vidljive
nekroti¢ne lezije u vidu latini¢nog slova ,,V* (Slika 3). Podaci o lokalitetima sa GPS koordinatama,
godini uzorkovanja, sorti, liniji ili hibridu ozime uljane repice sa kojih je sakupljen biljni materijal
za izolaciju, prikazani su u Tabeli 2.

A Izolacija 2014. godine

B 1zolacija 2016. godine
@ 1z0lacija 2018. godine

Hege

¢ R. é"l.néevKi —
1tog A

Slika 2. Mapa Vojvodine sa lokalitetima uzorkovanja biljaka ozime uljane repice za izolaciju X. campestris
pv. campestris. 1zolacija 2014. godine A, izolacija 2016. godine M, izolacija 2018. godine @.

Sakupljanje uzoraka 2014. godine vrseno je na tri parcele na lokalitetu Kovilj u trenutku
kada je ozima uljana repica (sorta Banac¢anka) bila u fenofazi pocetka izduzivanja stabla (BBCH 30,
Bleiholder et al., 2001).

Sakupljanje uzoraka tokom 2016. godine je vrSeno tokom aprila i maja, na 18 lokaliteta na
teritoriji Vojvodine, u trenutku kada je ozima uljana repica bila u fenofazama cvetanja (BBCH 60-
69) i razvoja ploda (BBCH 71-79).

Sakupljanje uzoraka tokom 2018. godine vrseno je tokom maja sa sorti Kata i Nevena, linija
SO 14 i jedne nepoznate linije i hibrida NS Ras, kada je ozima uljana repica bila u fenofazi razvoja
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ploda (BBCH 75-79) na lokalitetu Rimski Sancevi (ekperimentalno polje Instituta za ratarstvo i
povrtarstvo, Odeljenja za uljanu repicu i ostalo industrijsko bilje).

Sa svakog lokaliteta i/ili sorte, linije, hibrida ozime uljane repice, sakupljeno je po 10 biljaka
za izolaciju bakterije X. campestris pv. campestris. Takode, tokom rada praceni su i klimatski uslovi
(prosec¢na temperatura i koli¢ina padavina).

Slika 3. Simptomi na listovima ozime uljane repice prouzrokovani sa X. campestris pv. campestris (foto P.
Mitrovi¢; Jelusi¢ et al., 2021a).

3.2.1.2. Sakupljanje uzoraka filosfere i rizosfere za metabarkoding analizu i izolaciju
potencijalnih antagonisti¢kih Bacillus spp. i Pseudomonas spp. izolata

Tokom maja 2018. godine, paralelno sa sakupljanjem uzoraka za izolaciju X. campestris pv.
campestris, sa istih biljka su sakupljeni i uzorci filosfere i rizosfere koji su koriS¢eni za ispitivanje
uticaja ove bakterije na sastav bakterijskih zajednica ova dva stanista, ali i za izolaciju potencijalnih
antagonisti¢kih sojeva iz rodova Bacillus i Pseudomonas. Pored biljaka sa ispoljenim simptomima
infekcije (linija SO 14, sorte Kata i Nevena i hibrid NS Ras), sakupljeni su i uzorci sa sorte Zorica
na kojoj simptomi zaraze sa X. campestris pv. campestris nisu bili vidljivi. Uzorci su se sastojali od
po tri lista sa pet nasumi¢no odabranih biljaka svake linije, sorte ili hibrida (ukupno 15 listova po
jednom uzorku) i oko ukupno 10 g rizosfere (zbirno uzetih oko korena pet biljka koje su ¢inile dati
uzorak).

3.2.2. Metode za izolaciju fitopatogenih i potencijalih antagonistickih sojeva

3.2.2.1. lzolacija X. campestris pv. campestris

Neposredno pre pocetka izolacije, nedistoce sa sakupljenih listova su isprane pod tekucom
vodom, nakon ¢ega su listovi osus$eni na sterilnom filter papiru na sobnoj temperaturi. Za izolaciju
su uzimani sitni fragmenti lisnog tkiva (veli¢ine 2-3 mm), koji su obuhvatali prelazne zone izmedu
zdravog 1 nekroticnog tkiva. Iseceni delovi su pomocu sterilnog tu¢ka u avanu macerirani uz
dodatak sterilne destilovane vode da bi se dobila suspenzija. Izolacija je vrSena zasejavanjem
dobijenog macerata metodom iscrpljivanja na YDC agar prethodno razliven u Petri kutije (pre¢nika
90 mm). Petri kutije su zatim inkubirane na temperaturi od 26+1 °C u trajanju od 72 sata.
Pojedinaéne kolonije koje su imale morfologiju nalik X. campestris pv. campestris (svetlo Zute,
konveksne i mukoidne bakterijske kolonije) su presejane na nove podloge kako bi se dobili izolati
tj. Ciste bakterijske kulture (Tabela 2). Svi izolati su dugoro¢no ¢uvani ha —20 °C u LB podlozi sa
30% (v/v) glicerola. Odredena grupa izolata deponovana je u Francusku kolekciju fitopatogenih
bakterija (engl. French Collection of Plant associated bacteria, INRA, Angers, Francuska, CFBP)
(Tabela 2).
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Tabela 2. Lista X. campestris pv. campestris izolata poreklom sa ozime uljane repice

. ) Ti_p ozime ) ) Godina Potvrda
Sifra izolata ulja_ne Lokalitet GPS koordinate izolacije spegifién_im
repice prajmerima

Xc1(=CFBP 8913) — Xc5 Banacanka Kovilj (Juznobacki okrug) 45°13'49.33"N 20° 0'50.00"E 2014 +

Xc7, Xc8 Banacanka Kovilj (Juznobacki okrug) 45°13'30.39"N 20° 0'39.06"E 2014 +

Xcl4, Xc15 Banacanka Kovilj (Juznobacki okrug) 45°14'11.32"N 19°59'52.41"E 2014 +
Xc211 — Xc215 Nepoznat Ada (Severnobanatski okrug) 45°49'31.11"N 20°5'57.33"E 2016 +
Xc221 - Xc224 Nepoznat Turija (Juznobacki okrug) 45°31'41.33"N 19°49'57.66"E 2016 -

Xc231 - Xc234 Nepoznat Senta (Severnobanatski okrug) 45°54'7.90"N 20° 5'5.53"E 2016 B

Xc241 Nepoznat Mol (Severnobanatski okrug) 45°44'35.82"N 20° 7'3.31"E 2016 B

Xc251 (=CFBP 8919) — Xc254  Nepoznat Odzaci (Zapadnobacki okrug) 45°29'10.01"N 19°17'51.77"E 2016 +
Xc261 (=CFBP 8920) — Xc266  Nepoznat Nova Crvenka (Zapadnobacki okrug) 45°40'49.61"N 19°28'17.41"E 2016 +
Xc271 (=CFBP 8921) — Xc275  Triangle Karavukovo (Zapadnobacki okrug) 45°29'51.41"N 19° 9'58.99"E 2016 +
Xc281 — Xc283 Nepoznat Bege¢ (Juznobacki okrug) 45°14'23.03"N 19°38'51.66"E 2016 -

Xc291 (=CFBP 8922) — Xc294  Nepoznat Futog (Juznobacki okrug) 45°187.87"N 19°42'7.95"E 2016 +
Xc301 (=CFBP 8923) — Xc305  Nepoznat Kovilj (Juznobacki okrug) 45°13'34.27"N 19°58'49.64"E 2016 +
Xc311 — Xc314 Banacanka Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) 45°20'19.48"N 19°51'13.10"E 2016 +
Xc321 (=CFBP 8924) Nepoznat Gornji Breg (Severnobanatski okrug) 45°54'58.13"N 20° 0'9.25"E 2016 +
Xc331 Nepoznat Tornjos (Severnobanatski okrug) 45°53'35.38"N 19°51'32.57"E 2016 -

Xc341 (=CFBP 8925) — Xc343  Nepoznat Backa Topola (Severnobacki okrug) 45°50'47.33"N 19°38'42.66"E 2016 +
Xc361 (=CFBP 8926), Xc362 Nepoznat Backa Palanka (Juznobacki okrug) 45°15'9.92"N 19°26'7.00"E 2016 1
Xc371 Nepoznat Ostoji¢evo (Severnobanatski okrug) 45°53'28.87"N 20°11'11.14"E 2016 ”
Xc381, Xc382 Nepoznat Mali Idos (Severnobacki okrug) 45°41'39.82"N 19°41'4.69"E 2016 .

Xc391 Nepoznat Bogara$ (Severnobanatski okrug) 45°54'42.89"N 19°56'10.45"E 2016 °

Xc412 — Xc416 SO 14 Rimski Sanéevi (Juznobacki okrug) 45°19'56.3"N 19°50'02.6"E 2018 +
Xc422 — Xca24 Nepoznat Rimski Sanéevi (Juznobacki okrug) 45°19'51.6"N 19°50'02.7"E 2018 4
Xc432 (=CFBP 8927) — Xc434  Kata Rimski Sanéevi (Juznobacki okrug) 45°19'45.7"N 19°49'59.9"E 2018 +
Xc442, Xc443 Nevena Rimski Sanéevi (Juznobacki okrug) 45°19'46.2"N 19°50'01.0"E 2018 +
Xc452 — Xc455 NS-Ras Rimski Sanéevi (Juznobacki okrug) 45°19'46.4"N 19°50'02.2"E 2018 +

Izolati oznaceni sa ,,bold su odabrani kao reprezentativni za dalja istraZivanja

3.2.2.2. Izolacija potencijalnih antagonisti¢kih sojeva bakterija

Izolacija potencijalnih antagonisti¢kih sojeva Bacillus spp. i Pseudomonas spp. radena je sa
filosfere i iz rizosfere biljaka ozime uljane repice sa ispoljenim simptomima zaraze sa X. campestris
pv. campestris (linija SO 14, sorte Kata i Nevena, hibrid NS Ras) i sa zdravih biljaka, bez simptoma
(sorta Zorica). Izolacija je radena iz istih uzoraka koji su koris¢eni za metabarkoding analizu.

Izolacija Zeljenih bakterija iz uzoraka filosfere radena je na podlogama LA i cetrimidnom
agaru, zasejavanjem po 50 pul suspenzija u 1 x PBS-u, koje su prethodno napravljene za
metabarkoding analizu (potpoglavlje 3.2.7.1). Nakon zasejavanja, podloge su inkubirane preko noc¢i
na 30 °C.

Dodatno, protokol predlozen u radu Beri¢ et al. (2012) za termalnu inaktivaciju vegetativnih
¢elija i njihovo razdvajanje od endospora, kori$¢en je za izolaciju Bacillus spp. sojeva iz filosfere i
rizosfere. Priprema uzoraka za izolaciju radena je u epruvenama sa 1 ml LB podloge u koje je
stavljeno oko 1 g svakog od uzoraka. Termalna inaktivacija radena je na 80 °C u trajanju od 1
minuta, nakon ¢ega su uzorci inkubirani na 30 °C preko no¢i i1 zasejani na PCA podloge. Nakon 24
sata inkubacije, odabrane su sve kolonije koje su imale morfologiju nalik Bacillus sp. i
Pseudomonas sp. i presejane na sveze LA podloge (Tabela 3). Precisc¢eni izolati su dugoroc¢no
skladisteni na —20 °C u LB podlozi sa 30% (v/v) glicerola.
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Tabela 3. Lista potencijalnih antagonistickih izolata dobijenih sa filosfere i iz rizosfere razli¢itih
tipova ozime uljane repice sa ili bez simptoma zaraze sa X. campestris pv. campestris

izs(;lfer\?a Tip Oilergiecéjljane Poreklo Przz;vflsj()aovgnje Morfologija kolonija na LA podlozi
Bacillus sp. izolati
X1-1 linija SO 14 filosfera + Kremasto-bele, kozaste, ravne, nepravilne ivice, difuzan rast
X1-2 linija SO 14 filosfera + Bele, neprozirne, okrugle, ispupcene, glatke
X1-3 linija SO 14 filosfera + Bele, neprozirne, ravne, okrugle, nepravilne ivice
X2-1 linija SO 14 filosfera + Bele, neprozirne, ravne, okrugle, nepravilne ivice
X2-2 linija SO 14 filosfera + Bele, ispupcene, kozaste, okrugle
X2-3 linija SO 14 filosfera + Ravne kolor_1ije sa belom, neprozir_nom sred_inom i
prosvetljenom rozetom nepravilnog oblika
X3-1 sorta Kata filosfera + Bele, ravne, prozirne, mat, nepravilne ivice
X3-2 sorta Kata filosfera + Ravne kolor_1ije sa belom, neprozir_nom sred_inom i
prosvetljenom rozetom nepravilnog oblika
X4-1 sorta Nevena filosfera + Bele, ravne, mat, nepravilne ivice
X4-2 sorta Nevena filosfera + Kremasto-bele, ispupéene, okrugle, sluzave
X5-1 hibrid NS Ras filosfera + Bele, kozaste, ispupcene, okrugle
X5-2 hibrid NS Ras filosfera + Bele, kozaste, ravne, nepravilne ivice, difuzan rast
X6-1 sorta Zorica filosfera + Bele, ispupéene, kozaste, okrugle
X6-2 sorta Zorica filosfera + Ravne kolor_1ije sa belom, neprozir_nom sred_inom i
prosvetljenom rozetom nepravilnog oblika
X6-3 sorta Zorica filosfera + Kremasto-bele, srednje do velike, okrugle, ispupéene
X7-1 linija SO 14 rizosfera + Bele, ispupcene, kozaste, okrugle
X7-2 linija SO 14 rizosfera + Bele, asimetri¢ne, dlakave, difuzan rast u snopovima
X7-3 linija SO 14 rizosfera + Kremasto-bele, ravne, okrugle, nepravilne ivice
X8-1 linija SO 14 rizosfera + Bele, ispupcene, kozaste, okrugle
X8-2 linija SO 14 rizosfera + Kremasto-bele, koZaste, ravne, nepravilne ivice, difuzan rast
X8-3 linija SO 14 rizosfera + Ravne kc_)lonije sa belom, nepro_zirnom s_redinpm i
prosvetljenom rozetom nepravilnog oblika, sitne
X10-1 sorta Nevena rizosfera + Bele, neprozirne, ispupcene, okrugle, sluzave
X10-2 sorta Nevena rizosfera + Bele, kozaste, ispupcene, okrugle
X11-1 hibrid NS Ras rizosfera + Kremasto-bele, kozaste, ravne, nepravilne ivice, difuzan rast
X11-2 hibrid NS Ras rizosfera + Kremasto-bele, okrugle, oblik kratera, sitne
X12-1 sorta Zorica rizosfera + Kremasto-bele, kozaste, ravne, nepravilne ivice, difuzan rast
X12-2 sorta Zorica rizosfera + Bele, ispupéene, kozaste, okrugle
Pseudomonas sp. izolati
X1-1PB linija SO 14 filosfera - Zute, ravne, srednje do velike, sredina neprozirna sa
prozirnom rozetom nepravilnog oblika
X1-1PMF linija SO 14 filosfera - Zute, ispup&ene, okrugle, fluorescentne na CA podlozi
X1-2PMF linija SO 14 filosfera - Zute, ravne, mat, nepravilne, fluorescentne na CA podlozi
X2-1P linija SO 14 filosfera - Zute, ravne, mat, nepravilne, fluorescentne na CA podlozi
X2-1PME linija SO 14 filosfera - Zute, okrugle do ovalne, ravne, sredina neprozirna sa
prozirnom rozetom, fluorescentne na CA podlozi
X3-1P sorta Kata filosfera - Zute, ispup&ene, okrugle, sitne, fluorescentne na CA podlozi
X4-1P sorta Nevena filosfera - Zute, okrugle do ovalne, ravne, sredina neprozirna sa
prozirnom rozetom, fluorescentne na CA podlozi
X5-1PMF hibrid NS Ras filosfera - Zute, ispup&ene, okrugle, fluorescentne na CA podlozi

*Za izolate oznaCene sa ,,bold” dokazana je antagonisticka aktivnost pune kulture in vitro, dok su izolati markirani sivo pokazali
antagonisti¢ku aktivnost i u formi pune kulture i supernatanta u in vitro testovima.

*CA -Cetrimidni agar
3.2.3. Metode za ispitivanje patogenosti i virulentnosti izolata X. campestris pv. campestris

3.2.3.1. Patogenost izolata X. campestris pv. campestris na 0zimoj uljanoj repici

Patogenost 10 reprezentativnih X. campestris pv. campestris izolata (Xcl, Xc251, Xc261,
Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341, Xc361, Xc432) testirana je na sorti Zorica ozime uljane
repice (Institut za ratarstvo i povrtarstvo, NS seme, Srbija). Eksperiment je postavljen u
kontrolisanim uslovima staklenika (Slika 4). Biljke koriS¢ene za eksperiment uzgajane su u
sterilnom supstratu smestenom u plasticne saksije za rasad sa 66 (11 x 6) otvora (precnik otvora 4
cm, dubina 5 cm). Inokulacija je vrsena metodom prskanja mladih biljaka ozime uljane repice
starosti tri nedelje (fenofaza razvoja listova, BBCH 12-13) bakterijskom suspenzijom testiranih
izolata, koncentracije podesene na ~10° CFU ml™. Za prskanje je koriséena ruéna prskalica sa
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pumpom (Villager). Biljke su uniformo prskane sve dok cele povrsine listova nisu bile potpuno
prekrivene suspenzijom. Eksperiment je postavljen u tri nezavisna ponavljanja, sa po Sest biljaka po
ponavljanju (ukupno 18 biljaka po izolatu). Tretmani su medusobno razdvojeni plasti¢nim
barijerama kako bi se spre€ila unakrsna kontaminacija tokom inokulacije, ali i kasnije tokom
zalivanja mikrorasprskivacem. Patotip soj NCPPB528 i pet referentnih X. campestris pv. campestris
sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i
NCPPB4682) koris¢eni su kao pozitivne kontrole, dok je sterilna destilovana voda koriS¢ena kao
negativna kontrola. Tokom prvih 24 sata biljke su drzane u uslovima visoke vlaznosti (RH 90—
100%), kako bi se omogucio prodor bakterije u list. Nakon 24 sata, inokulisane biljke su bile drzane
u slede¢im uslovima staklenika: dnevna temperatura 30+2 °C, no¢na temperatura 20+2 °C,
fotoperiod 12 h, vlaznost 50-60 %.

Ocena intenziteta zaraze (procenat lisne povrSine zahvaéen simptomima) vr$ena je 14 dana
nakon inokulacije primenom Horsfall-Barratt (H-B) skale od 1 do12 (1 = biljka bez simptoma; 2 >
0-3%; 3 > 3-6%; 4 > 6-12%; 5 > 12-25%; 6 > 25-50%; 7 > 50-75%; 8 > 75-87%; 9 > 87-94%);
10>94-97; 11 > 97-100%; 12 = 100%) (Horsfall & Barratt, 1945).

7 P

Slika 4. Ogled patogenosti u stakleniku (foto A. Jelu$i¢)

3.2.3.2. Odredivanje kruga domacéina X. campestris pv. campestris

Virulentni potencijal 10 reprezentativnih X. campestris pv. campestris izolata ispitan je na
Sest vrsta kupusnjaca u okviru Brassica oleracea, koje su poznate kao domacini ovog patogena u
Srbiji: brokoli (sorta Corvet), kupus (sorta Futoski), karfiol (sorta Snezna grudva), raStan
(nepoznata domaca sorta), kelj (sorta Gvozdena glava) i keleraba (sorta Golijat). Metod inokulacije
i ocene simptoma, kao i koris¢ene kontrole (pozitivne i negativne) bili su isti kao $to je prikazano za
test patogenosti na uljanoj repici (potpoglavlje 3.2.3.1).

3.2.3.3. Ispitivanje osetljivosti sortimenta uljane repice prema X. campestris pv. campestris

Trideset pet linija, tri hibrida i 11 sorti ozime uljane repice, kao i jedna jara sorta uljane
repice (Prilog 1), proizvedeni na Institutu za ratarstvo i povrtarstvo (Odeljenje za uljanu repicu,
Rimski Sandevi) su testirani na osetljivost prema X. campestris pv. campestris. Od svih 15 testiranih
X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije (10 reprezentativnih i pet
referentnih), za ovaj eksperiment su odabrana tri izolata, koji su na osnovu rezultata testa
patogenosti determinisani kao visoko virulentan (NCPPB4679), srednje virulentan (Xcl) i slabo
virulentan (Xc291). Xanthomonas campestris pv. campestris patotip soj NCPPB528 kori$¢en je kao
pozitivna kontrola, dok je sterilna destilovana voda kori§¢ena kao negativna kontrola. Eksperiment
je postavljen u kontrolisanim uslovima staklenika u tri ponavljanja, sa Cetiri biljke po ponavljanju
(ukupno 12 biljaka za svaku liniju/hibrid/sortu po izolatu). Inokulacija i ocena vrseni su na isti na¢in
kao i za test patogenosti (potpoglavlje 3.2.3.1).
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3.2.4. In vitro i in vivo testovi za ispitivanje biokontrolnog potencijala izolata Bacillus spp. i
Pseudomonas spp.

3.2.4.1. Ispitivanje antagonisti¢ke aktivnosti pune kulture izolata in vitro

In vitro antagonisticka aktivnost punih kultura 27 Bacillus spp. i osam Pseudomonas spp.
izolata, ispitana je na kolekciji od 19 X. campestris pv. campestris izolata poreklom sa ozime uljane
repice iz Srbije i to na 10 reprezentativnih izolata (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301,
Xc321, Xc341, Xc361, Xc432) i devet referentnih sojeva (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679,
Xc20, NCPPB4680, NCPPB4681, Xc30, NCPPB4682, Xc32) (Tabele 1 i2), kao i na X. campestris
pv. campestris patotip soju NCPPB528. Suspenzije X. campestris pv. campestris izolata/sojeva i
antagonistickih izolata napravljene su u LB medijumu uz inkubaciju na 27 °C u trajanju od 48 sati u
slucaju X. campestris pv. campestris, odnosno na 30 °C u trajanju od 24 sata u slucaju potencijalnih
antagonistickih izolata. Nakon inkubacije, opticke gustine (engl. optical density, OD) suspenzija su
izmerene pomocu spektrofotometra UV-6300/6300PC double beam (MRC, Israel) na 600 nm.
Suspenzije su zatim centrifugirane na 2000 x g u trajanju od 10 minuta, a dobijeni pelet je rastvoren
u 10 mM MgSO, do 0.5 McFarland. Antagonisticka aktivnost punih kultura Bacillus spp. i
Pseudomonas spp. izolata testirana je stavljanjem kapi (5 pl) suspenzije na LA soft medijum (5 ml)
koji je prethodno inokulisan sa 50 pl svakog X. campestris pv. campestris izolata/soja i razliven
preko LA medijuma. Pojava zone inhibicije oko kapljica posmatrana je nakon 48 sati inkubacije na
30 °C. Antagonisticka aktivnost izolata izrazena je u milimetrima i ocenjena je kao: bez aktivnosti
(-), slaba (<9 mm, +), umerena (10—13 mm, ++) i izraZena (>14 mm, +++) antagonisticka aktivnost.

3.2.4.2. Sposobnost izolata X. campestris pv. campestris da produkuju biofilm

Kako bi se redukovao broj X. campestris pv. campestris izolata za dalja istrazivanja (in vitro
aktivnost supernatanata i in vivo biokontrolne eksperimente), testirana je njihova sposobnost
produkcije biofilma. Eksperiment je postavljen sa osam X. campestris pv. campestris izolata/sojeva
(CFBP 8912, Xcl, NCPPB4679, NCPPB4681, Xc32, Xc261, Xc271, Xc291) koji su se pokazali
testirana je prema protokolu datom u radu Stepanovié¢ et al. (2003). Za eksperiment su koriS¢ene
prethodno napravljene suspenzije (potpoglavlje 3.2.4.1) u 10 mM MgSO, (10° CFU ml™).
Eksperiment je raden u tri nezavisna ponavljanja u mikrotitracionoj plo¢i (Thermo Scientific) sa 96
mesta i ravnim dnom. Bunari¢i mikrotitracione plo¢e naliveni su sa po 180 pl LB medijuma i po 20
Ml bakterijske suspenzije. Bunari¢i naliveni samo sa LB medijumom (200 pl) sluzili su kao
negativna kontrola. Plo¢a je inkubirana na 30°C u trajanju od 48 sati, nakon Cega je sadrzaj u
bunari¢ima odliven. Bunariéi su tri puta isprani sa po 300 ul 1 x PBS-a kori$¢enjem multikanalne
pipete, vodeci racuna da se biofilm ne osteti. Nakon ispiranja, ploCa je ostavljena na suSenju na
sobnoj temperaturi u obrnutom polozaju preko no¢i. Formirani biofilm je zatim fiksiran
dodavanjem 200 pl metanola u svaki bunari¢. Nakon 20 minuta metanol je odliven, nakon ¢ega je
usledilo susenje na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Bunari¢i su zatim obojeni sa po 150
Ml 2% kristal violeta u trajanju od 15 minuta. Visak boje ispran je pod teku¢om vodom, a boja
vezana za prilepljene bakterije je o€itana na 570 nm u Multiskan FC ¢itacu (Thermo Fisher
Scientific). Nakon ocitavanja ODs7o izracunate su srednje vrednosti triplikata za sve testirane
izolate.

Da bi se odredila kategorija produkcije biofilma, definisana je ,,cut off“ vrednost (ODc) koja
predstavlja srednju vrednost apsorbance negativnih kontrola uvecane za vrednost 3 SD (srednja
vrednost OD negativne kontrole + 3 SD). Na osnovu dobijenih vrednosti ODc, svaki izolat svrstan
je u jednu od slede¢ih kategorija: OD < ODc - nema produkcije biofilma (kategorija 0); ODc < OD
<2 x ODc - slaba produkcija biofilma (kategorija 1 ili +); 2 x ODc < OD <4 x ODc - umerena
produkcija biofilma (kategorija 2 ili ++); 4 x ODc < OD - izraZena produkcija biofilma (kategorija
3 ili +++). Dobijeni rezultati kombinovani su sa prethodno dobijenim rezultatima testa virulentnosti
na ozimoj uljanoj repici (potpoglavlje 3.2.3.1). Na ovaj nacin su za dalji rad odabrana tri X.
campestris pv. campestris izolata koja su se uklapala u sledece grupe: (i) visoko virulentan/izraZzena
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produkcija biofilma, (i) srednje virulentan/umerena produkcija biofilma i (iii) slabo
virulentan/slaba produkcija biofilma.

3.2.4.3. Ispitivanje antagonisticke aktivnosti supernatanata in vitro

U nastavku istrazivanja, testirana je antagonisticka aktivnost supernatanata samo onih
Bacillus spp. i Pseudomonas spp. izolata koji su pokazali aktivnost pune kulture na bar jednom od
testiranih X. campestris pv. campestris izolata/sojeva. Prekono¢ne kulture odabranih antagonisti¢kih
izolata su centrifugirane na 2000 x g u trajanju od 10 minuta, a dobijeni supernatanti su profiltrirani
kroz membranske filtere 0.45 pum Durapore™ (Merck Millipore, Irska). Antagonisticka aktivnost
supernatanata testirana je ,,well-diffustion” metodom (Dimki¢ et al., 2013) na tri odabrana X.
campestris pv. campestris izolata/soja: Xc291 (slabo virulentan/slaba produkcija biofilma), Xcl
(srednje virulentan/umerena produkcija biofilma) 1 NCPPB4679 (visoko virulentan/izrazena
produkcija biofilma). AntagonistiCka aktivnost supernatanata testirana je u Petri kutijama pre¢nika
90 mm na LA soft podlozi (7 ml), prethodno inokulisanoj sa 140 pl suspenzije svakog X.
campestris pv. campestris izolata/soja i razlivenoj preko LA podloge. Bunari¢i u podlozi su
napravljeni od sterilnih donjih delova nastavaka za automatsku pipetu od 200 pl. U bunarice je
nalivano po 30 pl suprenatanta svakog od izolata. Petri kutije su inkubirane na 30 °C tokom 48 sati.
Antagonisticka aktivnost izolata je ocenjena pojavom zone inhibicije oko bunariéa u vidu
prosvetljene zone (izraZzene u milimetrima).

3.2.4.4. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti in vivo

In vivo eksperiment je postavljen na sorti ozime uljane repice Jasna (Institut za ratarstvo i
povrtarstvo, NS seme, Srbija) sa tri odabrana antagonisticka izolata: X5-2, X6-3 i X2-1P.
Antagonisti¢ki potencijal odabranih izolata ispitan je na tri izolata X. campestris pv. campestris:
NCPPB4679, Xcl i Xc291, koji su redom okarakterisani kao izolati sa izrazenom, umerenom i
slabom produkcijom biofilma tj. kao visoko, srednje i slabo virulentni izolati. Biljke za eksperiment
su gajene u sterilnom supstratu, a tretmani su radeni u trenutku kada su biljke dostigle fenofazu
razvoja 2-3 prava lista (BBCH 12-13). Suspenzije izolata X. campestris pv. campestris i
antagonisti¢kih izolata napravljene su u LB medijumu uz inkubaciju na 261 °C u trajanju od 48
sati u slucaju X. campestris pv. campestris (koncentracije 10 CFU ml™), odnosno na 30 °C u
trajanju od 24 sata u slucaju antagonistickih izolata (koncentracije 10° CFU ml™). Supernatanti
antagonistic¢kih izolata su izdvojeni centrifugiranjem prekono¢nih kultura na 5000 x g u trajanju od
20 minuta.

Sposobnost punih kultura i supernatanata antagonisti¢kih izolata za kontrolu izolata X.
campestris pv. campestris testirana je preko dva tipa tretmana, koji su podrazumevali aplikaciju
antagonistickih izolata (i) 24 sata pre i (ii) 24 sata nakon inokulacije biljaka X. campestris pv.
campestris izolatima. Biljke inokulisane samo sa testiranim X. campestris pv. campestris izolatima
koriS¢ene su kao kontrolni tretmani. Tretmani su medusobno razdvojeni plastiénim pregradama
kako bi se izbegla unakrsna kontamincija. Eksperiment je postavljen u kontrolisanim uslovima
staklenika (temperatura 23+2 °C; fotoperiod 12 h; vlaznost 90-100 % tokom prva 24 sata nakon
inokulacije sa X. campestris pv. campestris, kasnije 50-60%) u etiri nezavisna ponavljanja sa po
Sest biljaka po ponavljanju (ukupno 24 biljke po izolatu tj. tretmanu).

Ocena ogleda je vrSena 14 dana nakon inokulacije, koris¢enjem H-B skale od 1 do 12

(potpoglavlje 3.2.3.1). Efikasnost primenjenih tretmana izraCunata je preko Abbott-ove formule
(Abbott, 1925):

Efikasnost (%) = X

x 100

gde je X — srednja vrednost intenziteta infekcije u kontroli; Y — srednja vrednost intenziteta
infekcije u tretmanu.
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3.2.5. Molekularne metode za identifikaciju i karakterizaciju X. campestris pv. campestris

3.2.5.1. lzolacija DNK

Ukupna bakterijska DNK iz ukupno 82 dobijena izolata X. campestris pv. campestris
(Tabela 2), pet referentnih X. campestris pv. campestris sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije
(CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682) (Tabela 1) i jednog X.
campestris pv. campestris patotip soja NCPPB528, izolovana je koris¢enjem heksadecil trimetil
amonijum bromid (CTAB) metode predlozene od Le Marrec et al. (2000). Izolacija je radena iz
prekono¢nih kultura gajenih na 30 °C u LB medijumu. Nakon centrifugiranja 5 minuta na 10000 x g
(Hettich Zentrifugen MIKRO 22R, Nemacka), pelet je resuspendovan u miksu koji se sastojao od:
567 ul TE pufera, 30 ul 10% natrijum dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) i 3 pl
proteinaze K (Sigma, Sent Luis, SAD) u finalnoj koncentraciji od 100 ug ml™. Nakon 30 minuta
inkubacije na 37 °C, uzorci su tretirani sa 100 pul 5SM NaCl 1 250 pl 3% CTAB pufera. Nakon
ponovne inkubacije na 60 °C (20 minuta) u hiting bloku (Heating/Cooling Dry Block CH-100,
Biosan, Letonija), DNK je pre¢is¢ena dodavanjem 800 pl hloroforma. Gornja faza koja se izdvojila
nakon centrifugiranja (10 minuta na 10000 x g) prebacena je u nove tubice od 1,5 ml. Sledec¢i korak
sastojao se iz dodavanja 1/10 volumena 3M natrijum acetata i 1 volumena ledeno-hladnog
izopropanola. Nakon centrifugiranja 15 minuta na 10000 x g, pelet je ispran sa 1 ml 96% ledeno-
hladnog etanola. 1zolovana DNK je rastvorena u 50 pl TE pufera i dugoro¢no skladistena na —20
°C.

3.2.5.2. Preliminarna molekularna identifikacija primenom specifi¢nih prajmera

Preliminarna molekularna identifikacija izolata vrSena je primenom lancane reakcije
polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) kori§¢enjem visoko specifi¢nih parova
prajmera za X. campestris (DLH109/DLH112 i DLH120/DLH125) i X. campestris pv. campestris
(Dhrp Xcc F/Dhrp Xcc R 1 XCF/XCR), koji su napravljeni na osnovu razli¢itih delova sekvenci
hrpF gena. Nukleotidne sekvence koris¢enih prajmera i njihove karakteristike prikazane su u Tabeli
4.

Za svaki od cetiri para prajmera, napravljena je PCR reakciona smeSa u totalnoj zapremini
od 25 ul, koja se sastojala od slede¢ih komponenti: 12,5 ul 2 x PCR TagNova-RED Master Mix
(Blirt, DNA-Gdansk, Poljska), 9,5 ul PCR vode, 1 pul svakog od prajmera (10 uM) i 1 pl genomske
DNK.

PCR amplifikacija za par prajmera Dhrp_Xcc F/Dhrp_Xcc R radena je primenom
programa predloZenog u radu Singh et al. (2016):

inicijalna denaturacija 94 °C 3 min
denaturacija 95°C 40 sec
hibridizacija 60 °C 40 sec x 40
elongacija 72°C 40 sec
finalna elongacija 72°C 5 min
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Za PCR amplifikaciju para prajmera XCF/XCR koris¢en je program predlozen u radu Park
et al. (2004):

inicijalna denaturacija 94 °C 5 min
denaturacija 94 °C 15 sec
hibridizacija 58 °C 15 sec x 35
elongacija 72°C 30 sec
finalna elongacija 72°C 5 min

Program Berg et al. (2005) koris¢en je za PCR sa parovima prajmera DLH109/DLH112 i
DLH120/DLH125:

inicijalna denaturacija 95°C 3 min
denaturacija 95°C 40 sec
hibridizacija 63 °C 40 sec x 40
elongacija 72°C 40 sec
finalna elongacija 72°C 5 min

Kao pozitivne kontrole koris¢eni su X. campestris pv. campestris patotip soj NCPPB528 i
pet referentnih X. campestris pv. campestris sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912,
NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682).

Vizualizacija dobijenih PCR produkata je izvrSena na horizontalnom 1% agaroznom gelu,
napravljenom otapanjem agaroze u 0,5 x TBE puferu uz dodavanje etidijum bromida u finalnoj
koncentraciji 0,5 pg ml™. Isti pufer je koris¢en i za elektroforezu. PCR produkti zapremine 5 pl
naliveni su u bunarice gela, a elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 90 V 1 jacini struje
od 300 mA u trajanju od 90 minuta. Prisustvo PCR amplikona na o¢ekivanim pozicijama na gelu je
provereno pod UV osvetljenjem (260 nm) na transiluminatoru (Biometre, Getingen, Nemacka) u
odnosu na DNK marker (200-10000 bp SmartLadder MW-1700-10, Eurogentec, Belgija) i
pozitivne kontrole.

Tabela 4. Prajmeri korisc¢eni za preliminarnu identifikaciju X. campestris pv. campestris

Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5° — 3°) Veli¢ina amplikona (bp) Referenca
Dhrp_Xcc_F GTGGCCATGTCGTCGACTC )
Dhrp_Xcc R GAATAAACTGTTTCCCCAATG 769 Singh et al. (2016)
XCF CGATTCGGCCATGAATGACT
XCR CTGTTGATGGTGGTCTGCAA 535 Park etal. (2004)
DLH109 ATGTCGCTCAACACGCTTTC
DLH112 GTTTTGCGTGTAGCCCTTTGC 1400 Berg et al. (2005)
DLH120 CCGTAGCACTTAGTGCAATG 615 Berg et al. (2005)
DLH125 GCATTTCCATCGGTCACGATTG getal

3.2.5.3. Repetitive element palindromic PCR (rep-PCR)

Postojanje genetickog diverziteta izmedu 65 izolata koji su preliminarno identifikovani kao
X. campestris pv. campestris primenom specificnih prajmera, ispitano je umnoZavanjem
ponavljaju¢ih sekvenci DNK (rep-PCR), koris¢enjem tri para prajmera: BOXALR (BOX-PCR),
ERICLR/ERIC2 (ERIC-PCR) i REP1R-I/REP2-1 (REP-PCR). Nukleotidne sekvence koris¢enih
prajmera prikazane su u Tabeli 5. Neposredno pre amplifikacije, koncentracije DNK svih izolata su
kvantifikovane spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije na 260 nm uz pomo¢ NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific, SAD) i ujednacene. Kao pozitivne kontrole, koris¢eni su X. campestris pv.
campestris patotip soj NCPPB528 i pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice (CFBP 8912,
NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682) iz Srbije.
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PCR smesa u totalnoj zapremini of 25 pl sastojala se od KAPA Taq PCR Kit (Kapa Biosystems,
Merck, Nemacka) komponenti: 10 x KAPA Taq Buffer B (2.5 pl), 10 mM dNTP mix (0.5 pl), SU
KAPA Tag DNA polymerase (0.2 pl), 10 uM prajmeri (svaki po 2 ul), PCR voda (16.8 pl) i
genomska DNK (1 pul).

PCR amplifikacije radene su prema protokolu Louws et al. (1994):

inicijalna denaturacija 95°C 7 min

denaturacija 94 °C 1 min

hibridizacija 53 °C (BOX), 52 °C (ERIC), 44°C (REP) 8 min x 30
elongacija 65 °C 8 min

finalna elongacija 65 °C 15 min

Vizualizacija DNK profila ispitivanih izolata X. campestris pv. campestris sa 0zime uljane
repice 1 njihovo poredenje sa patotip i referentnim sojevima, vr$ena je na horizontalnom 1%
agaroznom gelu. PCR produkti (5 pl) pomesani su sa 1,5 ul boje (6X DNA Gel Loading Dye,
Thermo Fisher Scientific) i naneseni na gel. Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 90 V
1 jacini struje od 300 mA u trajanju od 3 sata. Veli¢ine dobijenih DNK fragmenata odredivane su u
odnosu na DNK marker 100-3000 bp DNA ladder (NIPPON Genetics).

DNK profili 65 testiranih izolata sa ozime uljane repice, dobijeni primenom svakog od tri
koriS¢ena para prajmera, uporedeni su sa profilima patotip soja i pet referetnih sojeva sa uljane
repice iz Srbije koriS¢enjem Phylip 3.698 softvera. Nivo sli€nosti izmedu DNK profila izolata
prikazan je na UPGMA (engl. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
filogenetskom stablu, napravljenom u NJPLOT programu (Perriere & Gouy, 1996). U cilju $to
lakSeg poredenja rezultata dobijenih primenom sva tri rep-PCR prajmera (BOX-PCR, ERIC-PCR i
REP-PCR) i odabira svih izolata koji bi mogli biti potencijalno geneticki razliciti, svakom klasteru
je dodeljen broj.

Tabela 5. Prajmeri koris¢eni za rep-PCR

Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5° — 3°) Veli¢ina amplikona (bp) Referenca
BOXAILR CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 100-3000
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 300-3000
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Louws et al. (1994)
REP1R-I IICGICGICATCIGGC 250-3000
REP2-I ICGICTTATCIGGCCTAC

3.2.5.4. Genotipizacija i analiza sekvenci viSe genskih lokusa (MLST/MLSA)

Na osnovu rezultata rep-PCR, za dalji rad je odabrano 10 reprezentativnih izolata (Xc1,
Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341, Xc361 i Xc432). Genotipizacija je vrSena
koriS¢enjem 7 parova prajmera metodom tipiziranja na osnovu sekvenci viSe lokusa (MLST).
Prajmeri su napravljeni na osnovu parcijalnih sekvenci pet konzerviranih gena: fyuA, gltA, gyrB,
lepA i rpoD, koji kodiraju tonB-zavisni receptor, citrat sintazu, DNK zirazu B, elongacioni faktor 4
i RNK polimeraza sigma faktor RpoD, redom, kao i dva para prajmera (dnaK-F/R i P-X-dnaK-F/R),
napravljenih na osnovu razli¢itih regiona sekvenci gena dnaK, koji kodira molekularni $aperon
DnaK. Nukleotidne sekvence prajmera i njihove karakteristike prikazane su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Prajmeri kori§¢eni za MLST/MLSA

Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5’ — 3°) Veli¢ina amplikona (bp) Referenca

dnaK-F GGTGGAAGACCTGGTCAAGA 940
dnak-R TCCTTGACYTCGGTGAACTC
fyuA -F AGCTACGAYGTGCGYTACGA 698
fyuA -R GTTCACGCCRAACTGGTAG Young et al. (2008)
gyrB-F ACGAGTACAACCCGGACAA 865 '
gyrB-R CCCATCARGGTGCTGAAGAT
rpoD-F TGGAACAGGGCTATCTGACC 875
rpoD-R CATTCYAGGTTGGTCTGRTT
gltA-F ATCTTGATCAGGTCACGCTCAAC 501
gltA-R AGCATCTTCAGCACGGCTTCGTT Almeida et al. (2010
lepA-F AAGCSCAGGTGCTCGACTCCAAC 390 )
lepA-R CGTTCCTGCACGATTTCCATGTG

P-X-dnaK-F GGTATTGACCTCGGCACCAC .

P-X-dnak-R ACCTTCGGCATACGGGTCT 540 Fargier etal. (2011)

PCR reakcione smeSe u totalnoj zapremini od 25 pl, sastojale su se od slede¢ih komponenti:
12,5 ul 2 x PCR TagNova-RED Master Mix (Blirt, DNA-Gdansk, Poljska), 9,5 ul PCR vode, 1 pl
svakog od prajmera (10 uM) 1 1 ul genomske DNK.

PCR amplifikacija gena dnakK, fyuA, gyrB i rpoD radena je koris¢enjem sledeéeg programa,
predlozenog od strane Young et al. (2008):

inicijalna denaturacija 94 °C 3 min

denaturacija 94 °C 30 sec
hibridizacija 54 °C 30 sec x 30
elongacija 72°C 1 min

finalna elongacija 72°C 10 min

Geni gltA i lepA amplifikovani su po programu datom u radu Almeida et al. (2010):

inicijalna denaturacija 94 °C 5 min
denaturacija 94 °C 30 sec
hibridizacija 58 °C 30 sec x 35
elongacija 72°C 30 sec
finalna elongacija 72°C 7 min

Program predlozen od strane Fargier et al. (2011) koris¢en je za PCR amplifikaciju para
prajmera P-X-dnaK-F/ P-X-dnaK-R:

inicijalna denaturacija 94 °C 3 min
denaturacija 94 °C 50 sec
hibridizacija 62 °C 50 sec x 35
elongacija 72°C 1 min
finalna elongacija 72°C 7 min

PCR produkti su razdvojeni na 1% agaroznom gelu, a pozicija umnozenog regiona DNK
proverena je u odnosu na DNK marker 100-3000 bp DNA ladder (NIPPON Genetics). PCR
produkti su zatim preciS¢eni koriS¢enjem kitova za precis€¢avanje QIAquick PCR Purification i
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QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) i sekvencirani bidirekciono u centru za sekvencirnje
Macrogen Sequencing Service (Amsterdam, Holandija). Za amplifikaciju i sekvenciranje su
koriséeni isti prajmeri. Kako bi izolati bili identifikovani do nivoa vrste i kako bismo dobili
indikaciju o pripadnosti patovaru, kvalitet dobijenih sekvenci je manuelno pregledan, a zatim su
sekvence uporedene sa ve¢ deponovanim sekvencama u bazi Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (NCBI) primenom nukleotid BLAST (BLASTN) funkcije
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekvence su zatim deponovane u banku gena, a pristupne
Sifre su prikazane u Tabeli 7.

DNK sekvence Sest gena: dnaK, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i lepA koriséene su za filogenetsku
analizu. Filogenetska analiza je radena u cilju poredenja 10 reprezentativnih izolata sa ozime uljane
repice iz Srbije sa pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912, NCPPB4678,
NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682), pet sojeva X. campestris pv. campestris (CN18, 3811,
ICMP 21080, B100 i 8004) poreklom sa razli¢itih domacina iz razli¢itih zemalja i patotip sojem
NCPPB528. Sekvence komparativnih sojeva preuzete su iz NCBI baze, a njihove pristupne Sifre su
prikazane u Prilogu 1. Pre konstruisanja filogenetskog stabla, sekvence svih gena, za sve izolate
koji su koriS¢eni za poredenje poravnate su u BioEdit v. 7.0.5 programu 1 iseCene do istih duzina
(dnaK - 631 nt, fyuA - 610 nt, gyrB - 757 nt, rpoD - 725 nt, gltA - 547 nt, lepA - 775 nt), nakon Cega
su od njih napravljene konkatamerne sekvence duzine 4045 nt. ,Neighbour-joining® filogenetska
stabla su napravljena za svaki od gena pojedinacno, ali i sa konkatamernim sekvencama
koris¢enjem Mega 7 softvera. Za ukorenjivanje filogenetskih stabala koris¢en je soj Xanthomonas
arboricola pv. pruni 15-088 (NZ_CP044334) deponovan u NCBI bazi podataka. Geneticke distance
na filogenetskim stablima izracunate su koris¢enjem Kimura dvoparametarskog modela supstitucije
nukleotida (Kimura, 1980).

Tabela 7. Pristupne Sifre reprezentativnih izolata u NCBI bazi podataka

Sifra NCBI pristupne §ifre
izolata rpoD gyrB dnak fyuA gltA lepA P-X-dnaK

Xcl MN872658 MN872647 MNB872625 MN872636 MN872603 MN872614 MN876208
Xc251 MN872659 MN872648 MN872626 MN872637 MN872604 MN872615 MN876209
Xc261 MN872660 MN872649 MN872627 MN872638 MN872605 MN872616 MN876210
Xc271 MN872661 MNB872650 MN872628 MN872639 MN872606 MN872617 MN876211
Xc291 MN872662 MN872651 MN872629 MN872640 MN872607 MN872618 MN876212
Xc301 MN872663 MNB872652 MN872630 MN872641 MN872608 MN872619 MN876213
Xc321 MN872664 MNB872653 MN872631 MN872642 MN872609 MN872620 MN876214
Xc341 MN872665 MNB872654 MN872632 MN872643 MN872610 MN872621 MN876215
Xc361 MN872666 MNB872655 MN872633 MNB872644 MN872611 MN872622 MN876216
Xc432 MN872667 MNB872656 MN872634 MN872645 MN872612 MN872623 MN876217

3.2.5.5. Odredivanje srodnosti izolata X. campestris pv. campestris primenom analize
zasnovane na alelima

Detaljnija analiza sekvenci radena je primenom PubMLST (engl. Public databases for
molecular typing and microbial genome diversity) neredundantne baze podataka
(https://pubmlst.org/analysis/nrdb.shtml). Na ovaj nacin, 10 reprezentativnih izolata poreklom sa
ozime uljane repice i pet referentnih sojeva sa ozime uljane repce iz Srbije (CFBP 8912,
NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682), uporedeno je sa 75 sojeva Xanthomonas
spp. [1 Xanthomonas sp., 4 X. campestris, 56 X. campestris pv. campestris, 6 X. campestris pv.
incanae (Xci) i 8 X. campestris pv. raphani (Xcr)] izolovanih u razli¢itim zemljama sa razli¢itih
domacéina [B. oleracea; B. oleracea vars. botrytis, costata, capitata i gemmifera; B. oleracea
convar. bullata var. gemmifera; B. oleracea convar. acephala var. sabellica; B. oleracea convar.
capitata vars. alba i sabauda; B. oleracea convar. botrytis var. botrytis; B. kaber var. pinnatifida;
Iberis sp.; Raphanus sativus; Matthiolaincana; Erysimum sp.; Barbarea vulgaris; Armoracia
lapathifolia; Ranunculus sp.; Rorippa nasturtium-aquaticum] (Prilozi 2 i 3). Svih 75 X. campestris
pv. campestris sojeva koris¢enih za poredenje, prethodno su okarakterisani u studiji strukture X.
campestris, sprovedenoj od strane Cruz et al. (2018). Poredenje je radeno na osnovu sekvenci Cetiri
konzervirana gena: fyuA, gyrB, rpoD i dnaK (amplifikovanog prajmerima P-X-dnaK-F/ P-X-dnaK-
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R), koji su takode koris¢eni u studiji Cruz et al. (2018) za ovakav tip analize. Sekvence sojeva
kori§¢enih za poredenje preuzete su iz NCBI baze podataka. Nukleotidne sekvence za sva Cetiri
lokusa su prvo poravnate u BioEdit v. 7.0.5 programu, ise¢ene do istih duzina (P-X-dnaK - 470 nt,
fyuA - 538 nt, gyrB - 418 nt, rpoD - 422 nt) i uporedene. Svakoj sekvenci koja se od drugih
sekvenci istog lokusa razlikovala u jednom ili vise nukleotida dodeljen je drugi alelski broj. Svaka
nova kombinacija alelskih profila oznacena je kao novi tip sekvence (ST). Oznake ST dodeljene su
u skladu sa oznakama datim u radu Cruz et al. (2018).

Kako bi se graficki predstavila veza izmedu svih definisanih tipova sekvenci i utvrdio
polozaj 15 izolata X. campestris pv. campestris poreklom sa ozime uljane repice (10
reprezentativnih i pet referentnih) u odnosu na komparativne Xanthomonas spp. sojeve sa razli¢itih
domacina i iz razli¢itih zemalja, koris¢en je PHYLOViZ softver
(http://mwww.phyloviz.net/goeburst/) sa implementiranim eBURST (engl. global optimal eBURST,
goeBURST) algoritmom predlozenom od strane Feil et al. (2004). Primenom ove metode,
determinisane su sve varijante sekvenci sa promenama u jednom (engl. single locus variants, SLVS),
dva (engl. double locus variants, DLVS) ili tri (engl. triple locus variants, TLVs) lokusa, koje su
nastale kao rezultat diverzifikacije od predackog genotipa, na osnovu jednog, dva ili tri
konzervirana gena, redom, $to je prikazano na stablu sa minimalnim rasponom (engl. minimum
spanning tree, MS). Svaki ,.vor® stabla predstavlja jedan tip sekvence (ST), a razliite boje
predstavljaju razli¢ite domacine sa kojih poredeni izolati/sojevi vode poreklo. Veli¢ina svakog
¢vora odgovara broju sojeva koji imaju dati tip sekvence. Boje linija koje povezuju ¢vorove
predstavljaju razlike u jednom (plava), dva (zelena) ili tri (svetlo siva) lokusa ili lokuse koji nisu
povezani (crna).

3.2.6. Molekularne metode za identifikaciju i karakterizaciju antagonistickih izolata

3.2.6.1. lzolacija DNK

Totalna genomska DNK 10 Bacillus spp. i Sest Pseudomonas spp. izolata, koji su pokazali
antagonisticku aktivnost pune kulture i supernatanata izolovana je primenom protokola Better et al.
(1983). Za potrebe izolacije DNK, izolati su gajeni u LB medijumu na 30 °C u trajanju od 24 sata.
Prekono¢ne kulture (2 ml) izolata centrifugirane su na 10000 x g (Hettich Zentrifugen MIKRO
22R, Nemacka) u trajanju od 10 minuta, a dobijeni pelet ispran je sa 1 ml 1 x PBS-a. Suspenzija u
PBS-u je zatim ponovo centrifugirana na 10000 x g u trajanju od 10 minuta. U slucaju
Pseudomonas spp. izolata, pelet je ispran sa 400 pl TE pufera i 15 pl 10 mg ml™ lizozima (Serva
GMBH, Hajdelberg, Nemacka), dok je pelet Bacillus spp. resuspendovan samo u TE puferu. DNK
je pre¢is¢ena dodavanjem 15 pl RNAze (10 mg ml™), 400 pl 2% SDS i 100 pl pronaze (5 mg ml™).
Nakon inkubacije uzoraka na 37 °C u trajanju od 10 — 60 minuta (dok suspenzija ne postane
prozirna), suspenzija je vorteksovana 15 minuta na maksimalnoj brzini u Digital Disruptor Genie
(Scientific Industries, Inc.) vorteksu. lzolacija je radena u fenol:hloroform:izoamil alkoholu
(25:24:1), a faze su razdvojene centrifugiranjem na 10000 x g u trajanju od 15 minuta. Nakon
razdvajana, gornja faza je prebacena u nove tubice od 1,5 ml. Druga izolacija je radena dodavanjem
jednake zapremine hloroforma i centrifugiranjem na 10000 x g u trajanju od 3 minuta. Gornja faza
je ponovo prebacena u nove tubice od 1,5 ml, nakon ¢ega je u DNK precipitirana dodavanjem 0.2
M NaCl-a i izopropanola. Tubice su invertovane nekoliko puta kako bi se izdvojila DNK.
Suspenzija je zatim pazljivo odbagena, a DNK je isprana u ledeno-hladnom 70% etanolu (1 ml).
Dobijena DNK je resuspendovana u 50 uLL TE pufera i dugoro¢no skladistena na —20 °C.

3.2.6.2. Molekularna identifikacija i karakterizacija antagonistic¢kih izolata

Molekularna identifikacija svih 16 Bacillus spp. i Pseudomonas spp. izolata (Tabela 3) koji
su pokazali antagonisticku aktivnost radena je parcijalnom amplifikacijom 16S rRNK gena,
primenom univerzalinih prajmera fD1Funi-16S/rP2Runi-16S (Weisburg et al., 1991). Dodatno,
DNK 10 Bacillus spp. izolata amplifikovana je sa parom prajmera tufGPF/tufGPR (Caamafo-
Antelo et al., 2015) koji umnozavaju parcijalnu sekvencu tuf gena (elongacioni faktor Tu), dok je za
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Sest Pseudomonas spp. izolata kori§¢en par prajmera gyrBF/gyrBR (Sarkar & Guttman, 2008) Koji
umnozavaju parcijalnu sekvencu gena gyrB.

PCR reakcija sa univerzalnim prajmerima fD1Funi-16S/rP2Runi-16S radena je prema
programu:

inicijalna denaturacija 95°C 5 min
denaturacija 95°C 40 sec
hibridizacija 54 °C 40 sec x 30
elongacija 72°C 90 sec
finalna elongacija 72°C 7 min

PCR amplifikacija tuf gena radena je prema protokolu Chavagnat et al. (2002):

inicijalna denaturacija 95°C 8 min

denaturacija 95°C 30 sec
hibridizacija 55°C 1 min x 35
elongacija 72°C 30 sec

finalna elongacija 72°C 10 min

GyrB gen amplifikovan je prema slede¢em PCR programu:

inicijalna denaturacija 95°C 2 min 30 sec
denaturacija 95°C 30 sec
hibridizacija 58 °C 1 min x 35
elongacija 72°C 1 min

finalna elongacija 72°C 7 min

Dalja molekularna karakterizacija na prisustvo gena ukljuenih u biosintezu razlicitih
sekundarnih metabolita (lipopeptida i antibiotika), radena je samo za dva Bacillus spp. (X5-2 i X6-
3) i tri Pseudomonas spp. (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF) izolata koji su pokazali in vitro
antagonisti¢ku aktivnost i u formi pune kulture i supernatanta. Odabrani Bacillus izolati testirani su
na prisustvo gena za lipopeptide: fenD za fengicin sintetazu (Ramarathnam et al., 2007); sfp za
surfaktin sintetazu (Hsieh et al., 2004); krsA, krsB i krsC za kurstakin sintetazu (Abderrahmani et
al., 2011); bamC za bacilomicin D sintetazu (Ramarathnam et al., 2007) i ituA i ituB za iturin
operon (Tsuge et al., 2005). Pseudomonas izolati testirani su na prisustvo gena za biosintezu
antibiotika: hcnBC za cijanovodoni¢nu kiselinu (Ramette et al., 2003); prnD za pirolnitrin, pltC za
pioluteorin (de Souza & Raaijmakers, 2003) i phcA za fenazin-1-karboksilnu Kiselinu (Raaijmakers
et al., 1997).

Nukleotidne sekvence svih prajmera kori§¢enih za identifikaciju, kao i za detekciju gena za
antibiotike i lipopeptide i njihove karakteristike, prikazani su u Tabeli 8.

Sve navedene PCR amplifikacije su radene u totalnom volumenu od 25 pl koja se sastojao
od slede¢ih komponenti: 12,5 pl 2 x PCR TaqNova-RED Master Mix (Blirt, DNA-Gdansk,
Poljska), 9,5 ul PCR vode, 1 pl svakog od prajmera (10 uM) i 1 ul genomske DNK.

PCR amplifikacije su radene prema slede¢im programima:
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FEND1-F/FEND1-R (fenD):

inicijalna denaturacija
denaturacija
hibridizacija
elongacija

finalna elongacija

94 °C
94 °C
62 °C
72°C

72°C

BACC1-F/BACC1-R (bamC):

inicijalna denaturacija
denaturacija
hibridizacija
elongacija

finalna elongacija

Sfp-F/sfp-R (sfp):

inicijalna denaturacija

denaturacija (autoekstenzija)
hibridizacija (autoekstenzija)
elongacija (autoekstenzija)

denaturacija
hibridizacija
elongacija

finalna elongacija

AKS-F/TKS-R (krsA, krsB i krsC):

inicijalna denaturacija
denaturacija
hibridizacija
elongacija

finalna elongacija

94 °C
94 °C
60 °C
72°C

72°C

94 °C

94 °C

94 °C

94 °C
45°C
68 °C
94 °C
45°C
68 °C

72°C

44.4°C

72°C

72°C

3 min

1 min
1 min

x 45
1 min 45 sec

6 min

3 min

1 min
30 sec

x 35
1 min 45 sec

6 min

2 min

15 sec
15 sec =
3 min

15 sec
15 sec —
3 min

10 min

3 min
1 min

40 sec
2 min

}X3O

10 min
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ITUPL-F/ITUP2-R (ituA i ituB):

inicijalna denaturacija 96 °C 5 min

denaturacija 96 °C 30 sec

hibridizacija 60 °C 30 sec x 30
elongacija 72°C 2 min 30 sec

finalna elongacija 72°C 10 min

HCN-F/HCN-R (hcnBC):

inicijalna denaturacija 94°C 2 min 30 sec
denaturacija 94 °C 30 sec

hibridizacija 63 °C 30 sec x 30
elongacija 72°C 1 min

finalna elongacija 72°C 10 min

PLTC1-F/PLTC2-R (pltC) i PRND1-F/PRND2-R (prnD):

inicijalna denaturacija 95°C 2 min

denaturacija 95°C 1 min

hibridizacija 67 °C (pltC), 68 °C (prnD) 1 min x 30
elongacija 72°C 1 min

finalna elongacija 72°C 10 min

PhCA-F/PhCA-R (phcA):

inicijalna denaturacija 94 °C 2 min

denaturacija 94 °C 1 min

hibridizacija 67 °C 45 sec x 30
elongacija 72°C 1 min

finalna elongacija 72°C 10 min

Prisustvo amplikona na odgovaraju¢im pozicijama provereno je na horizontalnom 1%
agaroznom gelu u odnosu na DNK marker 200-10000 bp SmartLadder MW-1700-10. PCR
produkti su precis¢eni koris¢enjem Qiagen kitova QIAquick PCR Purification i Gel Extraction Kit,
nakon cega su poslati na sekvenciranje u Eurofins Genomics sequencing service (Hamburg,
Nemacka). Kvalitet dobijenih sekvenci je manuelno pregledan, a sekvence su uporedene sa
dostupnim sekvencama u NCBI bazi koris¢enjem BLASTn funkcije, kako bi se dobila indikacija o
pripadnosti odredenim vrstama.

3.2.6.3. Filogenetska analiza

Filogenetsko stablo maksimalne sli¢nosti (engl. maximum likelihood) konstruisano je sa
konkatamernim sekvencama gena tuf, 16S rRNK i sfp za Bacillus izolate X5-2 i X6-3, dok su za
identifikaciju Pseudomonas X2-1P koris¢ene konkatamerne sekvence gena gyrB, 16S rRNK i phcA.

29



U filogenetsku analizu su uklju¢eni referentni sojevi [Bacillus velezensis (K26 i SRCM102755),
Bacillus megaterium (5-3 i JX285), Bacillus amyloliquefaciens DH8030, Bacillus aryabhattai
KNU10, Pseudomonas orientalis (F9 i R4-35-08) i Pseudomonas synxantha 30B) iz NCBI baze, sa
kojima su testirani izolati pokazali najve¢u homologiju. Pre pravljenja konkatamernih sekvenci i
konstruisanja filogenetskog stabla, pojedinacne sekvence svih gena su trimovane do istih duzina i
poravnate koris¢enjem ClustalW funkcije BioEdit (v.7.2) programa. Filogenetsko stablo je
konstruisano u Mega X programu, a geneticke distance su izraCunate primenom Tamura-3-
parametarskog modela.

Tabela 8. Prajmeri koris¢eni za identifikaciju i za detekciju gena za antibiotike i lipopeptide
Bacillus i Pseudomonas izolata

Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5’ — 3°) Veli¢ina amplikona (bp) Referenca
Prajmeri za identifikaciju
fD1Funi-16S AGAGTTTGATCCTGGCTCAG .
rP2Runi-16S ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1500 Weisburg et al. (1991)
tufGPF ACGTTGACTGCCCAGGACAC 791 Caamafo-Antelo et al.
tufGPR GATACCAGTTACGTCAGTTGTACGGA (2015)
QyrBF MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC 610 Sarkar & Guttman
gyrBR TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC (2008)
Prajmeri za specifi¢nu detekciju gena ukljucenih u biosintezu lipopeptida kod Bacillus spp. izolata
FEND1-F TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT 964 Ramarathnam et al.
FENDI-R GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC (2007)
BACC1-F GAAGGACACGGCAGAGAGTC 875 Ramarathnam et al.
BACC1-R CGCTGATGACTGTTCATGCT (2007)
sfp-F ATGAAGATTTACGGAATTTA .
sfp-R TTATAAAAGCTCTTCGTACG 675 Hsieh et al. (2004)
AKS-F TCHACWGGRAATCCAAAGGG 1125, 1152, 1161, 1167, Abderrahmani et al.
TKS-R CCACCDKTCAAAKAARKWATC 1173 (2011)
ITUP1-F AGCTTAGGGAACAATTGTCATCGGGGCTTC
ITUP2-R TCAGATAGGCCGCCATATCGGAATGATTCG 2000 Tsuge etal. (2005)
Prajmeri za specifiénu detekciju gena ukljucenih u biosintezu antibiotika Pseudomonas spp. izolata
HCN-F ACTGCCAGGGGCGGATGTGC 587 Ramette et al. (2003)
HCN-R ACGATGTGCTCGGCGTAC
PRND1-F GGGGCGGGCCGTGGTGATGGA 786 de Souza & Raaijmakers
PRND2-R YCCCGCSGCCTGYCTGGTCTG (2003)
PLTC1-F AACAGATCGCCCCGGTACAGAACG 438 de Souza & Raaijmakers
PLTC2-R AGGCCCGGACACTCAAGAAACTCG (2003)
PhCA-F TTGCCAAGCCTCGCTCCAAC y
PhCAR CCGCGTTGTTCCTCGTTCAT 1150 Raaijmakers et al. (1997)

3.2.7. Ispitivanje sastava mikrobijalnih zajednica filosfere i rizosfere ozime uljane repice
primenom metabarkoding analize

3.2.7.1. lzolacija totalne DNK i NGS sekvenciranje

Priprema uzoraka filosfere (Phl — SO 14, Ph2 — Kata, Ph3 — Nevena, Ph4 — NS Ras i Ph5 —
Zorica) za metabarkoding analizu radena je prema protokolu predloZzenom u radu Janakiev et al.
(2019a). Sakupljeni listovi ozime uljane repice, prvo su isprani u sterilnom 1 x fosfathom puferu
(engl. Phosphate Buffered Saline, PBS, Sigma Aldrich, Velika Britanija) uz $ejkiranje na 200 rpm u
trajanju od 10 minuta. Nakon ispiranja, listovi su ponovo potopljeni u svez 1 x PBS i tretirani u
ultrazvuénom kupatilu (Bandelin Sonorex RK 103H, Nemacka) u trajanju od 2 minuta, a zatim
stavljeni na Sejkiranje u trajanju od 15 minuta. Dobijena suspenzija u 1 x PBS-u (100 ml),
profiltrirana je kroz 0.22 um polikarbonatni membranski filter (Isopore™ Membrane Filter, Merck
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Millipore, Irska). Totalna DNK uzoraka filosfere, izolovana je korid¢enjem Quick-DNA™
Fungal/Bacterial Miniprep Kit-a (Zymo Research), dok je PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO
BIO Laboratories, Inc., SAD) koriS¢en je za izolaciju totalne DNK iz pet uzoraka rizosfere (R1 —
SO 14, R2 — Kata, R3 — Nevena, R4 — NS Ras i R5 — Zorica). Izolacija totalne DNK iz oba tipa
uzoraka, radena je primenom protokola predlozenih od strane proizvodaca. Koncentracije DNK
kvantifikovane su na Qubit 4 fluorometru (Invitrogen™, SAD), nakon &ega su uzorci poslati na
sekvenciranje u FISABIO Sequencing Service (Valensija, Spanija). Sekvenciranje je radeno na
MiSeq sekvenatoru koris¢enjem Illumina protokola za pripremu biblioteka metagenomskih
sekvenci (Cod. 15044223 Rev. A) sa parom prajmera (For-5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3';
Rev-5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") koji umnozavaju V3 i V4 regione 16S rDNK
(Klindworth et al., 2013).

3.2.7.2. Obrada podataka i taksonomska anotacija

Procena kvaliteta sekvenci radena je u Prinseq-lite programu (Schmieder et al., 2011)
koris¢enjem sledec¢ih parametara: minimalna duzina 50 bp, secenje 3’ kraja sa pragom 30 bp,
srednjim tipom ocene kvaliteta i kvalitetom trimovanja 10 bp. Forward (R1) i reverzna (R2)
ocitavanja dobijena nakon Illumina sekvenciranja spojena su u programu Fastq-join (Aronesty,
2013). Analiza podataka uradena je koriS¢enjem ad-hoc pipeline u RStatistics environment
programu (R Core Team, 2012). Uklanjanje Sumova, spajanje uparenih krajeva i uklanjanje himera
radeno je pocevsi od podataka o sparenim krajevima, koriS¢enjem programa DADA?2 pipeline
(Callahan et al. 2016). RDP_classifier segment u okviru Ribosomal Database Project baze (RDP;
http://rdp.cme.msu.edu/) koriS¢en je za taksonomsku anotaciju (Cole, et al., 2009).

Alfa diverzitet (bakterijski diverzitet unutar uzorka) je procenjen na osnovu analize
operativnih taksonomskih jedinica (engl. operational taxonomic unit, OTU) i predstavljen
koris¢enjem Shannon, Simpson, invSimpson 1 fisherAlpha indeksa. Uoceno bogatstvo vrsta unutar
svakog od uzoraka prikazano je preko OBS (engl. observed OTU) vrednosti, dok je procenjeno
bogatstvo predstavljeno CHAOL i ACE (engl. Abundance-based coverage estimator) indeksima.
Rarefakciona analiza je uradena kako bi se na osnovu dobijenih sekvenci procenio ukupan
diverzitet na nivou razdela, familije i roda [broj sekvenci (x osa) vs. broj taksona (y-0sa)].

Beta diverzitet (bakterijski diverzitet izmedu razli¢itih uzoraka) je procenjen koriS¢enjem
slede¢ih analiza: analiza glavnih komponenti (engl. Principal Components Analysis, PcoA), analiza
grupisanja (engl. Clustering) i kanonska analiza korespondencije (engl. Canonical Correspondence
Analysis, CCA). Sve tri analize radene su sa matricama udaljenosti za nivo razdela, familije i roda.
Podaci dobijeni nakon sekvencirana deponovani su u BioProject NCBI bazu podataka pod Sifrom
PRINA718174 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=PRINA718174).

Krona program za interaktivnu vizualizaciju koris¢en je za graficko predstavljanje
distribucije taksona u uzorcima. Distribucija ocitavanja po uzorcima prikazana je Prilogu 4.
Relativna zastupljenost razli¢itih razdela (a) i rodova (b) u uzorcima filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere
(R1-R5) prikazana je u Prilogu 5.

3.2.8. Hemijska analiza sekundarnih metabolita antagonistic¢kih izolata

3.2.8.1. Ekstrakcija sekundarnih metabolita antagonisti¢kih izolata

Ekstrakcija sekundarnih metabolita iz supernatanata izolata Bacillus (X5-2 i X2-1P) i
Pseudomonas X2-1P radena je primenom etil acetata, prema protokolu opisanom u radu Dimki¢ et
al. (2013). lzolati su gajeni u LB medijumu (500 ml) na 30 °C u trajanju od 24 sata uz Sejkiranje,
nakon Cega su Celije oborene centrifugiranjem 20 minuta na 5000 x g (Sorvall RC-5B superspeed
centrifuge). Ekstrakcija je radena dodavanjem etil acetata (Sigma-Aldrich, SAD) u razmeri 1:1.
Nakon razdvajanja frakcija u levku za razdvajanje, etil acetatna frakcija je izdvojena i potpuno
isparena na rotacionom uparivaéu (Buchi Rotavapor R-114, Svajcarska).

Benzenova ekstrakcija prema protokolu Janakiev et al. (2019b), dodatno je radena za
ekstrakciju antimikrobnih jedinjenja iz Pseudomonas izolata X2-1P. Za potrebe ovog tipa
ekstrakcije, bakterijska suspenzija je napravljena u minimalnom MSM medijumu uz Sejkiranje na
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28 °C u trajanju od 4 dana. Bakterijska kultura je oslobodena od ¢elija centrifugiranem 20 minuta
na 5000 x g, a dobijeni supernatant je acidifikovan na pH 2.0 koncentrovanom hlorovodoni¢nom
kiselinom. Ekstrakcija je radena dva puta, dodavanjem jednake zapremine benzena (Sigma-Aldrich,
SAD). Benzenova frakcija je zatim razdvojena u levku za razdvajanje i potpuno uparena.

Suvi sirovi ekstrakti, dobijeni primenom obe metode ekstrakcije, rastvoreni su u metanolu
do finalne koncentracije 20 mg ml™ i kori§¢eni za dalju hemijsku analizu.

3.2.8.2. Gasna hromatografija-masena spektrometrija (GC-MYS)

Sva Cetiri dobijena ekstrakta su podeljena u dve frakcije za detekciju ukupnih koncentracija
pojedina¢nih komponenti. Prva frakcija je direktno injektirana u GC—MS, dok je druga frakcija
koriS¢ena za merenje prisutnih polarnih jedinjenja. Rastvarac je prvo uparen pod blagim protokom
azota, nakon ¢ega je dodato 100 ul hlor trimetil silan, N,O-bis (trimetilsilil)trifluoroacetamida sa
1% trimetil hloro silanom (BSTFA: TMCS 99:1; CAS: 25561-30-2, Supelco). GC-MS analiza je
radena na gasnom hromatografu Agilent 5890 opremljenom sa autosemplerom (Gerstel Inc.)
kuplovanim za detektor mase sa jednim kvadrupolom (Agilent 5977B High Efficiency Source).
Uzorci u zapremini 1 pl su injektirani u ,,splitless® modu. Temperatura za injektovanje je podeSena
na 250 °C. Uzorci su razdvojeni u kapilarnoj koloni HP5-MS [30 m x 0.25 mm (unutrasnji precnik),
0,25 pum] sa helijumom kao nosatem gasa (protok: 1,2 ml min™). Podetna temperatura za gasnu
hromatografiju podesena je na 50 °C u trajanju od 1 minuta, nakon ¢ega je postepeno (5 °C/ min)
poveéavana do 350 °C, ponovo u trajanju od 1 minut. Temperature prenosa, jonskog izvora i
kvadrupolnog analizatora odrzavane su na 290 °C, 230 °C i 150 °C, redom. Vreme ka$njenja zbog
rastvaraa iznosilo je 4 minuta. U reZimu potpunog skeniranja izmeren je maseni spektar
elektronske jonizacije (engl. Electron lonization, EI) na 70 eV u opsegu od 33 — 600 (m/z). Maseni
spektar EI komponenti eluiranih iz kolone uporeden je sa masenim spektrima EI iz baze podataka
Nacionalnog instituta za standarde i tehnologiju (engl. National Institute of Standards and
Technology, NIST) i na taj na¢in identifikovan.

Metoda mikroekstrakcije u ¢vrstoj fazi - uzorkovanje iz gasovite faze (engl. Headspace-solid
phase microextraction, HS-SPME) koriS¢ena je za detekciju poluisparljivih jedinjenja, izlaganjem
uzorka temperaturama od 40 °C i 60 °C. Temperatura pe¢nice gasnog hromatografa podeSena je u
rasponu od 30 °C (u trajanju od 2 minuta) do 280 °C (u trajanju od 1 minut) sa promenom od 15
°C/min. Za poboljsanje rezolucije gasne hromatografije i minimalizaciju Sirenja pikova koris¢en je
ulaz specifican za SPME. Isparljiva organska jedinjena koja produkuju izolati X5-2, X6-3 i X2-1P u
ukupnim koncentracijama i prilikom izlaganja 40 °C i 60 °C vizuelno su predstavljena na toplotnoj
karti napravljenoj u R programskom jeziku.

3.2.8.3. Te¢na hromatografija visokih performansi spregnuta sa elektrosprej jonizacijom i
kvadrupol TOF masenom spektrometrijom (HPLC-ESI-gTOF/MS)

Detekcija cikli¢nih lipopeptida prisutnih u etil acetatnim ekstraktima Bacillus izolata X5-2 i
X6-3 radena je prema protokolu opisanom u radu Dimki¢ et al. (2013), dok je detekcija cikli¢nih
lipopeptida u etil acetatnom i benzenovom ekstraktu Pseudomonas X2-1P izolata radena po
protokolu Janakiev et al. (2019b). Sva razdvajanja su radena i prilagodena koloni (Poroshell 120
column EC-C18; 2,7 um; 3,0 x 150 mm) pri protoku od 0,5 ml/min kori$¢enjem 25 pl injekcionog
volumena. Elucioni gradijent za etil acetatne ekstrakte Bacillus (X5-2 i X6-3) izolata sastojao se od
acetonitrila i 10 mM amonijum-acetata (40:60, v/v). Mobilna faza ekstrakata (etil acetatanog i
benzenovog) Pseudomonas X2-1P izolata, sastojala se od (A) ultraciste vode i (B) 0,2% mravlje
kiseline i acetonitrila kori§¢enih na sledeci na¢in: 0,0-1,0 minut 5% B, 1,0-16 minuta od 5 do 95%
B, 16,0-16,1 minuta od 95 do 5% B, zatim 5% B u trajanju od 6 minuta. Razdvajanje cikli¢nih
jedinja prvo je praceno primenom detektora sa nizom dioda (260 nm, diode-array detector — DAD).
Skeniranja masenih spektara radena su u pozitivnom modu u opsegu m/z 800-1700 (Dimki¢ et al.,
2017), dok je skeniranje masenih spektara za Pseudomonas ekstrakte radeno u opsegu m/z 40-1000
u negativnom modu uz sledeée uslove: kapilarni napon 3,0 kV; temperatura gasa 250 °C; gas za
susenje 8 I/min; temperatura noseceg gasa 375 °C; protok noseceg gasa 11 I/min. U ovim uslovima
uredaj bi trebalo da generiSe podatke sa tacnos¢u oko = 3 ppm. Svi podaci su obradeni pomocu
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Qualitative Workflow B.08.00 i Qualitative Navigator B.080.00 softvera. Obrada podataka
zasnovana je na dostupnim literaturnim podacima i Cistim standardima iturina i surfaktina.

3.2.9. Statisticka obrada podataka

Dobijeni rezultati ispitivanja patogenosti i virulentnosti X. campestris pv. campestris izolata
na 0zimoj uljanoj repici i B. oleracea domacinima (brokoli, kupus, karfiol, rastan, kelj i keleraba)
(potpoglavlja 3.2.3.1, 3.2.3.2. 1 3.2.3.3), kao i ispitivanje biokontrolnog potencijala antagonistickih
izolata in vivo (potpoglavlje 3.2.4.4), statisticki su obradeni u programima STATISTICA v. 7
(StatSoft, Inc.) i SPSS STATISTICS v. 20 (SPSS, Inc.). Kolmogorov—Smirnov test koris¢en je za
testirane normalnosti raspodele, dok je Levinov test kori§¢en za ispitivanje jednakosti varijansi.
Dobijeni podaci su podvrgnuti analizi varijanse (ANOVA). lzdvajanje srednjih vrednosti postignuto
je primenom Tukey’s HSD (engl. honest significant difference) testa. Rezultati su smatrani
statistiCki znac¢ajnim u sluc¢aju kada je vrednost P <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Simptomi na 0zimoj uljanoj repici prouzrokovani sa X. campestris pv. campestris

Tokom petogodiSnjeg perioda (2014-2018) pracenja pojave 1 razvoja simptoma
prouzrokovanih fitopatogenom bakterijom X. campestris pv. campestris na 0zimoj uljanoj repici na
teritoriji Vojvodine, primeéeno je da se prvi simptomi javljaju krajem septembra i pocetkom
oktobra, kada je ozima uljana repica u fenofazi razvoja listova (BBCH 13-19) i to u vidu
hloroti¢nih lezija razli¢itih veli¢ina, koje su polazile od ivica listova. Kako bolest napreduje, lezije
se povecavaju i postaju nekroti¢ne, dovodeéi na kraju do susenja kompletne lisne povrsine. Takode,
na listovima se mogla uociti pojava crnila lisnih nerava, $to je direktno ukazivalo na prisustvo
patogena u njima (Slika 5). Primec¢eno je da pojava simptoma za posledicu ima redukciju rasta, a u
nekim slucajevima i propadanje zaraZenih biljaka. Pocetkom proleca naredne godine (pocetak
aprila), tj. tokom drugog dela vegetacije, kada je ozima uljana repica u fenofazi razvoja cvasti
(BBCH 51-59), simptomi nastavljaju da se Sire, dovode¢i do susenja i opadanja listova sve do
fenofaze razvoja ploda (BBCH 71-79).

Podaci o vremenskim uslovima koji su prethodili pojavi simptoma (prose¢na temperatura i
koli¢ina padavina) na ozimoj uljanoj repici, prikazani su u Prilogu 6. Podaci su preuzeti sa sajta
Republickog hidrometeoroloskog zavoda Srbije (RHMZ,
http://www.hidmet.gov.rs/eng/osmotreni/naslovna.php) za meteoroloske stanice, koje su najblize
mestima uzorkovanja [Novi Sad (Kovilj, Futog, Rimski San¢evi, Batka Palanka), Sombor (OdZaci,
Nova Crvenka, Karavukovo), Pali¢ (Backa Topola), Kikinda (Ada, Gornji Breg)]. Uoceno je da su
temperatura 1 koli¢ina padavina bile relativno visoke tokom posmatranih meseci/godina. Ekstremno
toplo i kiSovito vreme zabeleZeno je 2014. i 2018. godine, u odnosu na viSegodis$nji prosek od
1951. godine.

Slika 5. X. campestris pv. campestris, prirodna infekcija ozime uljane repice [foto P. Mitrovi¢ (levo) i A.
Jelusi¢ (desno)]
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4.2. 1zolacija i preliminarna molekularna identifikacija X. campestris pv. campestris

Tokom tri godine uzorkovanja (2014, 2016. i 2018) biljaka ozime uljane repice sa
simptomima prouzrokovanim fitopatogenom bakterijom X. campestris pv. campestris sa 18
lokaliteta na teritoriji Vojvodine [regije Backa (juzna, severna i zapadna) i severni Banat],
izolovano je ukupno 82 izolata, koji su formirali svetlo zute, sjajne, konveksne i mukoidne
bakterijske kolonije na YDC hranljivoj podlozi (Slika 6). Lista izolata, tip ozime uljane repice sa
koje izolati vode poreklo i lokalitet uzorkovanja, prikazani su u Tabeli 2.

Nakon amplifikacije DNK iz svih izolata sa X. campestris- i X. campestris pv. campestris-
specificnim prajmerima, prisustvo umnozenog regiona DNK ocekivane duzine od 1400 bp
(DLH109/DLH112), 619 bp (DLH120/DLH125), 769 bp (Dhrp_Xcc F/Dhrp_Xcc _R) i 535 bp
(XCF/XCR) dokazano je za ukupno 65 izolata (Tabela 2, Slika 7). Prisustvo X. campestris pv.
campestris dokazano je u uzorcima sakupljenim na 10 lokaliteta [JuZznobacki okrug (Backa Palanka,
Futog, Kovilj i Rimski San¢evi), Zapadnobacki okrug (Karavukovo, Nova Crvenka i OdZaci),
Severnobacki okrug (Backa Topola), Severnobanatski okrug (Ada i Gornji Breg)].

Od ukupno 65 izolata, tokom 2014. godine sa lokaliteta Kovilj (sorta Banac¢anka) izolovano
je ukupno devet. Tokom 2016. godine, sa lokaliteta Ada (pet izolata), Odzaci (Cetiri izolata), Nova
Crvenka (Sest izolata), Karavukovo (pet izolata), Futog (Cetiri izolata), Kovilj (pet izolata), Rimski
Sandevi (&etiri izolata), Gornji Breg (jedan izolat), Badka Topola (tri izolata) i Batka Palanka (dva
izolata), izolovano je ukupno 39 izolata sa ,,Nepoznatih® sorti ozime uljane repice i sorti Triangle
(Karavukovo) i Banac¢anka (Rimski Sandevi). Takom 2018. godine, izolovano je ukupno 17 X.
campestris pv. campestris izolata sa ,,Nepoznate* sorte (tri izolata), sorti Kata (tri izolata) i Nevena
(dva izolata), linije SO 14 (pet izolata) i hibrida NS Ras (Cetiri izolata) ozime uljane repice,
sakupljenin na lokalitetu Rimski Sanevi. Sedamnaest izolata dobijenih sa osam lokaliteta
[Juznobacki okrug (Bege¢ 1 Turija), Severnobacki okrug (Mali IdoS), Severnobanatski okrug
(Bogaras, Mol, Ostojicevo, Senta, Tornjo§)], a morfologije nalik Xanthomonas, primenom
specificnih prajmera nisu identifikovani kao bakterija X. campestris pv. campestris, zbog ¢ega su
iskljuceni iz daljih istrazivanja (Tabela 2).

Slika 6. 1zgled kolonija X. campestris pv. campestris na YDC hranljivoj podlozi (foto A. Jelusic)
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Slika 7. Pozicija umnoZenog regiona DNK kod 24 odabrana izolata poreklom sa ozime uljane repice,
izolovanih sa 10 razli¢itih lokaliteta i sa razlicitih tipova ozime uljane repice (sorti, hibrida, linija), koji su
preliminarno identifikovani kao X. campestris pv. campestris nakon primene X. campestris pv. campestris—
(A: Dhrp_Xcc_F/Dhrp Xcc R i B: XCF/XCR) i X. campestris— (C: DLH109/DLH112 i D:
DLH120/DLH125) specifi¢nih prajmera Pozicije umnoZenih regiona prikazane su u odnosu na DNK marker
100-3000 bp DNA ladder (NIPPON Genetics) i pozitivne kontrole CFBP 8912 i NCPPB528.

4.3. Utvrdivanje geneti¢kog diverziteta X. campestris pv. campestris

4.3.1. Rep-PCR

UPGMA filogenetska stabla konstruisana na osnovu dobijenih BOX-, ERIC- i REP-PCR
profila u cilju utvrdivanja postojanja genetickog diverziteta izmedu 65 testiranih X. campestris pv.
campestris izolata poreklom sa ozime uljane repice, redom su prikazana u Prilozima 7, 8 i 9.
Prikazani rezultati jasno ukazuju na postojanje genetiCkog diverziteta izmedu X. campestris pv.
campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije. Najveéi broj vizuelno razli¢itih DNK profila
dobijen je primenom BOXALR (14 razli¢itih profila) i ERICIR/ERIC2 (10 razli¢itih profila)
prajmera, dok su primenom REP1R-I/REP2-1 prajmera dobijena samo cetiri razli¢ita profila. DNK
profili dobijeni primenom BOX-, ERIC- i REP-PCR prajmera prikazani su na Slici 8. Za svaki
profil tj. za svaki klaster filogenetskog stabla dodeljen je broj: BOX (I — X1V), ERIC (I — X), REP (I
— 1V) tj. determinisana je pripadnost odredenoj rep-PCR grupi. Pripadnost izolata odredenoj rep-
PCR grupi, prikazana je u Tabeli 9. Primenom BOX-PCR prajmera, od ukupno 14 (I — XIV)
determinisanih i vizuelno razli¢itih DNK profila, 10 profila (V — XIV) se razlikovalo od cetiri
(profili I — V) profila koji su determinisani za pet referentnih X. campestris pv. campestris sojeva
(CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682) sa ozime uljane repice iz
Srbije. BOX-PCR profil VII bio je najzastupljeniji medu testiranim X. campestris pv. campestris

36



izolatima i to kod 11 izolata, dok su ostali profili bili zastupljeni kod devet (profil V), osam (profili
VII i XIII), sedam (profil XI), pet (profil X), Cetiri (profili VI i IX) i jednog (XII) izolata X.
campestris pv. campestris (Prilog 7, Tabela 9). Primenom ERIC-PCR prajmera, od 10 (I — X)
vizuelno razli¢itih DNK profila, Sest (profili V — X) se razlikovalo od cetiri profila (profili I — 1V)
koji su determinisani za pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice. ERIC-PCR profil V je bio
najzastupljeniji i to kod 15 testiranih X. campestris pv. campestris izolata, dok su profili VII, VIII,
X, IX i VI bili slabije zastupljeni i to kod 11, 10, osam, pet i Cetiri X. campestris pv. campestris
izolata, redom (Prilog 8, Tabela 9). REP-PCR je generisao pet razli¢itih DNK profila (I — V) od
kojih su se profili IV iV razlikovali od profila (I — 111) koji su determinisani za referentne sojeve sa
ozime uljane repice. REP-PCR profil I, bio je najzastupljeniji medu testiranim izolatima, a pored
referentnih sojeva CFBP 8912 i NCPPB4678, ovaj profil su imala 34 testirana X. campestris pv.
campestris izolata (Prilog 9, Tabela 9).
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Slika 8. DNK profili za 10 reprezentativnih izolata (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321,
Xc341, Xc361 i Xc432), pet referentnih sojeva (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i
NCPPB4682) i X. campestris pv. campestris patotip soj NCPPB528, dobijeni primenom (A) BOX-, (B)

ERIC- i (C) REP-PCR prajmera. Pozicije profila prikazane su u odnosu na DNK marker 100-3000 bp DNA
ladder (NIPPON Genetics).
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Na osnovu dobijenih rezultata, za dalji rad je odabrano 10 X. campestris pv. campestris
izolata (Xcl1, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341, Xc361 i Xc432) sa razlicitim
DNK profilima, koji su se razlikovali od profila dobijenih za pet referentninh X. campestris pv.
campestris sojeva (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682) sa ozime
uljane repice iz Srbije. Nije pronadena korelacija izmedu geografskog porekla izolata i utvrdenih
rep-PCR grupa.

Tabela 9. Rep-PCR grupe X. campestris pv. campestris sa 0zime uljane repice iz Srbije.

Rep- PCR grupa

Sifra izolata Lokalitet BOX ERIC REP
Xc1(=CFBP 8913) — Xc5 Kovilj (JuZznobacki okrug) \Y \Y v
Xc7, Xc8 Kovilj (Juznobacki okrug) \Y% \Y% v
Xcl4, Xc15 Kovilj (Juznobacki okrug) \Y \Y v
Xc211 — Xc215 Ada (Severnobanatski okrug) | | |
Xc251 (=CFBP 8919) — Xc254 Odzaci (Zapadnobacki okrug) VI VI \Y
Xc261 (=CFBP 8920) — Xc266 Nova Crvenka (Zapadnobacki okrug) Vil \Y V
Xc271 (=CFBP 8921) — Xc275 Karavukovo (Zapadnobacki okrug) Vi Vil |
Xc291 (=CFBP 8922) — Xc294 Futog (Juznobacki okrug) IX VI |
Xc301 (=CFBP 8923) — Xc305 Kovilj (JuZnobacki okrug) X IX |
Xc311 — Xc314 Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) Xl \Y |
Xc321 (=CFBP 8924) Gornji Breg (Severnobanatski okrug) Xl " |
Xc341 (=CFBP 8925) — Xc343 Backa Topola (Severnobac¢ki okrug) XI Vil |
Xc361 (=CFBP 8926), Xc362 Backa Palanka (Juznobacki okrug) X1 v |
Xc412 — Xca16 Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) \1 X |
Xc422 — Xcd24 Rimski Sancevi (Juznobacki okrug) Vil Vil \Y
Xc432 (=CFBP 8927) — Xc434 Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) XV X \Y
Xcd42, Xcd43 Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) X1 \1 v
Xc452 — X455 Rimski Sangevi (Juznobacki okrug) X1 \1 v
Referentni sojevi

Xc2010 (=CFBP 8912) Novi Sad (JuZnobacki okrug) | | |
Xc6 (=NCPPB4678, =CFBP 8914) Novi Sad (JuZnobacki okrug) | 1l |
Xc9 (=NCPPB4679, =CFBP 8915) Novi Sad (JuZnobacki okrug) I " 1l
Xc23 (=NCPPB4680, =CFBP 8916) Novi Sad (JuZnobacki okrug) " " 1l
Xc31 (=NCPPB4682, =CFBP 8918) Novi Sad (JuZnobacki okrug) v v 1l

1zolati oznaceni sa ,,bold* uzeti su kao reprezentativni za dalja istrazivanja

4.3.2. MLST/MLSA

Svih 10 reprezentativnih izolata (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321,
Xc341, Xc361 i Xc432) sa ozime uljane repice iz Srbije identifikovano je kao X. campestris pv.
campestris na osnovu BLASTn analize, pokazujuci procenat identiteta 100% sa razliCitim X.
campestris pv. campestris sojevima deponovanim u NCBI bazi podataka. Pripadnost izolata
bakteriji X. campestris pv. campestris potvrdena je na osnovu sekvenci svih Sest (dnak, fyuA, gyrB,
rpoD, gltA i lepA) sekvenciranih gena.

,Neighbour-joining” filogenetska stabla konstruisana na osnovu svih Sest sekvenciranih
gena pojedina¢no, prikazana su u Prilogu 10, dok je filogenetsko stablo konstruisano na osnovu
konkatamernih sekvenci datih gena prikazano na Slici 9. Geneticka heterogenost izmedu 15
poredenih X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice (10 reprezentativnih i pet
referentnih) dokazana je na osnovu svih gena, osim gena fyuA, na osnovu koga su svi X. campestris
pv. campestris izolati grupisani u jedan klaster (Prilog 10). Na osnovu sekvenci gena lepA, testirani
izolati su razdvojeni u tri grupe [I (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc321, Xc341, Xc361,
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Xc432, CFBP8912, NCPPB4678, NCPPB4682), Il (NCPPB4679), 111 (Xc301, NCPPB4680)], a na
osnovu sekvenci gyrB u cetiri grupe [I (NCPPB4679), 11 (Xcl, Xc261, Xc301, Xc361, Xc432,
NCPPB4680, NCPPB4682), Ill (CFBP8912), IV (Xc251, Xc271, Xc291, Xc321, Xc341,
NCPPB4678)] na filogenetskom stablu. Na osnovu sekvenci gena dnaK i gltA izolati su razdvojeni
u dve grupe [I (NCPPB4679), Il (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341,
Xc361, Xc432, CFBP8912, NCPPB4678, NCPPB4680, NCPPB4682)], kao i na osnovu gena rpoD
[I (Xc251, Xc271, Xc291,Xc321, Xc341, Xc361, Xc432, CFBP8912, NCPPB4678, NCPPB4680,
NCPPB4682), Il (Xc1, Xc261, Xc301)].

Na osnovu filogenetskog stabla napravljenog od konkatamernih sekvenci, X. campestris pv.
campestris izolati (reprezentativni i referentni) sa ozime uljane repice iz Srbije, razvrstani su u
sedam geneticki razli¢itih grupa. Determinisane su tri nove grupe [Il (CFBP 8912), VI (Xc1,
Xc261) 1 VII (Xc301)], koje su bile razlicite od Cetiri prethodno okarakterisane za referentne sojeve
sa ozime uljane repice iz Srbije [I (NCPPB4678, Xc251, Xc271, Xc291, Xc321, Xc341), IlI
(NCPPB4682, Xc361, Xc432), IV (NCPPB4680) i V (NCPPB4679)] (Slika 9). Referentni sojevi X.
campestris pv. campestris CN18, B100 i 3811 iz NCBI baze podataka, bili su geneticki najsli¢niji
referentnom soju NCPPB4679 sa ozime uljane repice iz Srbije, dok su patotip soj NCPPB528 i
sojevi 8004 i ICMP 21080 grupisani u klaster sa izolatom Xc301 (grupa VII) na filogenetskom
stablu. Xanthomonas arboricola pv. pruni 15-088 grupisan je na monofiletskoj grani kao autgrupa
na svim filogenetskim stablima, osim na filogenetskom stablu konstruisanom na osnovu gena rpoD.
Korelacija izmedu dobijenth MLSA grupa i lokaliteta uzorkovanja nije utvrdena.

& Xc341 T
@ NCPPB4678
67| @ Xc321
¥ Xc291
100 || 4 X271
@ Xc251
9| |@CFBP8912 | Grupa II
@ Xc361
69|, ¢ Xc432 Grupa III
L @ NCPPBR4682
@ NCPPB4680 | Grupa IV
CNI8
@ NCPPB4679 | Grupa V
99 B100
7713811
100 | ® Xcl
@ Xc261 }

Grupa I

Grupa VI

& X301 |
100
8004
100 | NCPPB528

ICMP 21080

Grupa VII

X.arboricolapv. pruni 15-088

0.005

Slika 9. ,,Neighbour-joining™ filogenetsko stablo konstruisano na osnovu konkatamernih sekvenci Sest
konzerviranih gena (dnak, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i lepA) za 15 X. campestris pv. campestris izolata sa 0zime
uljane repice iz Srbije [10 reprezentativnih L N pet referentnin @], patotip soj NCPPB528 i pet X.
campestris pv. campestris sojeva (CN18, B100, 3811, 8004 i ICMP21080) iz NCBI baze podataka. Stablo je
ukorenjeno sa X. arboricola pv. pruni sojem 15-088, koji je koris¢en kao autgrupa (Jelusi¢ et al., 2021a).
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4.3.3. Analiza zasnovana na alelima

Rezultati analize zasnovane na alelima za 10 reprezentativnih i pet referentnih X. campestris
pv. campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije, dobijeni na osnovu sekvenci Cetiri
konzervirana gena (P-X-dnaK, fyuA, gyrB i rpoD) prikazani su u Tabeli 10. Dobijeni rezultati
potvrduju postojanje nukleotidnih promena u parcijalnim sekvencama ispitivanih gena. Za gene P-
X-dnaK (alelski profili 1 i 9), gyrB (alelski profili 1 i 3) i rpoD (alelski profili 4 i 11) dokazano je
postojanje po dva razlicita alelska profila, dok je za gen fyuA dokazano postojanje samo jednog
alelskog profila (alelski profil 3). Kao rezultat kombinovanja dobijenih alelskih profila, dokazano je
postojanje pet tipova sekvenci (ST) kod 15 testiranih izolata i to: ST3 (izolati Xc1, Xc261 i Xc301),
ST5 (izolat Xc432), ST9 (izolati Xc251 i Xc341), ST26 (izolati NCPPB4679, NCPPB4680,
NCPPB4682 i Xc361) i tip sekvence ST47=AP12 (izolati CFBP 8912, NCPPB4678, Xc271, Xc291
I Xc321). Tip sekvence ST47 je bio najzastupljeniji medu testiranim izolatima sa ozime uljane
repice. Pozicija pet determinisanih tipova sekvenci (ST3, ST5, ST9, ST26 i ST47) X. campestris pv.
campestris izolata/sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije u odnosu na druge opisane tipove
sekvenci za Xanthomonas spp. (Xanthomonas sp., X. campestris, X. campestris pv. campestris, X.
campestris pv. incanae, X. campestris pv. raphani) poreklom sa razli¢itih domacina, prikazana je na
filogenetskom stablu sa minimumom raspona (Slika 10). Cetiri tipa sekvenci (ST3, ST5, ST9 i
ST26), dobijena za X. campestris pv. campestris izolate sa ozime uljane repice iz Srbije, bili su
prisutni i kod X. campestris pv. campestris sojeva poreklom sa B. oleracea var. botrytis (ST3 —
CFBP 4956; ST5 — CFBP 4952, CFBP 4953, CFBP 1119, CFBP 5815; ST26 — CFBP 4954, CFBP
4955), B. oleracea (ST3 — CFBP 5820, CFBP 6650; ST5 — CPBF 279, CFBP 5130, CFBP 1869,
CFBP 5127, CFBP 5128, CFBP 5129), B. oleracea convar. capitata var. alba (ST5 — CPBF 1135),
B. oleracea var. capitata (ST9 — CFBP 6865) i B. oleracea convar. bullata var. gemmifera (ST26 —
CFBP 1121) (Prilog 3). Tip sekvence ST47 bio je prisutan samo kod izolata sa 0zime uljane repice
iz Srbije.
Tabela 10. Alelski profili 15 X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije
(10 reprezentativnih i pet referentnin: CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i
NCPPB4682) izolovanih u periodu od 2010. do 2018. godine.

Godina Tip sekvence (ST) Alelski profil
Sifra izolata izolacije P-X-dnaK fyuA gyrB rpoD
CFBP 8912 2010 ST47% 9 3 3 11
Xcl 2014 ST3 1 3 1 4
NCPPB4678 2014 ST47? 9 3 3 11
NCPPB4679 2014 ST26 9 3 1 11
NCPPB4680 2014 ST26 9 3 1 11
NCPPB4682 2014 ST26 9 3 1 11
Xc251 2016 ST9 1 3 3 11
Xc261 2016 ST3 1 3 1 4
Xc271 2016 ST47? 9 3 3 11
Xc291 2016 ST47* 9 3 3 11
Xc301 2016 ST3 1 3 1 4
Xc321 2016 ST47* 9 3 3 11
Xc341 2016 ST9 1 3 3 11
Xc361 2016 ST26 9 3 1 11
Xc432 2018 ST5 1 3 1 11

Oznake ST3, ST5, ST9i ST26 odgovaraju oznakama opisanim u radu Cruz et al. (2018)
8ST47 odgovara prethodno opisanom tipu sekvence AP12 u radu Bella et al. (2019)
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B. oleracea (n = 15, 16.67% )

B. oleracea var. costata (n =10, 11.11%)
B. oleracea convar. botrytis var. botrytis (n =7, 7.78% )
/ Matthiola incana (n = 5, 5.56% )

B. oleracea var. botrytis (n = 16, 17.78% )
B. napus (n =15, 16.67% )

B. oleracea convar. capitata abba(n=3333%)

B. oleracea var. capitata (n=3,3.33% )
Raphanus sativus (n = 3,3.33% )

£ B. oleracea convar. capitata var. sabauda (n =2,222% )
Barbarea vulgaris (n =2, 2.22% )

Armoracia lapathiofolia (n=1,1.11% )

B. kaber var. pinnatifida (n=1,1.11% )

B. oleracea convar. acephala var. sabelica (n=1,1.11% )
B. oleracea convar. bullata var. gemmifera (n=1, 1.11% )
45 B. oleracea var. grammifera (n=1,1.11% )

e N e / Erysimumsp. (n=1,1.11%)
berissp. (n=1,111%)
e \ Ranunculus sp. (n=1,1.11%)

° [l Raroppa nasturtium-aquaticum (n = 1, 1.11% )

"%

@e ‘ A STs3,4,5,12,18,26,27
\ STs 9,27,28

° e o STs 5, 10,32

STs23,24

$T5 3, 5,9,26, 47

STs 11,12, 14,

33,36, 38,44 STs2,7, 13, SIS1,2.3, 5,8, 10, 16,
34,35,37, 346
39,40, 43

Slika 10. Filogenetsko stablo sa minimalnim rasponom koje prikazuje distribuciju 47 tipova sekvenci (ST)
dobijenih na osnovu Cetiri konzervirana gena (PX-dnaK, fyuA, gyrB i rpoD) za 15 X. campestris pv.
campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije [10 reprezentativnih i pet referentnih (CFBP 8912,
NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682)] i 75 Xanthomonas spp. sojeva (Xanthomonas sp.,
X. campestris, X. campestris pv. campestris, X. campestris pv. incanae i X. campestris pv. raphani)
izolovanih sa razli¢itih domacina u razli¢itim zemljama. Svaki ,,Cvor® stabla predstavlja odredeni tip
sekvence, a njegova veli¢ina odgovara broju sojeva (brojevi u zagradi) koji imaju dati tip sekvence. Razli¢ite
boje “Cvorova” predstavljaju razlic¢ite domacine sa kojih izolati/sojevi vode poreklo. Boje linija koje
povezuju “Cvorove” predstavljaju razlike u jednom (plava), dva (zelena) ili tri (svetlo siva) lokusa ili lokuse
koji nisu povezani (crna) (Jelusi¢ et al., 2021a).

4.4. Patogenost X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice

4.4.1. Patogenost na ozimoj uljanoj repici

Rezultati testa patogenosti za 15 testiranih izolata/sojeva [10 reprezentativnih (Xcl1, Xc251,
Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341, Xc361 i Xc432) i pet referentnin (CFBP 8912,
NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682)] sa ozime uljane repice iz Srbije, dobijeni
14 dana nakon inokulacije na sorti ozime uljane repice Zorica, prikazani su na Slici 11. Svi testirani
izolati su prouzrokovali pocetne simptome u vidu nekroti¢nih lezija na listovima ozime uljane
repice sedam dana nakon inokulacije (Slika 12).

Na osnovu uoéenog intenziteta infekcije na biljkama ocenjenim 14 dana nakon inokulacije,
izolati su podeljeni u tri grupe: visoko, srednje i slabo virulentni. U grupu visoko virulentnih
svrstano je Sest izolata (Xc341, Xc321, NCPPB4678, Xc361, NCPPB4680 i NCPPB4679) ¢iji je
intenzitet zaraze iznosio od 5,8 do 7,1 (Slika 11, Tabela 11). Za sedam izolata (CFBP 8912, Xc1,
Xc251, Xc301, NCPPB4682, Xc271 i Xc432) je utvrdeno da su srednje virulentni (intenzitet
infekcije 4,1 — 5,6), dok su samo dva izolata (Xc291 i Xc261) i patotip soj NCPPB528 svrstani u
grupu slabo virulentnih izolata (2,5 — 4,05). Od svih 15 testiranih izolata/sojeva sa ozime uljane
repice iz Srbije, referentni soj NCPPB4679 je bio najvirulentniji, dok je izolat Xc291 bio najmanje
virulentan (P < 0,05).
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Slika 11. Patogenost 15 X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije [10
reprezentativnih i pet referentnin (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682)] i
patotip soja X. campestris pv. campestris NCPPB528 na sorti Zorica ozime uljane repice. Simptomi su

ocenjivani 14 dana nakon inokulacije na osnovu Horsfall-Barratt skale (1-12). Vrednosti oznaéene istim
slovima nisu statisti¢ki znacajne prema Tukey’s HSD testu (Jelusic et al., 2021a).

Slika 12. Nekroti¢ne lezije na listovima sorte ozime uljane repice Zorica nastale 14 dana nakon inokulacije
sa testiranim X. campestris pv. campestris izolatima u kontrolisanim uslovima staklenika (foto A. Jelusic).
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4.4.2. Krug domacdina

Rezultati ispitivanja kruga domacina 15 testiranih izolata (10 reprezentativnih i pet
referentnih) sa ozime uljane repice dobijeni 14 dana nakon inokulacije, prikazani su u Tabeli 11.
Gotovo svi testirani X. campestris pv. campestris izolati/sojevi sa ozime uljane repice iz Srbije
izazivali su pocetne simptome u vidu nekroti¢nih lezija po obodu lis¢a na svih Sest B. oleracea
domacina (brokoli, karfiol, keleraba, kelj, kupus i rastan) sedam dana nakon inokulacije (Slika 13).
Svi izolati/sojevi su pokazali statisticki znacajno (P < 0,05) veée vrednosti nekroze listova na
ozimoj uljanoj repici u poredenju sa ostalim ispitivanim domacinima, sa srednjim vrednostima u
opsegu od 2,5 (Xc291) do 7,1 (NCPPB4679). U slucaju testiranih domacina, najve¢i virulentni
potencijal je pokazao referentni soj NCPPB4680 za brokoli, karfiol i kelerabu i izolat Xc341 za
kupus, kelj i rastan. Oba izolata pripadaju grupi visoko virulentnih sojeva/izolata sa ozime uljane
repice iz Srbije. 1zolat Xc261 nije prouzrokovao simptome na brokoliju, a Xc291 na rastanu. Pored
slabe virulentnosti ovih izolata na ozimoj uljanoj repici, Xc261 je od svih testiranih izolata bio
najslabije virulentan na kelju (1,3) i karfiolu (1,1), a Xc291 na karfiolu (1,1), kao i na kupusu (1,2) i
kelerabi (1,2). Patotip soj NCPPB528 je prouzrokovao simptome na svim testiranim domacinima
(2,8 — 4,2) ne pokazujuci postojanje statisticki znacajne razlike u virulentnosti izmedu testiranih
domacina.

Tabela 11. Srednje vrednosti ocene (srednja vrednost £ SE, n=6) intenziteta zaraze listova Sest B.
oleracea domacina i ozime uljane repice 14 dana nakon inokulacije biljaka sa 15 X. campestris pv.
campestris izolata

Domacin Izolati
CFBP 8912 Xcl NCPPB4678 NCPPB4679 NCPPB4680 NCPPB4682 Xc251 Xc261

U. repica 412037  46%016° 622034  71+041*  66+042"° 54+028  47£036*  2,620,18°
Kupus 26+0,40°  19+029"°  41+032°  49+043° 42048 272020 34:034®  13+014
Kelj 22+031"  1,8+023"  33+037° 442054 46+037° 262018° 242023°  13+0.18
Karfiol 37£035°  12+012° 33%033° 542039 59%036®  34+023" 28037  11+0,06
Brokoli 19+031°  11%011" 28+047°  38%038"  38x043°  19%017°  19%022°  1,0%0,00
Rastan 27+040™  19+025°  38%034"  38%042°  42%037°  32%025°  19%036°  14:016°
Keleraba 18+024°  13%018"°  25%0,28°  38x040° 49:037%  19:024°  21:028°  14:016

Xc271 Xc291 Xc301 Xc321 Xc341 Xc361 X432 NCPPB528
U. repica 54+026°  25+023°  53+024°  61+030° 58+021° 643028  56+033 41032
Kupus 241023  12%013"  49%024® 272021 50%037"  32%022° 36%036%  31:027°
Kelj 20021  14%015° 472027 242015 48%036™ 27018  32%029 361035
Karfiol 22022  11%006" 46+029" 27:016"° 54+030°  36%022° 46%030® 341034
Brokoli 26+022° 123012 362034  25%015* 37x029%  30%+016°  29:046°  2,8+0.21°
Ragtan 27021  1,0%000° 40£020° 23+018" 46%028"  30%026° 28038  42+047°
Keleraba 21+024"  12%013" 343033  19+018 36033  32%010° 28%027° 29037

Statisticki znacajne vrednosti su oznacene sa ,,bold”. Vrednosti koje imaju isto slovo u okviru jedne kolone nisu statisticki znacajne
prema Tukey’s HSD testu.
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Slika 13. Nekroti¢ne lezije na listovima Sest testiranih B. oleracea domacina [brokoli (a), karfiol (b),
keleraba (c), kelj (d), rastan (e), kupus (f)], nastale 14 dana nakon inokulacije testiranim sojevima X.
campestris pv. campestris poreklom sa ozime uljane repice u kontrolisanim uslovima staklenika (foto A.
Jelusic).

4.4.3. Ispitivanje osetljivosti sortimenata uljane repice na X. campestris pv. campestris

Rezultati ispitivanja osetljivosti 50 razliCitih tipova uljane repice (sorti, hibrida 1 linija) na tri
odabrana X. campestris pv. campestris izolata sa 0zime uljane repice iz Srbije razlicite virulentnosti
(NCPPB4679 — visoko virulentan, Xcl — srednje virulentan i Xc291 — slabo virulentan) i patotip
soja NCPPB528 prikazani su u Tabeli 12. Prema dobijenim rezultatima nisu zabeleZene statisticki
znacajne razlike u osetljivosti izmedu tri testirana hibrida ozime uljane repice (NS Vid, NS Pek i
NS Ras) ni na jedan od testiranih X. campestris pv. campestris izolata. 1zolati Xc1 i NCPPB4679
izazvali su priblizno isti intenzitet zaraze na sva tri hibrida, pri ¢emu su oba izolata/soja bila
najmanje virulentna na hibridu NS Ras (Xcl — 4,3 i NCPPB4679 — 4,8), dok je soj NCPPB4679
prouzrokovao isti intenzitet infekcije (4,8) i na hibridu NS Pek. lzolat Xc291 je bio najmanje
virulentan, sa vrednostima intenziteta zaraze od 1,8 na hibridima NS Vid i NS Pek do 2,3 na hibridu
NS Ras.

Rezultati ispitivanja osetljivosti 12 sorti uljane repice su pokazali da su sve sorte osetljive na
tri testirana X. campestris pv. campestris izolata. 1zolat NCPPB4679 se pokazao kao najvirulentniji
na skoro svim testiranim sortama uljane repice, osim na jaroj sorti Jovana, koja je bila najosetljivija
na izolat Xcl. Izolati Xcl i Xc291 su se na ispitivanim sortama redom pokazali kao srednje i slabo
virulentni. Od svih testiranih sorti uljane repice, jara sorta Jovana je bila najotpornija na izolat
NCPPB4679 (4,3), dok su sorte Slavica i Kata bile najotpornije na izolat X291 (1,4). U tretmanima
sorti sa izolatom Xc1, nisu uocene statisticki znacajne razlike u osetljivosti.

Statisticki znacajne razlike su uocene u osetljivosti izmedu 35 testiranih linija ozime uljane
repice na tri testirana X. campestris pv. campestris izolata. l1zolati Xc1l i NCPPB4679 izazvali su
priblizno isti intenzitet zaraze na testiranim linijama i pokazali se kao virulentniji od izolata Xc291,
koji se pokazao kao najmanje virulentan na svim linijama. Linije DB2-7, DB2-5 i P-2 su redom bile
najosetljivije na tri testirana izolata NCPPB4679 (6,3), Xcl (6,2) i Xc291 (3,3), dok su linije A10
AMJ-3, DB1-5 i DBV1-2 bile najmanje osetljive na izolate NCPPB4679 (3,1), Xcl (2,7) i Xc291
(1,0), redom.
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Patotip soj NCPPB528 prouzrokovao je simptome na svim testiranim hibridima, sortama i
linijjama uljane repice. Statisticki znacajne razlike u virulentnosti patotip soja na hibride nisu
uocene. Sorta Zlatna (4,5) se pokazala kao najosetljivija, a sorta Kata (2,6) kao najmanje osetljiva, a
od svih testiranih linija, P-3 (1,9) je bila najmanje osetljiva, a DBV1-6 (4,4) najosetljivija na patotip
S0j.

Kumulativne srednje vrednosti virulentnosti tri testirana X. campestris pv. campestris izolata
sa ozime uljane repice (NCPPB4679, Xcl i Xc291) i patotip soja NCPPB528 na hibride, sorte i
linije uljane repice, prikazane su na Slici 14. Izolat NCPPB4679 je pokazao statisticki znacajno
najveéi virulentni potencijal na sortama i linijama. lzolati NCPPB4679 i Xcl su na hibridima
pokazali slican virulentni potencijal bez statistickih razlika. Izolat Xc291 je bio statisti¢ki znacajno
najmanje virulentan, pokazujuéi virulentnost manju i od patotip soja NCPPB528.

Tabela 12. Srednje vrednosti (srednja vrednost + SE, n=6) intenziteta zaraze kod 50 testiranih
hibrida, sorti i linija uljane repice sa Instituta za ratarstvo i povrtarstvo (Odeljenje za uljanu repicu,
Rimski Sanéevi) 14 dana nakon inokulacije sa tri X. campestris pv. campestris izolata poreklom sa
ozime uljane repice iz Srbije i patotip sojem NCPPB528.

Tip uljane repice NCPPB4679 Xcl IZOIa?(czgl NCPPB528
Hibridi
NS Vid 4,9%+0,19 45°+0,31 1,8%+0,18 3,22+0,17
NS Pek 4,8%+0,32 5,1%+0,38 1,8%+0,24 3,7°+0,14
NS Ras 4,8°+0,30 4,3*+0,33 2,3%+0,30 3,1%+0,23
Sorte
Kata 6,4+ 0,31 4,7%+0,33 1,4°+0,15 2,3°+0,18
Branka 6,42+ 0,31 4,6+0,23 1,9%+0,19 2,6%+0,23
Zorica 6,1+0,26 4,3*+0,43 2,3%+0.26 4,3* +0,22
Jasna 6,1°+0,19 4,1%+0,48 1,9% +0.26 4,1%° + 0,45
Nevena 5,6%+0,19 3,6°+0,31 1,5°+0.23 3,2° + 0,39
Anna 5,5% + 0,31 3,3°+0,41 1,9% +0.26 3,2°% + 0,21
Svetlana 5,5 + 0,26 5,17+ 0,45 2,8%+0.27 2,7+ 0,19
Slavica 5,4% + 0,36 4,6+0,43 1,4°+0,15 3,3 + 0,22
Zlatna 5,3 + 0,26 45+0,38 1,7°+0,26 45%+0,19
llia 5,3% + 0,18 4,1%+0,61 1,9%+0,23 2,9 + 0,34
Jelena 5,2 + 0,21 4,2°+0,21 2,0° +0,28 3,80+ 0,21
Jovana 4,3°+0,35 4,9%+0,47 1,5° 0,19 2,8 + 0,24
Linije
DB2-7 6.3°+0,19 4,8 1+ 0,35 2,0PCefN 1 g 25 3,7%% £ 0,14
DB2-6 6,0" + 0,28 4,7%%% 1+ 0,33 1,1 +0,08 2,9 +0,23
P-3 5,9% + 0,26 4,80 1 0,62 2,40 + 0,31 1,9°+0,19
DB2-1 5,8 + 0,44 4,6%°% + 0,47 1,9 1+ 015 3,8 + 0,24
R1 5,8 + 0,22 4,80 + 0,24 1,39+ 0,13 2,8%+0,13
DB2-5 5,8 + 0,28 6.2°+0,34 2,30 1+ 0,18 3,24+ 0,24
DB2 5,7% £ 0,22 4,9%+ 0,29 2,50 + 0,31 4,0%¢ +0,21
DB1-2 5,7% £ 0,22 4,1%%% 1+ 0,45 2,9% +0,19 3,4%% +0,19
DBV1-4 5,6 + 0,26 5,6% + 0,31 1,8%¢fM + 0,22 3,6 +0,19
DBV1-3 5,6® + 0,19 4,8 1+ 0,39 1,2 +0,11 3,3 +0,13
DB1 5,5 + 0,38 4,8 1 0,49 2,30l 4 0,22 3,7%% +0,19
(nastavljeno)
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Tabela 12.

Izolati
Tip uljane repice NCPPB4679 Xcl Xc291 NCPPB528
Linije
DBV2-2 5,5 + 0,26 5,2 + 0,32 2,1 + 0,19 3,3%0 £ 0,19
DBV1-2 5,5% + 0,31 4,809 1 0,22 1,0/ + 0,00 3,7+ 0,19
P-1 5,4 + 0,31 3,9 + 0,36 2,8%°+0,18 3,2+ 0,17
R3 5,4 + 0,31 4,399 1 0,45 2,7%% + 0,14 3,809 + 0,17
R.F 5,4%+0,26 4,4%%% 1 0 29 1,5%0M + 0,15 3,4%% + 0,19
DBV2-1 5,3%% + 0,28 5,4% + 0,26 2,31 + 0,18 3,50 + 0,23
DB1-4 5,3%° + 0,38 3,3 +0,53 2,1°c0efot + 0,26 3,3 + 0,28
DBV1-6 5,29 + 0,21 3,8 + 0,44 1,9°Ceefni 4 g 23 4,4°+ 0,29
DBV2-5 5,0 + 0,25 5,4%¢ + 0,29 1,19 +0,08 3,800+ 0,28
DB1-1 5,0 + 0,21 3,2%+ 0,39 1,790 + 0,14 3,1+ 0,19
DBV1-1 5,0 + 0,25 4,80 + 0,39 1,8%¢fM 4 0 21 3,2+ 0,17
DB1-6 4,9%% +0,31 4,0°°% + 0,39 2,20cfh 4 0 17 3,80 + 0,22
DB1-5 4,89 1 0,41 2,7°+0,31 2,30 + 0,26 4,0%¢+0,12
P-2 4,8%% 1 0,30 5,7% + 0,41 3,3°+0,19 3,4 + 0,26
DBV1-5 4,827 + 0,30 4,697 + 0,31 2,3°0 4 0,22 3,3%% + 0,22
Al5 AMJ-4 4,80 + 0,21 4,1%% 4+ 051 1,9°ceefoni 4 0 23 3,39 +0,18
DB2-4 4,809 + 0,34 5,28 + 0,37 1,550 + 0,19 3,3%0 + 0,14
DBV1-7 4,87 +0,30 5,2 + 0,30 2,0°C0¢foni + 012 3,6%1+0,19
DB2-3 4,7%°% + 0,51 5,0%° + 0,28 1,3M + 0,13 4,0 +0,21
DB2-2 4,5°% + 0,45 4,0°% + 0,43 1,659 + 0,19 4,2%+0,11
A4 AMJ-2 4,4°% + 0,31 5,19 + 0,36 2,47 1 0 23 3,39 +0,18
A3 AMJ-1 3,77+ 0,26 5,4%° + 0,45 1,4 + 0,19 3,0%¢ +0,17
AKB0 3,6% + 0,42 4,8%°% + 0,33 2,1t + 0,19 3,8 + 0,24
A10 AMJ-3 3,1°+0,34 5,19 + 0,42 2,47 1+ 019 4,2%+0,24

Statisticki znacajne vrednosti koje predstavljaju najmanju osetljivost odredenog tipa uljane repice na neke od izolata oznaceni su sa
,,bold“, dok su vrednosti koje ukazuju na najvecu osetljivost podvucene. Vrednosti koje imaju isto slovo u okviru jedne kolone za
svaku grupu (hibridi, sorte, linije) nisu statisticki znacajne prema Tukey’s HSD testu.

ENCPPB4679 ®Xcl wXc291 =NCPPB528
12.00 +

10.00
8.00 -
6.00 -

4.00 -

Horsfall-Barratt skala
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Slika 14. Kumulativne srednje vrednosti intenziteta zaraze na hibridima, sortama i linijama uljane repice
dobijene 14 dana nakon inokulacije biljaka izolatima NCPPB4679, Xcl i Xc291 i patotip sojem NCPPB528.
Vrednosti oznacene istim slovima nisu statisticki znacajne prema Tukey’s HSD testu (Jelu$i¢ et al., 2021a).
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4.5. Metabarkoding analiza

4.5.1. Bakterijski diverzitet filosfere i rizosfere ozime uljane repice

Podaci o alfa diverzitetu testiranih uzoraka filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere (R1-R5) ozime
uljane repice sa prisutnim simptomima bolesti sa X. campestris pv. campestris [linija SO 14 (1),
sorti Kata (2) i Nevena (3) i hibrida NS Ras (4)] kao i uzoraka bez simptoma bolesti [sorta Zorica
(5)], dobijeni nakon sekvenciranja 16S rDNK gena primenom Illumina MiSeq NGS platforme,
prikazani su u Tabeli 13. Medu testiranim uzorcima filosfere, najve¢e OBS vrednosti su dobijene za
uzorak Ph5 (bez simptoma) na svim ispitivanim taksonomskim nivoima (razdeo, familija, rod).
Indeksi diverziteta, Shannon i Fisher Alpha i indeksi koji ukazuju na bogatstvo CHAOL i ACE,
takode su pokazali najveée vrednosti za uzorak Ph5, narocito na nivou roda. Na osnovu indeksa
Simpson i Shannon, uzorci Phl i Ph4 su imali najmanji diverzitet na sva tri ispitivana taksonomska
nivoa. Dobijeni rezultati su takode ukazali na veéi bakterijski diverzitet 1 bogatstvo taksona
(razdela, familija, rodova) u uzorcima rizosfere u odnosu na uzorke filosfere. Znacajne razlike u
bogatstvu (broj taksonomskih grupa) izmedu uzoraka rizosfere nisu uo¢ene bez obzira na njihovo
poreklo.

Rarefakcione krive koje prikazuju alfa diverzitet uzoraka filosfere i rizosfere ozime uljane
repice na sva tri ispitivana taksonomska nivoa, prikazane su u Prilozima 11 (razdeo), 12 (familija) i
13 (rod). Prikazane rarefakcione krive pokazuju da je u uzorcima rizosfere doslo do povecanja broja
taksonomskih jedinica (razdela, familija i rodova) tj. ukupnog diverziteta paralelno sa povecanjem
broja ocitanih sekvenci [88 100 (R1) — 100 649 (R4)]. Povecanje je bilo znacajno vise nego kod
testiranih uzoraka filosfere, kod kojih je plato (broj razli¢itih razdela, familija, rodova) znacajno nizi
u odnosu da uzorke rizosfere, bez obzira na povecanje broja ocitanih sekvenci. Suprotno uzorcima
filosfere sa ispoljenim simptomima bolesti (Ph1-Ph4), koji su imali broj o¢itavanja sekvenci izmedu
83 213 (Ph2) i 99 684 (Phl), uzorak filosfere bez simptoma bolesti (Ph5) imao je znac¢ajno manji
broj oCitavanja sekvenci (46 475), ali ve¢i ukupni diverzitet na sva tri ispitivana taksonomska nivoa.

Rezultati PCoA analize, koja ukazuje na razlike izmedu testiranih uzoraka filosfere 1
rizosfere prikazani su na Slici 15. Na osnovu PCoA analize, prva dimenzija (Dim1: 43% — 63,2% u
zavisnosti od taksonomskog nivoa) jasno je razdvojila uzorke filosfere (levo) od uzoraka rizosfere
(desno). Druga dimenzija (Dim2: 11,3% — 12,3% u zavisnosti od taksonomskog nivoa) je razdvojila
uzorke rizosfere u dve grupe: R1 i R5 (grupa 1) i R2, R3 i R4 (grupa 2), ukazujuci na njihovu vecu
medusobnu sli¢nost na sva tri posmatrana taksonomska nivoa. Druga dimenzija nije pokazala
razdvajanje izmedu uzoraka filosfere na nivou razdela i roda, ali na nivou familije je dokazana veca
medusobna sli¢nost izmedu uzoraka Ph1-Ph4 (filosfera sa simptomima) u odnosu na uzorak Ph5
(filosfera bez simptoma).

Slika 16. prikazuje rezultate analize grupisanja za testirane uzorke filosfere i rizosfere ozime
uljane repice. Na osnovu dobijenih rezultata, uzorci filosfere i rizosfere su jasno razdvojeni u dve
zasebne grupe na sva tri ispitivana taksonomska nivoa (razdeo, familija, rod). Ovim tipom analize
jasno je prikazano postojanje razlika u sastavu bakterijskih zajednica izmedu uzorka filosfere Ph5
(bez simptoma bolesti) i ostalih testiranih uzoraka filosfere (Ph1-Ph4) sa simptomima bolesti. Na
nivou roda i familije, uzorci Phl i Ph4 i uzorci Ph2 i Ph3 grupisani su zajedno. Na nivou razdela
nisu uocena sli¢na grupisanja. Dobijeni rezultati takode ukazuju i na jasno razlikovanje uzorka
rizosfere R2 od ostalih uzoraka rizosfere (R1, R3-R5), na sva tri ispitivana taksonomska nivoa. Na
nivou familije i roda, uzorci R1 i R5 i uzorci R3 i R4 grupisani su zajedno.

Na osnovu rezultata kanonske analize korespondencije (CCA), prikazanih u Prilogu 14,
takode je pokazano postojanje razlika u sastavu i distribuciji taksona (razdela, familija i rodova),
kako izmedu, tako i1 unutar testiranih uzoraka filosfere i rizosfere. Uzorci Ph5 (filosfera) i R2
(rizosfera), jasno su razdvojeni od ostalih uzoraka filosfere (Ph1-Ph4), odnosno rizosfere (R1-R4)
na nivou familije i roda, dok je na nivou razdela pored dva pomenuta uzorka izdvojen i uzorak Ph3.
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Tabela 13. Alfa diverzitet uzoraka filosfere (Ph) i rizosfere (R) biljaka ozime uljane repice sa ispoljenim simptomima zaraze sa X. campestris pv.
campestris (1 — linija SO 14, 2 — sorta Kata, 3 — sorta Nevena, 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma (5 — sorta Zorica) na nivou razdela, familije i roda.

razdeo/familija/rod

Sample  Shannon Simpson invSimpson FisherAlpha OBS CHAO1 CHAOL.SE ACE ACE.SE
0,34 0,16 1,19 1,05 12 12,25 0,73 13,17 1,73
Phl 1,03 0,43 1,75 7,83 74 108,5 19,27 106,68 5,76
1,18 0,44 1,79 13,85 123,00 171,24 20,24 178,93 7,54
0,74 0,42 1,72 0,87 10 16 7,14 22,89 1,37
Ph2 1,77 0,76 4,11 8 74 104,67 16,94 111,02 6,42
1,96 0,77 4,28 13,65 119,00 168,40 21,40 180,91 7,63
0,74 0,46 1,86 1,16 13 16 4,53 14,96 1,69
Ph3 1,46 0,68 3,13 8,95 82 136,17 30,5 111,88 5,45
1,57 0,69 3,19 15,04 130,00 188,57 25,08 170,29 6,46
0,56 0,32 1,47 1,16 13 13,5 1,28 13,97 1,76
Ph4 1,29 0,58 2,4 11,84 105 128,88 11,7 135,01 6
1,50 0,60 2,50 20,98 174,00 223,68 17,50 242,81 8,46
1,19 0,64 2,75 1,66 17 17 0,12 18,12 1,96
Ph5 2,06 0,74 3,86 19,26 150 157,77 4,88 161,28 6,22
2,38 0,76 4,11 40,44 285,00 328,98 14,65 334,44 9,01
2,1 0,84 6,23 2,48 26 26,5 1,29 27,23 2,15
R1 4,15 0,97 38,57 28,64 230 242,36 7,95 240,23 6,85
4,62 0,98 52,61 73,81 523,00 594,08 21,85 576,96 11,65
1,76 0,76 4,17 2,18 23 23,5 1,29 25,24 1,96
R2 3,7 0,95 19,25 26,83 216 2255 5,86 228,76 7,04
4,30 0,97 29,47 66,18 473,00 527,02 16,47 536,62 11,30
2,12 0,84 6,38 2,3 24 24 0,1 24,55 1,99
R3 4,11 0,97 36,48 28,53 226 2455 9,9 254,29 7,32
4,59 0,98 51,10 71,21 499,00 603,65 29,21 588,05 11,79
2,07 0,83 5,94 2,34 25 26,5 2,58 27,84 2,11
R4 4,13 0,97 38,25 27,97 229 250,08 11,66 246,86 7,19
4,62 0,98 53,65 72,88 527,00 622,23 26,54 611,25 12,12
2,09 0,83 6,05 2,27 24 24 0,12 24,67 1,63
R5 4,17 0,97 37,38 29,75 238 259,23 11,47 257,32 7,07
4,60 0,98 47,28 76,21 538,00 631,07 25,89 621,43 12,30
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Slika 15. Analiza glavnih komponenti (PCoA) koja prikazuje razlike izmedu uzoraka filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere (R1-R5) biljaka ozime uljane repice sa
ispoljenim simptomima bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) na nivou razdela,

familije i roda (Jelusi¢ et al., 2021b).
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Slika 16. Analiza grupisanja koja prikazuje razlike izmedu uzoraka filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere (R1-R5) biljaka ozime uljane repice sa ispoljenim simptomima
bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) na nivou razdela, familije i roda. Vrednosti
»au’, oznacene crvenom bojom predstavljaju priblizno nepristrasne p-vrednosti, a vrednosti ,,bp“, oznacene zelenom bojom predstavljaju vrednosti verovatnoce
pokretanja. Crveni okviri ukazuju na priblizno nepristrasne p-vrednosti vec¢e od 95% (Jelusic et al., 2021b).
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4.5.2. Analiza sastava mikrobijalnih zajednica filosfere i rizosfere ozime uljane repice

Rezultati analize sastava bakterijskih zajednica kod 10 testiranih uzoraka filosfere (Ph1-Ph5)
i rizosfere (R1-R5) ozime uljane repice, posmatrani na nivou razdela, prikazani su na Slici 17 i u
Prilogu 5a. Dobijeni rezultati ukazuju na veéi diverzitet razdela u uzorcima rizosfere u odnosu na
uzorke filosfere. Razdeo Proteobacteria je bio najdominantniji u sva cetiri (Phl-Ph4) uzorka
filosfere sa simptomima bolesti [65,64% (Ph3) — 91,25% (Ph1)], dok je njegovo prisustvo u uzorku
filosfere bez simptoma (PhS5) bilo znacajno manje (35,10%). Razdeo Proteobacteria je takode
dominirao u svim uzorcima rizosfere u odnosu na ostale detektovane razdele, ali sa znacajno
manjom zastupljenoséu [28,32% (R1) — 31,47% (R2)] u odnosu na uzorke filosfere. Razdeo
Firmicutes je bio najzastupljeniji (47,31%) u uzorku filosfere Ph5 (bez simptoma bolesti), dok je u
uzorcima filosfere sa simptomima bolesti (Ph1-Ph4), ovaj razdeo bio drugi po zastupljenosti [7,64%
(Phl) — 32,45% (Ph3)]. Razdeo Firmicutes je u uzorcima rizosfere bio slabo zastupljen [1,50 (R2) —
3,24% (R1)]. Pored Proteobacteria, kao najzastupljenijeg razdela u uzorcima rizosfere, razdeli
Actinobacteria, Bacteroidetes 1 Acidobacteria su takode bili zastupljeni u visokom procentu u svim
uzorcima rizosfere, kao i Verrucomicrobia u uzorku R3. Razdeo Actinobacteria je takode bio
prisutan u znacajnom procentu (12,44%) u uzorku filosfere Ph5. Svih 12 detektovanih razdela u
uzorcima rizosfere, bili su zastupljeni u priblizno istom procentu u svim uzorcima. Uzorci R2 (34%)
1 Ph2 (1,62%) sa sorte Kata su se razlikovali od ostalih uzoraka po vecoj zastupljenosti
Bacteroidetes u odnosu na ostale testirane uzorke rizosfere i filosfere.
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Slika 17. Analiza beta diverziteta koja pokazuje sastav i distribuciju razli¢itih bakterijskih razdela u
uzorcima filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere (R1-R5) biljaka ozime uljane repice sa simptomima bolesti (1 —
linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica)
(Jelusic¢ et al., 2021b).
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Ukupan broj detektovanih familija u testiranim uzorcima, takode je ukazao na veci
bakterijski diverzitet u uzorcima rizosfere (55 familija) u odnosu na uzorke filosfere [33 (Ph2) — 50
(PhS5) familija] (Slika 18). Razlike u zastupljenosti razli¢itih familija primeéene su u uzorku
rizosfere R2 u odnosu na ostale uzorke rizosfere (R1, R3-R5). U ovom uzorku je zapazena znacajno
veca relativna zastupljenost familija Flavobacteriaceae i Sphingobacteriaceae, ali i Cytophagaceae,
Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, Oxalobacteraceae, Xanthomonadaceae, Enterobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Comamonadaceae, Caulobacteraceae, Nocardiaceae u odnosu na ostale testirane
uzorke rizosfere. Razlike u pogledu zastupljenosti razliCitih familija izmedu uzoraka rizosfere
uzetih oko korena biljaka sa (R1-R4) i bez (R5) simptoma zaraze nisu pronadene. Suprotno
uzorcima rizosfere, razlike izmedu uzoraka filosfere sa simptomima bolesti (Ph1l-Ph4) i bez
simptoma bolesti (Ph5) bile su izrazene i na nivou familije. Familija Xanthomonadaceae je bila
najdominantnija u uzorcima filosfere Ph1-Ph4 sa simptomima bolesti (40 — 75%), dok je relativna
zastupljenost ove familije u uzorku Ph5 iznosila samo 0,4%. Najdominantnija familija u uzorku Ph5
bila je Bacillales familija XII Incertae Sedis (46,34%), ali i familije Oxalobacteraceae (15,19%),
Enterobacteriaceae (12,11 %) i Micrococcaceae (5,85%).

Relativna zastupljenost rodova u testiranim uzorcima filosfere i rizosfere prikazana je u
Prilogu 5b, kao i redom na Slikama 19 i 20. Najzastupljeniji rod u uzorcima filosfere sa
simptomima bolesti bio je Xanthomonas (Phl — 75%, Ph2 — 40%, Ph3 — 45%, Ph4 — 61%), prisutan
u uzorku filosfere Ph5 sa samo 0,31%, i u uzorcima rizosfere [0,01 (R5) — 0,25% (R2)]. Pored roda
Xanthomonas, rodovi Exiguobacterium, Massilia, Pseudomonas i Sphingomonas su bili prisutni u
znacajnom procentu u uzorcima filosfere sa simptomima (Ph1-Ph4). Dobijeni rezultati ukazuju na
trend smanjivanja relativne zastupljenosti roda Exiguobacterium u uzorcima filosfere sa
simptomima zaraze sa X. campestris pv. campestris (Phl-Ph4) paralelno sa povecanjem
zastupljenosti roda Xanthomonas. Suprotno, rod Exiguobacterium je bio najdominantniji (46,34%)
u uzorku filosfere Ph5 bez simptoma bolesti (Slika 12, Prilog 5b). Pored roda Exiguobacterium,
rodovi Massilia (13,62%), Buchnera (5,84%) i Pantoea (4,34%) su bili najdominantniji u uzorku
filosfere Ph5.

U poredenju sa uzorcima filosfere, ve¢i diverzitet rodova uocen je u rizosferi, gde ih je
detektovano ukupno 88. Nisu uocene znacajne razlike u relativnoj zastupljenosti rodova izmedu
uzoraka rizosfere, bez obzira na poreklo. Kao najzastupljeniji rodovi u rizosferi izdvojili su se Gp6
iz razdela Acidobacteria (2,54 — 7,21%) i Sphingomonas (2,94 — 3,62%), kao i Flavobacterium
(13,03%) i Pedobacter (7,42%) u uzorku R2.
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Uzorci ﬁlosfere Uzorci rizosfere
R1 R2 R3 R4 RS

Xanthomonadaceae _ 040 199 222 165 199 1,69

Enterobacteriaceae 6,60 7,65 366 12,15 1211 1,10

Bacillales Incertae Sedis XII ~ 6,57 23,12 - 17,04 46347

Oxalobacteraceae 594 10,77 8,01 5,11 15,19 1,58 2,60 1,16 2,05 1,14
Pseudomonadaceae 3,20 6,93 7,35 1.41 0,78 1,14 3,68 1,45 0,98 0,63
Paenibacillaceae 1 0,57 0,29 0,20 041 0,05

Microbacteriaceae 0,51 0,91 045 048 2,18 0,87 1,31 0,78 0,55 0,57
Sphingomonadaceae 040 609 121 092 289 516 543 608 646 557
Cytophagaceae 0,02 105 025 005 037 1,95 48 337 274 1,60
Micrococcaceae 0,08 0,13 0,17 0,19 5.85 3,10 3,90 1,71 2,22 2,41
Rhodobacteraceae 0,09 003 003 131 _
Intrasporangiaceae 1.20

Nocardioidaceae 0,79 0,81 0,73 1,08 0,97 0,80
Moraxellaceae 0,05 0,06 0,03 0,63

Chitinophagaceae - - 0,13 g 6,27 5,70
Gp6 0.04 ! : ; 482 721
Planctomycetaceae 0,04 3,12 2,65 2,76
Flavobacteriaceae 0,06 2,33 4,90 1,22
Saccharibacteria 0,03 1,25 2,10 2,21
Gaiellaceae 0,06 11 1,58 1,94
Comamonadaceae 0,02 0,15 0,05 0.34 1,76 2,29 1,42

2,38 2,70 426 Relativna zastupljenost
3,63 2,78 2,52 Najmanja vrednost
1,75 1,45 1,39

1,39 1,43 1.47

wr L
WPS-1 - - - 0,02
Rhodospirillaceae - - 0.14
Bacillaceae 1 0,02 0,02 0,14

Spartobacteria - 001 205 127 129
Sphingobacteriaceae 0,03 0,16 _ 0,03 075 19 067
Verrucomicrobiaceae - - 0,02 3,08 1,67 088 Sredja vrednost (56)
Aridibacter - - - 0,05 1,67 1,50 1,88
Methylobacteriaceae 0,02 h 0,06 0,34 0,81 0,79 0,66
Gemmatimonadaceae 0,00 0,05 L4 131 120
Ohtackwangia 0,73 0,96 1,01
Sinobacteraceae 095 0,74 1,31 Najveéa vrednost
Propionibacteriaceae 0,61 0,87 0,92
Gp3 0,87 0,98 0,93
Nocardioidaceae 3 1,08 0,97 0,80
Geodermatophilaceae 0,77 1,08 0,69
Micromonosporaceae 0,74 0,57
Rubrobacteraceae 0,68 0,74
Gp7 0,90
Rhizobiaceae 0,71
Streptomycetaceae

Bradyrhizobiaceae

Subdivision3

Caulobacteraceae

Nocardiaceae

Hyphomicrobiaceae

Methylophilaceae

Nitrosomonadaceae

Opitutaceae

Pseudonocardiaceae

Streptomycetaceae

Promicromonosporaceae - - - - -

Chryseolinea - - - -

Gpl6 T 009
Slika 18. Relativna zastupljenost razli¢itih bakterijskih familija u uzorcima filosfere (Ph1-Ph5) i rizosfere

(R1-R5) biljaka ozime uljane repice sa simptomima bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta
Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) (Jelusi¢ et al., 2021b).
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Prosetna pouzdanost (%)

Slika 19. Krona interaktivni prikaz relativne zastupljenosti razli¢itih bakterijskih rodova u uzorcima filosfere
(Ph1-Ph5) biljaka ozime uljane repice sa simptomima bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta
Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) (Jelusi¢ et al., 2021b).
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Slika 20. Krona interaktivni prikaz relativne zastupljenosti razli¢itih bakterijskih rodova u uzorcima rizosfere
(R1-R5) biljaka ozime uljane repice sa simptomima bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta
Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) (Jelusi¢ et al., 2021b).
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4.6. Izolacija potencijalnih biokontrolnih sojeva

Sa sakupljenih uzoraka filosfere, kao i iz rizosfere biljaka ozime uljane repice sa prisutnim
simptomima zaraze sa X. campestris pv. campestris (linija SO 14, sorte Kata i Nevena i hibrid NS
Ras) i bez simptoma (sorta Zorica), izolovano je ukupno 35 potencijalnih antagonistickih Bacillus
spp. i Pseudomonas spp. izolata (Tabela 3). Od ukupnog broja izolata, 27 (15 sa filosfere i 12 iz
rizosfere) je imalo morfologiju nalik Bacillus sp., dok je osam izolata, poreklom sa filosfere, imalo
morfologiju nalik Pseudomonas sp. Lista potencijalnih antagonistickih izolata, njihovo poreklo, tip
ozime uljane repice sa koje su izolovani i morfologije kolonija, prikazani su u Tabeli 3.

4.7. Ispitivanje antagonisti¢ke aktivnosti izolata in vitro

4.7.1. Ispitivanje antagonisticke aktivnosti punih kultura izolata

Primarna selekcija antagonistickih izolata za dalja istrazivanja vrSena je ispitivanjem in vitro
antibakterijske aktivnosti prekonoc¢nih kultura 27 Bacillus sp. i osam Pseudomonas sp. izolata na 19
X. campestris pv. campestris izolata poreklom sa ozime uljane repice iz Srbije i patotip soju
NCPPB528. Dobijene zone inhibicije su prikazane na Slici 21. Antagonisticka aktivnost izolata
ocenjena je kao: bez aktivnosti (-), slaba (<9 mm, +), umerena (10—13 mm, ++) i izrazena (>14 mm,
+++) antagonisticka aktivnost, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 14. Od svih testiranih
Bacillus spp. izolata, izolat X6-3, izolovan sa filosfere sorte Zorica, pokazao je najjaci
antagonisticki potencijal, dok je od osam testiranih Pseudomonas spp. izolata, izolat X2-1P,
poreklom sa filosfere linije SO 14 ozime uljane repice ispoljio najjatu antagonisticku aktivnost.
Cetiri izolata: X8-2, X2-1P, X3-1P i X2-1PMF su inhibirala rast svih 19 proudavanih izolata sa
uljane repice. Slabu do umerenu antagonistiC¢ku aktivnost imalo je 14 izolata od kojih je devet
pripadalo grupi Bacillus spp. izolata (X2-1, X3-1, X5-2, X6-2, X8-1, X8-2, X8-3, X11-1i X12-1), a
pet grupi Pseudomonas spp. izolata (X3-1P, X4-1P, X1-2PMF, X2-1PMF i X5-1PMF). Preostalih
19 izolata (X1-1, X1-2, X1-3, X2-2, X2-3, X3-2, X4-1, X4-2, X5-1, X6-1, X7-1, X7-2, X7-3, X10-
1, X10-2, X11-2, X12-2, X1-1PB, X1-1PMF) nije pokazalo antibakterijsku aktivnost ni na jednom
od testiranih X. campestris pv. campestris izolata.

Slika 21. In vitro antagonisticka aktivnost punih kultura devet Bacillus spp. [A: (X2-1, X3-1); B: (X5-2, X6-
2, X6-3); C: (X8-1, X8-2, X11-1i X12-1)] i pet Pseudomonas spp. izolata (D: X1-2PMF, X2-1PMF, X2-1P,
X3-1P, X5-1PMF) prema izolatu Xc271 (foto A. Jelusic).
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Tabela 14. In vitro antagonisticka aktivnost punih kultura 27 Bacillus spp. i osam Pseudomonas spp. izolata prema 19 X. campestris pv. campestris
izolata poreklom sa ozime uljane repice ocenjena kao: bez aktivnosti (-), slaba (<9 mm, +), umerena (10-13 mm, ++) i izrazena (>14 mm, +++)
antagonisticka aktivnost.

Antagonista / CFBP NCPPB NCPPB NCPPB NCPPB NCPPB
Patogen 8912 Xcl 4678 4679 Xc20 4680 4681 Xc30 4682 Xc32 Xc251 Xc261 Xc271 Xc291 Xc301 Xc321 Xc341 Xc361 X432

X1-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X1-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X1-3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X2-1 + + + + + + + + + + + + + + + + - + +
X2-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X2-3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X3-1 + + + + + + + + + + ++ + + + - + + + ++
X3-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X4-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X4-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X5-1 - - - - - - - - - - - - -
X5-2 - - - - - - - - - - - + + - + - - - -
X6-1 - - - - - - - - - - - -
X6-2 - - - - - - - - - - + - + + - - - - -
X6-3 + + + + + + + ++ + + ++ ++ + +
X7-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X7-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X7-3 - - - - - - -
X8-1 - - - - -
X8-2 + + + + + + +
X8-3 - - - - + - - - - -
X10-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X10-2 - - - - - -
X11-1 + + - + + + + + + + + + + + + + - - +
X11-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
X12-1 + + - - - - + + ++ ++ ++ ++ ++ + + - - - -
X12-2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

X1-1PB - - - - - - - -
X2-1P ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
X3-1P + + + + + + + +
X4-1P A - - + - - - - - - - - - - - - - - -

X1-1PMF - - - - - - - - - - - - -
X1-2PMF + - - + - + + + - + - + +
X2-1PMF ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
X5-1PMF + + ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

+ 4+ o+
+
+

+ 4+ +
+
+

Izolati oznaceni ,,bold” su pokazali in vitro antagonisticku aktivnost pune kulture i odabrani su za dalja istrazivanja

57



4.7.2. Sposobnost X. campestris pv. campestris sojeva da produkuju biofilm

Svih osam testiranih izolata/sojeva (CFBP 8912, Xcl, NCPPB4679, NCPPB4681, Xc32,
Xc261, Xc271, Xc291) poreklom sa ozime uljane repice, pokazali su sposobnost produkcije
biofilma. Na osnovu utvrdene sposodnosti da formiraju biofilm, izolati/sojevi su podeljeni u tri
kategorije: (i) ODc < OD <2 x ODc u koju su svrstana tri X. campestris pv. campestris izolata/soja
(CFBP 8912, Xc261 i Xc291) koja su pokazala slabu sposobnost produkcije biofilma (kategorija 1
ili +); (i1) 2 x OD¢ < OD <4 x ODc u koju su svrstana tri izolata/soja (Xc1, NCPPB4681 i Xc271)
koja su pokazala umerenu sposobnost produkcije biofilma (kategorija 2 ili ++); (iii) 4 x ODc < OD
u koju su svrstana dva izolata/soja (NCPPB4679 i Xc32) sa izrazenom produkcijom biofilma
(kategorija 3 ili +++). Nakon kombinovanja dobijenih rezultata sa prethodno dobijenim rezultatima
testa virulentnosti na ozimoj uljanoj repici (potpoglavlje 4.4.1.), za dalji rad (ispitivanje in vitro
antagonisticke aktivnosti supernatanata i in vivo antagonisticke aktivnosti biokontrolnih izolata) su
odabrana tri izolata/soja: NCPPB4679, Xc1 i Xc291, koja su se redom uklapala u sledece grupe: (i)
visoko virulentan izolat/izrazena produkcija biofilma, (ii) srednje virulentan izolat/umerena
produkcija biofilma i (iii) slabo virulentan izolat/slaba produkcija biofilma.

Tabela 15. Sposobnost testiranih X. campestris pv. campestris izolata/sojeva da formiraju biofilm.

Izolat/
Produkcija biofilma

CFBP 8912 0.128 <0.183<0.256

Xcl 0.256 <0.292 < 0.512

NCPPB4679 0.512 <0.620
NCPPB4681 0.256 <0.282 < 0.512

Xc32 0.512 <0.717
Xc261 0.128 <0.236 < 0.256

Xc271 0.256 <0.290 < 0.512

Xc291 0.128 <0.195<0.256

OD <ODc ODc<OD<2x0ODc 2x0Dc<OD<4x0Dc 4 x ODc<OD

*OD < ODc - ne produkuje biofilm; ODc < OD < 2 x ODc - slaba produkcija biofilma; 2 x ODc < OD < 4 x ODc - umerena
produkcija biofilma; 4 x ODc < OD - izrazena produkcija biofilma

4.7.3. Ispitivanje antagonisticke aktivnosti supernatanata izolata

Rezultati ispitivanja antibakterijske aktivnosti supernatanata 10 Bacillus spp. i Sest
Pseudomonas spp. izolata koji su prethodno pokazali aktivnost punih kultura, prikazani su u Tabeli
16. Od svih testiranih izolata, samo su dva Bacillus spp. izolata (X5-2 i X6-3) i tri Pseudomonas
spp. izolata (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF) pokazali potencijal za suzbijanje tri testirana X.
campestris pv. campestris izolata/soja (NCPPB4679, Xcl i Xc291) u formi supernatanta. Zone
inhibicije, nastale kao rezultat antagonisticke aktivnosti supernatanata testiranin Bacillus spp. i
Pseudomonas spp. izolata prema X. campestris pv. campestris, prikazane su na Slici 22. Na osnovu
izmerenih zona inhibicije, izolati Xcl (srednje virulentan izolat/umerena produkcija biofilma) i

antagonistickih izolata (218-22 mm).

Tabela 16. In vitro antagonisti¢ka aktivnost supernatanata dva Bacillus spp. (X5-2 i X6-3) i tri
Pseudomonas spp. (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF) izolata na tri testirana izolata X. campestris pv.
campestris.

Preénik zone inhibicije (mm)

Antagonista/Patogen

Xcl NCPPB4679 Xc291
X5-2 20 13 20
X6-3 21 11 21
X2-1P 22 17 19
X2-1PMF 22 17 19
X5-1PMF 19 16 18
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Slika 22. In vitro antagonisti¢ka aktivnost supernatanata tri Pseudomonas spp. (A: X2-1P, X2-1PMF, X5-
1P) i dva Bacillus spp. izolata (B: X5-2 i X6-3) prema X. campestris pv. campestris soju NCPPB4679 (foto
A. Jelusié).

4.8. Molekularna identifikacija antagonisti¢kih izolata

Svi izolati koji su pokazali in vitro antagonisticku aktivnost pune kulture su determinisani do
nivoa vrste na osnovu BLASTn analize sredenih parcijalnih sekvenci gena za 16S rRNK i tuf
(Bacillus spp.) i 16S rRNK i gyrB (Pseudomonas spp.) (Tabela 17). Na osnovu dobijenih sekvenci
gena za 16S rRNK i tuf gena, nije bilo mogucée izvrsiti determinaciju do nivoa vrste za Cetiri
Bacillus spp. izolata (X3-1, X8-2, X11-1 i X12-1). Koris¢enjem BLASTnN analize za ove izolate
dobijen je isti procenat identiteta za dve blisko srodne vrste, B. cereus i B. thuringiensis. Preostalih
Sest Bacillus spp. izolata: X2-1, X5-2, X6-2, X6-3, X8-1 i X8-3 redom su identifikovani kao B. luti,
B. velezensis, B. wiedmannii, B. megaterium, B. halotolerans i B. circulans (Tabela 17).

Dva Pseudomonas spp. izolata, X3-1P i X4-1P, su na osnovu gena za 16S rRNK i gyrB gena
identifikovani do nivoa roda (Pseudomonas sp.), dok su ostali Pseudomonas spp. izolati (X2-1P,
X1-2PMF, X2-1PMF i X5-1PMF) identifikovani kao P. orientalis. Od 16 sekvenciranih izolata, za
dalji rad je odabrano pet izolata, koji su pripadali vrstama B. velezensis (X5-2), B. megaterium (X6-
3) i P. orientalis (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF).

Tabela 17. BLASTn identifikacija izolata koji su pokazali in vitro antagonistiCku aktivnost pune
kulture prema izolatima X. campestris pv. campestris.

Sifra izolata Procenat identiteta (%) Vrsta (16S rRNK i tuf ili gyrB)
X2-1 100 B. luti
X3-1 99.59 B. cereus/B. thuringiensis
X5-2 100 B. velezensis
X6-2 100 B. wiedmannii
X6-3 100 B. megaterium
X8-1 99.59 B. halotolerans
X8-2 99.59 B. cereus/B. thuringiensis
X8-3 98.36 B. circulans
X11-1 99.59 B. cereus/B. thuringiensis
X12-1 100 B. cereus/B. thuringiensis
X2-1P 99.88 P. orientalis
X3-1P 99.49 Pseudomonas sp.
X4-1P 100 Pseudomonas sp.
X1-2PMF 100 Pseudomonas sp./P. orientalis
X2-1PMF 100 Pseudomonas sp./P. orientalis
X5-1PMF 100 P. orientalis

Izolati oznaceni ,,bold* su ispoljili antagonisti¢ku aktivnosti i u formi pune kulture i supernatanta

Dalja molekularna karakterizacija pet antagonistickih izolata: B. velezensis X5-2, B.
megaterium X6-3 i P. orientalis (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF), koji su pokazali aktivnost i u
formi pune kulture i supernatanta podrazumevala je PCR skrining izolata na prisustvo gena
uklju¢enih u biosintezu razlic¢itih sekundarnih metabolita (lipopeptida i antibiotika). Dobijeni
rezultati su prikazani na Slici 23. Na osnovu prisustva segmenata umnoZene DNK na
odgovaraju¢im pozicijama, pokazano je da izolat B. velezensis X5-2 ima geneticki potencijal za
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produkciju lipopeptida surfaktina, kurstakina, bacilomicina D i iturina. Kod izolata B. megaterium
X6-3 detektovani su geni za surfaktin i kurstakin sintetazu. Kod izolata P. orientalis X2-1P i X5-
1PMF amplifikovan je samo gen phcA koji kodira za fenazin-1-karboksilnu kiselinu, dok kod
izolata X2-1PMF nije dokazano prisustvo nijednog od testiranih gena za produkciju antibiotika.

surfaktin sintetaza kurstakin si bacilomicinD sintetaza ituri n fenazin-1-karboksilna kiselina
S A

1000 bp

600 bp

Slika 23. PCR skrining izolata na prisustvo gena ukljucenih u biosintezu lipopeptida (B. velezensis X5-2 i B.
megaterium X6-3) i gena za fenazin-1-karboksilnu kiselinu (P. orientalis X2-1P i X5-1PMF). Pozicije
segmenata umnozene DNK prikazane su u odnosu na DNK marker 200-10000 bp SmartLadder (Eurogentec)
(Jelusi¢ et al., 2021b).

Filogenetsko stablo maksimalne sli¢nosti (,,maximum likelihood”) konstruisano za
ispitivanje filogenetske srodnosti tri odabrana antagonisticka izolata (X5-2, X6-3 i X2-1P)
prikazano je na Slici 24. Na osnovu konkatamernih sekvenci gena tuf, gena za 16S rRNK i sfp za
Bacillus izolate i gena gyrB, 16S rRNK i phcA za Pseudomonas izolate, potvrdena je pripadnost
odabranih izolata vrstama B. velezensis (X5-2), B. megaterium (X6-3) i P. orientalis (X2-1P). l1zolat
X5-2 je na osnovu filogenetskog stabla pokazao najvecu genetiCku sli¢nost sa referentnim sojem B.
velezensis K26, ali i sojem SRCM102755 iz NCBI baze podataka, dok je izolat X6-3 grupisan sa
referentnim B. megaterium sojevima 5-3 i JX285. Na osnovu filogenetske analize, izolat X2-1P bio

.....

B85% ‘ X5-2

8% | Bacillus velezensis K26 (CP023075)

#% | Bacillus velezensis SRCM102755 (CP028204)

- Bacillus amyloliquefaciens DH8030 (CP041770)

Bacillus aryabhattai KNU10 (CP041519)

B xe3

Bacillus megaterium 5-3 (CP047699)

B4%

84%
Bacillus megaterium JX285 (CP018874)

Pseudomonas synxantha 30B (CP027754)

Pseudomonas orientalis R4-35-08 (CP027726)

99%
0% A x2P
9% Pseudomonas orientalis F9 (CP018048)
P

010

Slika 24. Filogenetsko stablo maksimalne sli¢nosti konstruisano na osnovu parcijalnih sekvenci gena tuf, za
16S rRNA i sfp za Bacillus izolate X5-2 i X6-3 i gena gyrB, za 16S rRNA i phcA za izolat Pseudomonas X2-
1P. Sest referentnih Bacillus spp. sojeva i tri referentna Pseudomonas spp. soja preuzeti su iz NCBI baze
podataka (Jelusi¢ et al., 2021b).
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4.9. Hemijska karakterizacija produkata antagonistickih izolata

4.9.1. GC-MS analiza

Rezultati GC-MS analize etil-acetatnih (B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-3 i P.
orientalis X2-1P) i benzenovih (P. orientalis X2-1P) ekstrakata prikazani su na Slici 25. Prikazane
toplotne karte ukazuju na razlike u distribuciji i zastupljenosti detektovanih isparljivih organskih
jedinjenja izmedu testiranih izolata u ukupnim koncentracijama i nakon izlaganja temperaturama od
40 °C i1 60 °C. Liste isparljivih organskih jedinjenja koja su bila zastupljena u visokoj koncentraciji
u testiranim ekstraktima, njihova retenciona vremena, molekulske formule i molekulske mase
prikazani su u Prilozima 15a (ukupne koncentracije), 15b (40 °C) i 15c¢ (60 °C). Na osnovu
hemijske strukture, najzastupljenija jedinjenja u testiranim ekstraktima pripadala su acetatima,
alkoholima, alkanima, alkenima, benzenima, karboksilnim kiselinama, estrima, etrima, indolima i
pirazinima. Isparljiva organska jedinjenja koja su imala najvec¢e vrednosti povrsine pika u ukupnim
koncentracijama etil-acetatnih ekstrakata tri testirana izolata B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-
3 i P. orientalis X2-1P bili su razli¢iti pirazini (3-propan-2-il-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-
a]pirazin-1,4-dion;  3-benzil-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion;  (3S,8aS)-3-
izopropilheksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion; 2-acetil-3-metil-6,7,8,8a-tetrahidro-3H-
pirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion i 2,8-dietoksi-1,7-diazatriciklo[7.3.0.03,7]dodeka-2,8-dien), alkeni (1-
dodecen, 1-tetradecen, 1-heksadecen, 1-oktadecen, 1-eikosen i 1-dokosen), karboksilne kiseline
(borna, heksadekanoi¢na i1 oktadekanoi¢na kiselina) i indoli (1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol).
Suprotno diverzitetu isparljivih organskih jedinjenja detektovanih u etil-acetatnim ekstraktima,
samo dva isparljiva organska jedinjenja, sa neSto ve¢im vrednostima povrsine pika, su detektovana
u testiranom benzenovom ekstraktu (3-propan-2-il-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-
dion i 3-benzil-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion).  Diverzitet isparljivih
organskih jedinjenja detektovanih nakon izlaganja temperaturama od 40 °C i 60 °C bio je ve¢i u
poredenju sa ukupnim koncentracijama. Isparljiva organska jedinjenja sa najveéim vrednostima
povrsine pika u sva tri etil-acetatna ekstrakta na obe temperature bili su alkeni (1-dodecen, 1-
tetradecen, 1-heksadecen, 1-oktadecen i 1-eikosen samo na 60 °C) i alkohol 2-(2-
etoksietoksi)etanol. Isparljiva organska jedinjenja po kojima se razlikuje etil-acetatni ekstrakt
izolata B. megaterium X6-3 od ostalih ekstrakata/izolata bili su 2-metilbutanoi¢na kiselina, 3-
metilbutanoi¢na kiselina 1 2-metilpropanoic¢na kiselina na obe temperature i siréetna kiselina na
60°C. Jedinjenja po kojima se razlikuje etil-acetatni ekstrakt izolata B. velezensis X5-2 od ostalih
testiranih ekstrakata/izolata su 2,3-butanediol, metoksimetan i heneikosan na obe temperature. lako
su bili prisutni na obe temperature, alkani (dodekan, tetradekan, pentadekan, heksadekan i
oktadekan) su imali ve¢e vrednosti povrSine pika na 60 °C. Jedinjenja sa najve¢im vrednostima
povrSine pika u benzenovim ekstraktima P. orientalis X2-1P bili su alkoholi 2-(2-
butoksietoksi)etanol i 2-(2-etoksietoksi)etanol na obe temperature, kao i 2-feniletanol na 60 °C.
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Slika 25. Toplotne karte koje prikazuju isparljiva organska jedinjena detektovana u etil-acetatnim (B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-3, P. orientalis X2-1P) i
benzenovim (P. orientalis X2-1P) ekstraktima ispitivanih supernatanata izolata primenom gasne hromatografije-masene spektrometrije u ukupnim koncentracijama i
nakon izlaganja temperaturama od 40 °C i 60 °C (JeluSi¢ et al., 2021b).
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4.9.2. HPLC-ESI-qTOF/MS analiza

Rezultati HPLC-ESI-qTOF/MS analize etil-acetatnih ekstrakata dva testirana Bacillus spp.
izolata, B. velezensis X5-2 i B. megaterium X6-3 prikazani su u Tabeli 18. HPLC-ESI-qTOF/MS
analizom supernatanta izolata B. velezensis X5-2, dokazano je prisustvo jedinjenja koji odgovaraju
kurstakinima (C11 — C13), surfaktinima (C12 — C15), iturinima (C15 i C16) i bacilomicinu D (C14
i C15), redom sa uo¢enim masama u rangu od m/z 915 — 939, m/z 1008 — 1054, m/z 1057 — 1109 i
m/z 1053 — 1067. U etil-acetatnom ekstraktu izolata B. megaterium X6-3 detektovani su samo
surfaktini sa duzinama lanaca masnih kiselina od C12 do C16 i uo¢enim masama u rangu od m/z
994 do m/z 1090. U ekstraktima oba Bacillus spp. izolata detektovani su joni na m/z 1008,66, kog'i
su identifikovani kao protonovani adukti razli¢itih varijanti surfaktina: C12 (L/I*, D), C13 (V*, D)
i C14 (V*", D% i joni na m/z 1016,63, koji su identifikovani kao natrijumovi adukti surfaktina C13.
Kod oba Bacillus spp. izolata su takode detektovani protonovani adukti surfaktina C14 (L/I*), C14
(LM%, D"), C15 (V%) i C15 (V*, D) na m/z 1054,7.

Rezultati HPLC-ESI-gTOF/MS analize etil-acetatnog i benzenovog ekstrakta izolata P.
orientalis X2-1P prikazani su u Tabeli 19. U oba ekstrakta su detektovana jedinjenja 2-
(hidroksimetil)benzoeva kiselina, benzoeva kiselina i 2-amino-3-metoksi-benzoeva kiselina sa
jonima na m/z 152,047, m/z 122,037 i m/z 167,058, redom. Ostala detektovana jedinjenja [5-Nitro-
2-fenilpropilamino benzoeva kiselina; (1a,5b,6a)-7-protoiluden-1,5,6,14-tetrol 14-(2,4-dihidroksi-6-
metilbenzoeva  kiselina);  4-hidroksi-3-fenilbenzoeva  kiselina  glukozid;  2-Hidroksi-6-
tridecilbenzoeva kiselina; 4-acetamidobenzoeva kiselina; 2-metilbenzoeva kiselina i 4-
hidroksibenzoeva kiselina] su pripadala razli¢itim derivatima benzoeve kiseline, osim 2-
hidroksifenil nitrita, koji je detektovan u etil-acetatnom ekstraktu. Jedinjenje sa pikom jona na m/z
225,067, koje je detektovano u benzenovom ekstraktu, nije identifikovano.

63



Tabela 18. Lista lipopeptidnih jedinjenja identifikovanih u etil-acetatnim ekstraktima izolata B.
HPLC-ESI-qTOF/MS analize.

velezensis X5-2 i B. megaterium X6-3 primenom

Retenciono Monoizotopska Uocena masa . — Molekularna
vreme (RT) - (m/2) Abundanca Lipopeptidni molekul is——— Referenca X6-3
18,466 914,4685 915,4758 18271,2 Kurstakin C12 [M+Na]* CuoHesN11012 Dimkié et al., 2017 -
9,436 915,374 916,3813 6264,62 Kurstakin C11 [M + K]+ CsgHesN11015 Abdellaziz et al., 2018 -
17,891 938,5004 939,5075 77371,23 Kurstakin iC13 [-OH(3)] CuHesN11O1, Béchet et al., 2012 -
17,004 993,6370 994,6430 2376512,25 _ . +
Surfaktin C13 [M+H] Cs1HggN7O13 Ndlowvu et al., 2017
17,844 993,6374 994,6443 1168660,38 +
: 4 ~6 + :
17,298 1007,653 1008,6598 496229,03 Surfaktin C12 (L/1,D") [M+H], Surfaktin C13 o 4y~ o - Pathak et al., 2014a: +
(V',.D°) [M+HT', Surfaktin C14 (V*',D°) CeiHesN7Oy s Dimkié et al., 2017;
18,627 1007,6529 1008,6602 18716405 [M+H]’; Surfaktin ?hl/li[:'\?jH] Surfaktin C14- ' L N2Oys Ndlovu et al.. 2017 -
16,7 993,6368 1016,6259 44539188 Surfaktin C13 [M+Na]* CsiHgoN;0 Ndlowu et al., 2017 ¥
18,661 993,6375 1016,6268 341505,84 oL 19T v -
: 4 6 + :
18,473 1021,6683 1022,6748 2145361,5 [M+H]*; Surfaktin C14 [M+H]". Surfaktin C15 cc::szﬂglr\Nhgla, ﬂlérlmlc et all., 2017; +
[M+H]* 53Hg3N7O13 ovu etal., 2017
18,969 1007,6527 1030,6416 961323,88 Surfaktin C13 (V*) [M+Na]"; Surfaktin C13 CoHeaN-O Pathak & Keharia, 2014; -
+ 511189IN7V13 : 2
18,627 1007,6529 1030,6420 1769776,25 [M+Na] Dimki¢ et al., 2017 -
Surfaktin C14 (L/14, D% [M+H]*, Surfaktin C15
4 16 PN . P + . Pathak et al., 2014a;
18,915 1035,6848 1036,6925 147244813 (VD) IMHHT, Surfaktin C14 (LT) [MFHT', - CeoHaiN701 Ndlovu et al., 2017; ‘
Surfaktin C15 (V") [M+H]"; Surfaktin C15 CssHgsN7O13 Dimkic et al.. 2017
[M+H]*: Surfaktin C15 [M+H]* 1mxc et al,
. . Cs1HgoN7O1s;
Surfaktin C13 (L/1*) [M+H]*, Surfaktin C14 (V*) 517789 V713
15,266 1039,6795 1040,6873 114764,23 [M+H]", Surfaktin C15 (V*7) [M+H]* %szﬂgllw%lg, Pathak et al., 2014a "
531 193IN7V13
17,363 1043,6503 1044,6574 395226,25 Surfaktin C14 [M+Na]* CsoHg1N7O13 Dimkic et al., 2017 +
Surfaktin C14 (L/1*,0metD®) [M+H]*, Surfaktin
C15 (L/1*,D% [M+H]*, Surfaktin C15 (L/I%) CsoHgiN7O13; Pathak et al.. 2014a:
18,817 1049,6995 1050,7068 2083152,25 [M+H]", Surfaktin C16 (V*,D° [M+H]", CssHgaN7O1s; Ndlovu et al. 2017 +
Surfaktin C16 (V) [M+H]", Surfaktin C16 (V')  CssHesN7Ois "
[M+H]"; Surfaktin C16 [M+H]*
(nastavljeno)
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Tabela 18.

B EAY TR I g ot Abundanca Lipopeptidni molekul Molekularna formula Referenca X5-2 X6-3
vreme (RT) masa (m/z)
n it ¥ n
17,896 1053,6937 1054,7007 12884,66 Surfaktin C14 (/1) [M+H]', Surfaktin CorHorN-O1o: + -
C14 (LN*, D") [M+H]*, Surfaktin C15 (V*) 52 LT 1S Pathak et al., 2014b
16,095 1053,6955 1054,7031 116458,74 [M+H]", Surfaktin C15 (V*, D) [M+H]* Cs3HgsN7Oy3 - +
18,915 1035,6848 1058,6730 241168,44 Surfaktin C15, [M+Na]"* CssHosN7013 Dimkic et al., 2017 - +
17,768 1059,6258 1060,6335 35842,65 Surfaktin C14 (V*) [M+K]* CeoHaiN7O15 Pathakz‘f)‘l'zeha”a' _ 4
18,817 1049,6995 1072,6893 331434,78 Surfaktin C16 [M+Na]* CssHgsN7013 Ndlovu et al., 2017 - +
17,388 1079,7218 1080,7291 77668,24 Surfaktin standard - +
16,512 1081,7269 1082,7339 140196,38 Surfaktin C16 (L/1*) CssHosN7013 Pathak et al., 2014b - +
16,901 1067,7105 1090,6997 148786,47 Surfaktin [M+Na]* Maet al., 2016 - +
18,979 1052,7062 1053,7135 35088,23 Bacilomicin D C14 [M+Na]* Kefi et al., 2015 + -
17,801 1056,6636 1057,6760 49757,18 Iturin C15 [M+H]* CugH76N1,014 Nastro et al., 2013 + -
lturin A C15 [M +Na]"; Iturin A Arguelles-Arias et al.,
17,801 1056,6686 1079,6576 16943,59 C15/Mikosubtilin C15 [M +Na]*; Iturin A CugH76N1,014 2009; Jemil et al., + -
C15 [M +Na]” 2017; Chen et al., 2020
17,521 1108,5602 1109,5672 16844,89 Iturin C16 [M+K]* CsoH7gN1,014 Athukorala et al., 2009 + -
17,517 1066,5553 1067,5644 18292,00 Bacilomicin D C15 [M+Na]* Jemil et al., 2017 + -
18,985 1066,7229 1067,7302 18275,75 Bacilomicin D C15 [M+Na]* Nam et al., 2021 + -
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Tabela 19. Lista identifikovanih jedinjenja u etil-acetatnom i benzenovom ekstraktu izolata P. orientalis X2-1P primenom HPLC-ESI-qTOF/MS

analize.
Molekularna . ; « Fragmenti Fragmenti Fragmenti ‘ol
Naziv jedinjenja formula \f‘r‘;ﬁg"(‘g% Mﬂg;‘:a'lz[?\tﬂo_ﬁ]'fa U"c[f\;l‘f‘H‘i‘_”a Abundanca  CE 10 CE 20 CE 40 ?r;ekr:r;]‘:: Potvrda
[M-HI (abundanca)  (abundanca)  (abundanca) 9
Etil-acetatni ekstrakt
e 151.04 (809)  105.034 (425)  92.026 (365)
2 (h'dro"i'izg‘iit;:;be“me"a CeH705 5,018 151,04 152,047 68559 107.049 (330)  77.040 (289)  93.031 (214)
105.035 (250)  121.027 (217)  77.038 (126)
CE10: 77, 121 Nije
potvrden
Benzoeva kiselina C;Hs0, 6,837 121,03 122,037 142090 ] (nedostaje
CE20:77,121  ‘gracment
77)
CE10: 91, 137, N
151, 163, 255, 't\'”g
299 potvrden
_ CE20: 46, 91,
S-Nitro-2- 106, 122, 137,
fenilpropilamino CisH15N,0, 6,933 413,096 300,113 31783 151, 163. 255
benzoeva kiselina [Nppb] ' 299‘ '
CE40: 46, 91,
107, 122, 137,
151, 163
4-hidroksi-3- 89.023 (575)  89.025 (851)  89.024 (1308)
fenilbenzoeva kiselina 8,146 413,143 368,145 8395 323.113 (570)  275.104 (546)  71.048 (171)
glukozid 275.106 (423) 277.117 (251)  146.080 (163)
122018 (49) CE1105:110176,6122,
2-amin0-3-metoksi- CsHgNO; 9,652 166,051 167,058 74311 150.945 (32) CE20:107,151  Potvrden
benzoeva kiselina 166.050
(2126)
(1a,5b,6a)-7-protoiluden- 111.979 (742)  67.986(396)  59.013 (338)
1'5'661%;39:5&'5:2_'(2*4' CysHae05 15,46 463,196 418,197 6181 463193 (639) 111.976(280)  67.991 (197)
metilbenzoeva kiselina) 140.006 (408) 140.003 (166) 231.180 (115)
365.236 365.237
2-Hidroksi-6- (1500) (1387) 96.960 (839)
tridecilbenzoeva kiselina ~ C20H10s 17.2 365235 320,237 14803 220143 (141) 220.147(349)  220.146 (233)
221.153 (125)  96.960 (134)  205.123 (169)
2-Hidroksifenil nitrit CsHaNO;3 18,694 138,019 139,026 8753 108.021(393) 108.021(899)  108.015 (67) A: 108 Potvrden
(nastavljeno)

66



Tabela 19.

Molekularna . ; « Fragmenti Fragmenti Fragmenti ‘ol
Naziv jedinjenja formula ﬁiﬁg"(‘g% Mng’;‘:a'lz[?\tﬂo_ﬁ]'fa U°°[‘,"\;I‘f‘H‘;‘.asa Abundanca  CE 10 CE 20 CE 40 eekvall Potvrda
[M-H] (abundanca)  (abundanca) (abundanca) g
Benzenov ekstrakt
CE10: 77, 121 Nije
potvrden
Benzoeva kiselina C;Hs0, 6,9 121,029 122,037 17500 ] (nedostaje
CE20:77,121  fragment
77)
107.050 107.049
(1191) (1264) 44.998 (98)
2-(Hidroksimetil) 45,000
benz0eva kiselina CgH:05 73 151,039 152,047 2497 130.999 (123) (67.13) 64.030 (69)
80.960 107.049
151.042 (152) 7373) (63.1)
134.059 (806)  92.051(875)  92.049 (882)
) - 92.049 (288)  134.06 (117)  41.001 (54
4Aceta|(r‘_“'d9benz°eva CoHgNO; 8,3 178,051 179,058 41112 (288) (117) (54) A: 136, 134 Potvrden
iselina 41.004 (275)  41.999 (108)  422.729 (25)
136.041 (100)  136.038 (60)
Meti 91.054 (1625)  91.054 (313 CE10: 91, 135
2-Metilbenzoeva CeH70, 8,8 135,044 136,052 48084 (1625) (313) Potvrden
kiselina 135.000 (121)  135.047 (16) CE20: 91, 135
65030 (24)  65.040(61)  49.001(11)  CHO %
-Hidroksi 93.035(2211) 93.035(3072)  65.041 (325 CE20: 65, 93
4-Hidroksibenzoeva CHsOs 9 137,025 138,032 137720 (2211) (3072) (325) : Potvrden
kiselina 137.024 75.026 (37) CE40: 39, 49,
(1214) ' 65, 75, 93
93.035 (593) A: 109, 93
2-Amino-3-metoksi 166.050 CE10: 107, 122,
e CaHaNO 9,6 166,051 167,058 39 325 570 151,166 Potyrden
CE20: 107, 151
C2 (C13 H9 N2 02) 11 224,061 225,067 4581 180.068 (317)  180.068 (172) A:181,180  Potvrden
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4.10. In vivo biokontrolna aktivnost odabranih antagonistickih izolata

Rezultati ispitivanja sposobnosti tri odabrana antagonisticka izolata, B. velezensis X5-2, B.
megaterium X6-3 i P. orientalis X2-1P da redukuju pojavu simptoma na 0zimoj uljanoj repici (sorta
Jasna) prouzrokovanih sa X. campestris pv. campestris sojevima/izolatima NCPPB4679, Xcl i
Xc291 u kontrolisanim uslovima staklenika, prikazani su u Tabeli 20. Intenzitet zaraze kod
najvirulentnijeg soja NCPPB4679 iznosio je 41,13%, dok je kod srednje virulentnog Xcl i slabo
virulentnog izolata Xc291 iznosio redom 23,92% i 4,54%. Dobijeni rezultati su bili u korelaciji sa
rezultatima dobijenim za test virulentnosti izolata i njinov kapacitet za formiranje biofilma.

Svi kontrolni tretmani (inokulisane biljke bez primene antagonista) su se statisti¢ki
razlikovali od primenjenih biokontrolnih tretmana. Nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu
primenjenih biokontrolnih tretmana, bez obzira na vreme primene (24 sata pre i 24 sata posle) ili tip
tretmana (puna kultura i supernatant).

Efikasnost tretmana punim kulturama antagonistiCkih izolata 24 sata pre tretmana
izolatima/sojevima X. campestris pv. campestris bila je izmedu 66,96% (B. megaterium X6-3) i
82,37% (P. orientalis X2-1P), dok je ocenjena efikasnost istih tretmana sa supernatantima bila
izmedu 61,05% (B. megaterium X6-3) i 79,33% (B. velezensis X5-2), u zavisnosti od izolata.
Efikasnost tretmana punim kulturama antagonistickih izolata 24 sata nakon tretmana
izolatima/sojevima X. campestris pv. campestris kretala se izmedu 49,60 (B. megaterium X6-3) —
72,47% (P. orientalis X2-1P), dok su isti tretmani sa supernatantima imali efikasnost u rangu od
54,51% (B. megaterium X6-3) do 71,15% (B. megaterium X6-3). Biokontrolni izolat B. velezensis
X5-2 pokazao je efikasnost od 71,07 — 79,33% u tretmanima 24 sata pre i 53,08 — 60,13% u
tretmanima 24 sata nakon inokulacije X. campestris pv. campestris izolata/sojeva (Tabela 20).
Efikasnost tretmana sa biokontrolnim izolatom B. megaterium X6-3, iznosila je izmedu 61,05 —
70,32% nakon aplikacije 24 sata pre i 49,60 — 71,15% prilikom aplikacije 24 sata nakon tretmana
izolatima/sojevima X. campestris pv. campestris. Izolat P. orientalis X2-1P pokazao je efikasnost
izmedu 71,86 — 82,37% u tretmanima 24 sata pre i 63,34 — 72,47% kada je apliciran 24 sata nakon
tretmana izolatima/sojevima X. campestris pv. campestris.
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Tabela 20. Intenzitet zaraze (srednja vrednost = SE, n=6) kod inokulisane ozime uljane repice (sorta Jasna) i efikasnost biokontrolnih tretmana.

X. campestris pv. campestris izolati

NCPPB4679

Xcl

Xc291

24 sata pre inokulacije

24 sata nakon inokulacije

24 sata pre inokulacije

24 sata nakon

24 sata pre inokulacije

24 sata nakon

Tretmani patogena patogena patogena inokulacije patogena patogena inokulacije patogena
Intenzitet Intenzitet Intenzitet Intenzitet Intenzitet Intenzitet
infekcije (%) Ef. infekcije (%) Ef. infekcije (%) Ef. infekcije (%) Ef. infekcije (%) Ef. infekcije (%) Ef.
Sr. vrednost (%) Sr. vrednost (%) Sr. vrednost (%) Sr. vrednost (%) Sr. vrednost (%) Sr. vrednost (%)
+SE +SE + SE + SE +SE +SE

B. velezensis X5-2 Puna kultura 8,69+0,50 ¢ 78,87 19,11+1,17 b 53,54 6,92+0,30 b 71,07 11,08+1,07 b 53,68 1,25+0,34 b 72,47 2,13+0,30 b 53,08
) Supernatant 8,50+0,60 ¢ 79,33 16,54+1,22 bc 59,79 6,67+0,43 b 72,12 10,17+0,82 b 57,48 0,94+0,21 b 79,30 1,81+0,24 b 60,13
B. megaterium X6-3 Puna kultura 12,59+0,50 b 69,39 20,73+1,07 b 49,60 7,10+0,27 b 70,32 10,86+0,80 b 54,60 1,50+0,31 b 66,96 1,56+0,12 b 65,64
) Supernatant 16,02+0,82 b 61,05 18,71+0,68 b 54,51 7,67+0,53 b 67,93 9,65+0,59 b 59,66 1,60+0,36 b 64,76 1,31+0,46 b 71,15
P orientalis X2-1P Puna kultura 7,25+0,42 b 82,37 12,67+1,04 b 69,20 5,38+0,26 b 77,51 8,31+0,47 b 65,26 1,06+0,21 b 76,65 1,25+0,27 b 72,47
' Supernatant 8,52+0,39 b 79,29 12,79+0,76 b 68,90 6,73+0,80 b 71,86 8,77+0,49 b 63,34 1,19+0,26 b 73,79 1,56+0,34 b 65,64

Kontrola - 41,13+4,58 a - 41,13+4,58 a - 23,92+195a - 2392 +1,95a - 4,54+0,27 a - 4,54+0,27 a -

Ef. — efikasnost; SE — standardna greska; Vrednosti koje imaju isto slovo nisu statisti¢ki znacajne prema Tukey’s post hoc testu.
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5. DISKUSIJA

Fitopatogena bakterija X. campestris pv. campestris predstavlja pretnju za profitabilno
gajenje kupusnjaCa Sirom sveta, izazivajuéi znacajne gubitke prinosa, a samim tim i ekonomske
stete (Vicente & Holub, 2013). Prilikom karakterizacije X. campestris pv. campestris izolata
dobijenih 2014. godine sa Sest jarih useva B. oleracea (brokoli, karfiol, keleraba, kupus, kelj i
raStan) kao i sa ozime uljane repice, kao novog domacina u Srbiji, primeéeno je da osim §to su
izolati poreklom sa ozime uljane repice geneticki heterogeni, oni pokazuju i vecu specifi¢nost za
domacina sa koga vode poreklo u poredenju sa geneticki homogenom populacijom sojeva poreklom
sa B. oleracea (Popovi¢ et al., 2019). Na temeljima iznesenog zapazanja, postavljena je hipoteza
sadaSnjeg istrazivanja: ,,Usled proSirivanja opsega domacina X. campestris pv. campestris, tj. sa
prelaskom patogena na novu ekoloSku nisu, sa jarih formi kupusnjaca (brokoli, karfiol, keleraba,
kupus, kelj 1 rastan) na kojima je do sada bio prisutan, na ozimu uljanu repicu, koja je specificna po
svom hibridnom poreklu i produkciji ulja, doslo je do pojave novog ekotipa X. campestris pv.
campestris, prilagodenog na ozimu uljanu repicu.” U cilju dokazivanja hipoteze, sadasnja studija je
bila usmerena na formiranje novije kolekcije X. campestris pv. campestris izolata sa razlicitih sorti,
hibrida 1 linjja ozime uljane repice na razli¢itim lokalitetima u Vojvodini (Srbija) u periodu od tri
godine (2014, 2016. 12018) 1 na njihovu karakterizaciju na osnovu genetickih 1 patogenih osobina.

S obzirom da je X. campestris pv. campestris patogen semena i da se lako prenosi i §iri na
vece razdaljine, postoji potreba za pronalazenjem metoda za brzu i pouzdanu rutinsku detekciju
ovog patogena. Konvencionalne bakterioloske metode, pored toga $to su sporije, ¢esto mogu dati
nezadovoljavajuce rezultate, narocito prilikom testiranja semena sa niskim intenzitetom infekcije ili
ukoliko je patogen u vijabilnom ali nekultivabilnom stanju (engl. viable but nonculturable
condition, VBNC), kada je njegova detekcija moguca samo koris¢enjem PCR metodologije (Ghezzi
& Steck, 1999; Berg et al.,, 2005). Brza detekcija patogena je omoguéena konstruisanjem X.
campestris- i X. campestris pv. campestris-specifi¢nih parova prajmera na osnovu razli¢itih regiona
hrpF gena, koji je deo visoko konzerviranog hrp genskog klastera, zaduzenog za hipersenzitivni
odgovor i patogenost (Huang et al., 2016). Ovaj genski klaster je uglavnom prisutan kod svih
fitopatogenih bakterija i od kljucne je vaznosti za uspostavljanje interakcija izmedu patogena i
domacina (Singh et al., 2016). Kori§¢enjem X. campestris- (DLH109/DLH112 i DLH120/DLH125)
i X. campestris pv. campestris-specifiénih (Dhrp Xcc F/Dhrp Xcc R i XCF/XCR) parova
prajmera u ovoj studiji, uradena je preliminarna identifikacija izolata dobijenih sa ozime uljane
repice i od ukupno 82 izolata sa morfologijom nalik Xanthomonas na YDC hranljivoj podlozi, 65
izolata je identifikovano kao X. campestris pv. campestris. Singh et al. (2014) su u studiji detekcije
X. campestris pv. campestris iz semena i razli¢itih biljih organa pokazali da je par prajmera
Dhrp Xcc F/Dhrp Xcc R visoko specifican samo za patogene izolate X. campestris pv.
campestris. U studiji Berg et al. (2005), dokazana je specificnost parova prajmera
DLH109/DLH112 i DLH120/DLH125 za X. campestris sojeve i predlozena je njihova primena za
brzu detekciju ovog patogena u semenu, listu ili stablu, kao i za razdvajanje ove vrste od ostalih
blisko srodnih predstavnika iz roda Xanthomonas.

Postojanje genetickog diverziteta izmedu 65 izolata poreklom sa ozime uljane repice
utvrdeno je primenom tri para rep-PCR prajmera (BOX, ERIC i REP). Diverzitet je bio najizraZeniji
u slu¢aju BOX- i ERIC-PCR prajmera, ¢ijom primenom su generisani kompleksniji i vizuelno
takode uspeSno koriS¢ena u brojnim ranijim studijama za ispitivanje genetickog diverziteta X.
campestris pv. campestris sojeva iz lzraela (Valverde et al., 2007), Italije (Zaccardelli et al., 2008),
Nepala (Jensen et al, 2010) i Njujorka (Lange et al., 2016), takode ukazuju¢i na postojanje
genetiCke heterogenosti izmedu sojeva poreklom sa razli¢itih kupusnjaca.

Detaljnija slika 0 promenama u genomima X. campestris pv. campestris izolata sa ozime
uljane repice dobijena je nakon sekvenciranja protein-kodiraju¢ih gena. Kombinovani rezultati
MLST analize 6 konzerviranih gena (dnaK, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i lepA) za 10 reprezentativnih
izolata (Xcl, Xc251, Xc261, Xc271, Xc291, Xc301, Xc321, Xc341, Xc361 i Xc432) i pet
referentnih sojeva (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679, NCPPB4680 i NCPPB4682) sa ozime
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uljane repice iz Srbije (Popovié¢ et al., 2013; 2019), ukazali su na postojanje sedam filogenetski
blisko srodnih grupa izmedu testiranih izolata/sojeva, od kojih su otkrivene tri nove grupe, razlicite
od Cetiri prethodno okarakterisane za referentne sojeve u studiji Popovi¢ et al. (2019). Svi geni,
osim fyuA su bili polimorfni, ukazujuéi na postojanje dve (dnakK, gltA, rpoD), odnosno tri (lepA i
gyrB) geneticki razlicite grupe izolata. Nagomilavanje vise nukleotidnih promena na odredenom
konzerviranom genu/genima mogla bi ukazati na usmereniju mikroevoluciju (evoluciju unutar
vrste) na taj gen, koja bi mogla biti posledica odgovora na odredene selekcione pritiske. Jedan od
najznacajnijih aspekata MLSA je upravo sposobnost ovakve analize da pruzi uvid u evoluciju
unutar odredene vrste, pracenjem razliitih tipova rekombinacija. Utvrdivanje postojanja
rekombinacija i njihove ucestalosti moze pomoc¢i u razumevanju nacina evolucije sojeva unutar
vrste, nacina adaptacije klonova na nove uslove Zivotne sredine i na nove domacine, na taj nacin
pruzajuc¢i uvid u evoluciju novih patogenih sojeva (Fargier et al., 2011). Sve nukleotidne promene
do kojih dolazi tokom mikroevolucije, moraju biti ili pozitivno- ili neutralno-selekcionisane kako bi
se zadrzale u genomu, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da su neke od uocenih promena na
istaknutim genima ili sve zajedno, omogucile sojevima kolonizaciju nove ekoloske nise, koja je
razli¢ita od one koju su prvobitno naseljavali. Huang et al. (2015) isticu da je akumulacija
pozitivno-selekcionisanih gena, od kojih je vecina steCena dogadajima homologne rekombinacije,
omogucila razli¢itim Xanthomonas vrstama da ,,istraze” nove ekoloSke niSe u ekosistemu i
odgovore na sredinski stres, §to je za posledicu imalo adaptivnu diverzifikaciju vrsta u okviru ovog
roda.

Na geneticku heterogenost izmedu 15 X. campestris pv. campestris izolata/sojeva takode je
ukazalo izdvajanje pet tipova sekvenci (ST3, ST5, ST9, ST26 i ST47) od kombinacije alelskih
profila Cetiri sekvencirana gena (P-X-dnakK, fyuA, gyrB i rpoD). Najzastupljeniji alelski profil, koji
je bio prisutan kod 33% testiranih izolata, bio je ST47 (aleli 9-3-3-11 za gene P-X-dnakK, fyuA, gyrB
i rpoD, redom), koji je nedavno determinisan u radu Bella et al. (2019) za X. campestris pv.
campestris soj ISCI 122 izolovan sa kelja u Kampaniji (Italija). Najslabije zastupljen tip sekvence
medu X. campestris pv. campestris sojevima sa ozime uljane repice bio je ST5, koji je determinisan
samo za izolat Xc432. Na osnovu ista Cetiri gena, Cruz et al. (2018) su utvrdili postojanje 30
razli¢itih tipova sekvenci (od kojih je 26 tipova sekvenci bilo jedinstveno) za 56 testiranih X.
campestris pv. campestris sojeva poreklom sa 12 razli¢itih domacina (B. oleraceae; B. oleracea
vars. botrytis, capitata, costata, gemmifera; B. oleracea convar. bullata var. gemmifera; B. oleracea
convar. acephala var. sabellica; B. oleracea convar. capitata var. alba; B. oleracea convar. botrytis
var. botrytis; B. oleracea convar. capitata var. sabauda; B. kaber var. pinnatifida i Iberis sp.), od
kojih je najzastupljeniji tip sekvence bio ST5. Na osnovu centralne pozicije ST5 na filogenetskom
stablu sa minimalnim rasponom, dokazano je da je ST5 predacki genotip za izolate poreklom sa
uljane repice. Cruz et al. (2018) su utvrdili i da ne postoji povezanost izmedu tipa sekvence (ST) i
domacina. Znacajno je istaci da je ST26 (aleli 9-3-1-11) veza izmedu predackog genotipa STS (aleli
1-3-1-11) i genotipa ST47 (aleli 9-3-3-11), koji se razlikuju u jednom (SLV) lokusu (PX-dnaK),
odnosno u dva (DLV) lokusa (PX-dnaK i gyrB), redom. S obzirom na dominantnost genotipa ST47
medu X. campestris pv. campestris izolatima sa ozime uljane repice iz Srbije, moze se pretpostaviti
da je ovaj genotip postepeno divergirao od predackog genotipa ST5. Do diverzifikacije novog
genotipa je moglo do¢i usled nagomilavanja mutacija ili rekombinacijom, tokom procesa adaptacije
na ozimu uljanu repicu kao novog domacina ili je nastanak novog genotipa mogao biti rezultat
nasumicnog genetickog drifta (Francisco et al., 2009). Shodno tome, moze se pretpostaviti da je
doslo do povecéanja brojnosti populacija X. campestris pv. campestris sa novim genotipom (ST47)
usled njihove vece adaptivne vrednosti na novu ekolosku nisu. Studija Fargier et al. (2011), u kojoj
je radena determinacija alelskih profila X. campestris pv. campestris sojeva na osnovu sekvenci
osam gena (atpD, dnaK, efP, fyuA, gInA, gyrB, rpoD i tpiA) ukazala je na prisustvo 15 tipova
sekvenci (ST1 — ST7, ST12, ST16 — ST22) za 30 testiranih sojeva izolovanih sa devet razli¢itih
domacina (B. oleracea; B. oleracea vars. botrytis i gemmifera; B. oleracea cv. capitata; B. oleracea
var. botrytis cvs. aviso, cortes i spacestar; B. oleracea cv. bullata gemmifera; lIberis sp.), medu
kojima je genotip ST17 [koji je isti kao genotip ST5 iz sadasnje studije i studije Cruz et al. (2018)]
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bio najzastupljeniji. Sli¢na studija, uradena od strane Bella et al. (2019) za 31 soj X. campestris pv.
campestris iz Italije, poreklom sa osam domacéina (brokoli, karfiol, kelj, keleraba, kupus, rastan,
savojski kupus, bela repa) na osnovu sekvenci sedam gena (atpD, dnakK, efp, fyuA, gInA, gyrB,
rpoD) ukazala je na prisustvo 14 tipova sekvenci (AP1 — AP14), medu kojima je tip sekvence AP1
= ST17 (Fargier et al., 2011) = ST5 [sadasnja studija i studije Cruz et al. (2018)] takode bio
najzastupljeniji. U ovom radu je uocena veza izmedu dobijenog konkatamernog ,,Neighbour-
joining” filogenetskog stabla konstruisanog na osnovu $est gena (dnak, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i
lepA) i MS filogenetskog stabla konstruisanog na osnovu cetiri gena (P-X-dnaK, fyuA, gyrB i
rpoD). Od svih pet dobijenih tipova sekvenci za 15 testiranih X. campestris pv. campestris
izolata/sojeva (10 reprezentativnih i pet referentnih) sa ozime uljane repice, izolati sa genotipom
ST3 su na MS stablu bili najudaljeniji od predackog genotipa ST5 i od ostala tri genotipa (ST9,
ST26 i ST47). Isti rezultati su dobijeni na ,Neighbour-joining” filogenetskom stablu, gde su X.
campestris pv. campestris izolati sa genotipom ST3 formirali najudaljeniju grupu (V1 i VII1), dok su
ostali genotipovi (ST5, ST9, ST26 i ST47) bili filogenetski srodniji (I — V). Takode, na oba stabla je
dokazano da je najzastupljeniji genotip (ST47) bio najsrodniji izolatima sa genotipom ST9 (grupe |
i Il na ,,Neighbour-joining” filogenetskom stablu). Izolati sa genotipovima ST5 i ST26 formirali su
grupe I, IV iV na ,Neighbour-joining” filogenetskom stablu.

Rezultati testa patogenosti na ozimoj uljanoj repici pokazali su da je svih 10
reprezentativnih izolata i pet referentnih X. campestris pv. campestris sojeva poreklom sa ozime
uljane repice, izolovanih u periodu of devet godina (2010 — 2018) bilo patogeno na uljanoj repici,
pokazajuci tri razli¢ita stepena virulentnosti (visoko, srednje i slabo virulentni). 1zolat NCPPB4679
bio je najvirulentniji, a izolat Xc291 najslabije virulentan. Svi testirani izolati su takode bili
patogeni na Sest testiranih B. oleracea domacina (brokoli, karfiol, keleraba, kupus, kelj i rastan),
ukazujuéi na to da imaju Siri krug domacina, ali su i dalje pokazivali najveci virulentni potencijal na
uljanoj repici. Dobijeni rezultati podrzavaju predlozenu hipotezu, da je u toku odredena vrsta
specijalizacije vrste X. campestris pv. campestris na ozimu uljanu repicu. Izolati NCPPB4679,
NCPPB4680 i Xc361 iz grupe visoko virulentnih izolata pripadaju grupi izolata sa genotipom
ST26, determinisanoj na osnovu sekvenci Cetiri gena (P-X-dnakK, fyuA, gyrB, rpoD). Ovakav tip
korelacije nije pronaden kod ostalih testiranih izolata. Izolati Xc291 i Xc261 su bili najslabije
virulentni na svim testiranim domacinima, I na 0zimoj uljanoj repici. U sli¢noj studiji, uradenoj od
strane Popovi¢ et al. (2019), gde je test patogenosti raden kod 18 X. campestris pv. campestris
izolata poreklom sa razli¢itih domacina (brokoli, karfiol, keleraba, kupus, kelj, rastan, ozima uljana
repica) izolovanih 2014. godine, pokazano je da izolati poreklom sa ozime uljane repice, karfiola,
kelja i kelerabe pokazuju najvecu virulentnost ba$ na domac¢inima sa kojih i vode poreklo.

Tri odabrana X. campestris pv. campestris izolata (Xcl, NCPPB4679 i Xc291) su
prouzrokovali simptome na svim testiranim hibridima, sortama i linijama uljane repice, ukazujuci
na to da potpuno rezistentni tipovi ove gajene vrste ne postoje u Srbiji. Gen-za-gen model, koji su
predlozili Vicente et al. (2001), mogao bi pomo¢i da se uspostave uspe$ni programi za uzgoj
rezistentnih sorti na X. campestris pv. campestris. Model objasnjava interakcije izmedu tipova X.
campestris pv. campestris i razli¢itih Brassica sorti [B. oleracea (Wirosa F1 i Miracle F1), B. rapa
(Just Right Hybrid Turnip i Seven Top Turnip), B. napus (Cobra linija 14R), B. carinata (PI
199947) i B. juncea (Florida Broad Leaf Mustard)] i zasnovan je na interakciji izmedu najmanje
Cetiri podudarna para gena, avirulentnih gena (Al — A4) i gena za rezistenciju specifi¢nih za rasu
(R1 — R4). Prema autorima modela, rezistencija linije 14R od sorte Cobra uljane repice objasnjena
je interakcijom gena R4 (poreklom od A genoma repe) i A4 avirulentnog gena. Prema datom
modelu, geni koji su kljuéni za otpornost na najvaznije X. campestris pv. campestris tipove (1 i 4)
su geni R1 i R4. Ignatov et al. (2000) su ukazali na postojanje rezistencije specifiéne za tip kod
razli¢itih tipova uljane repice, gde je vecina testiranih tipova uljane repice bila visoko rezistentna na
bar jedan od tri testirana X. campestris pv. campestris tipa (1, 4 i 5). Jo$ jedna studija autora Vicente
et al. (2002), opisuje tri linije uljane repice (jednu ozimu, dobijenu od sorte Cobra i dve jare linije
CrGC5 i N-0-1) kao rezistentne na X. campestris pv. campestris rasu 4, ukazujuéi da je njihova
rezistentnost kontrolisana pojedina¢nim dominantnim genom Xca4. U istrazivanju Taylor et al.
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(2002), razlicite sorte ozime i jare uljane repice su se pokazale kao rezistentne na X. campestris pv.
campestris rasu 4, ali je dokazano da jari usevi imaju tendenciju za parcijalnu rezistenciju. Isti
autori su kod useva B. napus i B. rapa uocili postojanje varijabilne rezistencije na X. campestris pv.
campestris tipove 3 i 5. Imajuc¢i u vidu navedeno, od znacaja bi bilo utvrditi pripadnost testiranih X.
campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane repice iz Srbije odredenom(im) tipu(ovima), kako
bi se proizvodaci mogli informisati o uzgoju odredenih sorti/linija/hibrida otpornih na utvrdeni(e)
tip(ove).

Zavisno od genotipa biljke, ali i od faktora spoljasnje sredine (abiotickih i biotickih),
uticaj na njihov porast i zdravstveno stanje (Brader et al., 2017; Dong et al., 2019). S obzirom na
relativno skoru pojavu X. campestris pv. campestris na uljanoj repici u Srbiji, od velikog znacaja je
bilo ispitati uticaj ovog patogena na sastav autohtonih mikrobijalnih zajednica. Sekvenciranjem
gena za 16S rRNK, primenom Illumina platforme za NGS, u ovom radu je pruzen potpuni uvid u
kompleksne bakterijske zajednice filosfere i rizosfere razli¢itih linija, sorti 1 hibrida ozime uljane
repice sa simptomima zaraze sa X. campestris pv. campestris i bez vidljivih simptoma bolesti.
Ukazano je na direktan uticaj patogena na smanjenje ukupnog bogatstva bakterija, odnosno alfa
diverziteta u uzorcima filosfere sa ispoljenim simptomima bolesti (linija SO 14, sorte Kata i Nevena
i hibrid NS Ras) u poredenju sa uzorkom bez vidljivih simptoma (sorta Zorica). Uticaj patogena na
smanjenje bakterijskog diverziteta u uzorcima filosfere bio je najizrazeniji kod uzoraka Phl (linija
SO 14) i Ph4 (hibrid NS Ras), kod kojih je zabeleZzen najveci intenzitet infekcije, 75% i 61%,
redom. Ista pojava je takode potvrdena u studiji Manching et al. (2014), gde je primeceno da je do
smanjenja bogatstva i diverziteta bakterijskih vrsta na filosferi kukuruza (Zea mays L.) doslo usled
razvoja juzne lisne plamenjace, izazvane fitopatogenom gljivom Cochliobolus heterostrophus
(Drechs.). Sadasnja studija je takode ukazala i na manji bakterijski diverzitet u uzorcima filosfere u
poredenju sa rizosferom. Takav rezultat je ocekivan, jer je opSte poznato da je diverzitet
mikroorganizama filosfere manji u odnosu na druge biljne delove, upravo zbog izloZenosti ovog
staniSta ekstremnim varijacijama fizickih (temperatura, vlaznost, radijacija, itd.) i nutritivnih uslova,
koji direktno utiCu na mikrobijalnu strukturu i diverzitet (Turner et al, 2013). Razdeli
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria i ud-Bacteria su detektovani u svim
testiranim uzorcima filosfere (Phl — Ph5), ali u razli¢itim procentima. Razdeo Proteobacteria je bio
najdominantniji u uzorcima filosfere sa simptomima bolesti (Phl — Ph4), dok su razdeli Firmicutes i
Actinobacteria dominirali u uzorku filosfere bez simptoma (Ph5). Ranije studije zasnovane na NGS
gena za 16S rRNK takode isticu da Cetiri pomenuta bakterijska razdela (Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes i Actinobacteria) dominiraju u filosferi, ali 1 da su medu njima razdeli Proteobacteria
(o, B i) i Firmicutes najdominantniji (Sivakumar et al., 2020). Prema studiji Tian et al. (2017),
razdeo Proteobacteria je izdvojen kao najdominantniji na listovima uljane repice gajene u
kontrolisanim uslovima fitotrona. Razlika u zastupljenosti roda Xanthomonas i rodova u koje su
svrstane potencijalno ,.korisne” vrste bakterija bila je vidljiva izmedu uzoraka filosfere sa i bez
simptoma bolesti. Dok je rod Xanthomonas dominirao u sva Cetiri uzorka filosfere sa simptomima,
potvrduju¢i prisustvo patogena, rodovi Exiguobacterium, Massilia, Buchnera i Pantoea su
dominirali u uzorku filosfere bez simptoma. Dobijeni rezultati ukazuju da je doSlo do smanjenja
zastupljenosti potencijalno ,korisnih” bakterijskih rodova (Exiguobacterium, Massilia i Pantoea)
usled prisustva patogena. Uzorci filosfere Ph2 (sorta Kata) i Ph3 (sorta Nevena), razlikovali su se
od ostalih uzoraka filosfere po znacajno vecoj relativnoj zastupljenosti roda Pseudomonas i
Sphingomonas, samo u uzorku Ph2. Rastogi et al. (2013) su istakli da rodovi Pseudomonas,
Sphingomonas, Methylobacterium, Bacillus, Massilia, Arthrobacter i Pantoea ¢ine ,,0snovnu”
zajednicu filosfere razlic¢itih biljnih vrsta. Rod Exiguobacterium je prethodno opisan kao
najzastupljeniji rod u filosferama pirin¢a (Oryza sativa L.) uzgajanog u polju i paradajza (Solanum
lycopersicum L.) (Romero et al., 2016; Venkatachalam et al., 2016). Za pojedine vrste ovog roda su
dokazana brojna korisna svojstva, usled kojih bi mogle na¢i primenu u biotehnologiji,
bioremedijaciji, industriji i poljoprivredi (Vishnivetskaya et al., 2009). Copeland et al. (2015) su
ispitivali uticaj vegetacijskog perioda na sastav mikrobijalnih zajednica soje (Glycine max (L.)
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Merr.), uljane repice (Brassica napus L.) i pasulja (Phaseolus vulgaris L.). Koris¢enjem ,,network
co-occurrence” analize, utvrdili su postojanje pozitivne korelacije izmedu bakterija koje podsti¢u
rast biljaka (PGPR), Exiguobacterium i Bacillus i njihovu negativnu korelaciju sa potencijalnim
patogenima Erwinia i Pseudomonas. U studiji Rastogi et al. (2012), visoka zastupljenost
Xanthomonas campestris pv. vitians (Xcv) na listovima rimske zelene salate (Lactuca sativa L.)
gajene u polju, bila je u negativnoj korelaciji sa potencijalnim antagonistickim bakterijama iz
rodova Bacillus i Pantoea. Suprotno, na listovima gde Xcv nije bio prisutan, rodovi potencijalnih
antagonistickih bakterija su bili dominantniji. Povecanje brojnosti mikroorganizama sa protektivnim
osobinama u ukupnom mikrobiomu moze posluziti kao prva linija odbrane od patogena, redukujuci
njihov pritisak, ¢ime indirektno dolazi do poveéanja produktivnosti (Teixeira et al., 2019).

Od 12 razdela koji su detektovani u pet uzoraka rizosfere (R1 — R5) biljaka ozime uljane
repice testiranih u sada$njoj studiji, najdominantniji su bili Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes i Acidobacteria. Uzorak rizosfere R2 (sorta Kata) izdvojio se u odnosu na ostale
uzorke rizosfere po dva puta vecoj relativnoj zastupljenosti Bacteroidetes 1 isto toliko manjoj
zastupljenosti  Acidobacteria. Suprotno, u uzorku rizosfere R3 (sorta Nevena), razdeo
Verrucomicrobia je bio najdominantniji. Uzorak R2 se na nivou familije razlikovao od drugih
testiranih uzoraka rizosfere po visokoj relativnoj zastupljenosti familija Flavobacteriaceae (rod
Flavobacterium) i Sphingobacteriaceae (rod Pedobacter), dok se uzorak R3 izdvojio po najvecoj
relativnoj zastupljenosti familija Verrucomicrobiaceae i WPS-1. S obzirom da rizosfera nije
prirodno staniste X. campestris pv. campestris, rod Xanthomonas je detektovan u uzorcima rizosfere
sa jako malom relativnom zastupljeno$¢u [0,01% (RS, sorta Zorica bez simptoma bolesti) — 0,25
(R2, sorta Kata sa simptomima bolesti)]. U istrazivanju mikrobioma rizosfere ozime uljane repice,
Rathore et al. (2017) su takode potvrdili dominantnost razdela Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia i Chloroflexi. Najzastupljeniji razdeli detektovani
u rizosferi uljane repice gajene u Kanadskoj preriji bili su Proteobacteria (y i a), Actinobacteria,
Planctomycetes i Bacteroidetes (Lay et al., 2018). Prema radu Kolton et al. (2012), na osnhovu
razli¢itih metoda, zavisnih i nezavisnih od kultivacije, Flavobacterium spp. je determinisan kao
dominantan rod u rizosferi razli¢itih useva, sa znacajnom ulogom u promociji rasta biljaka i
stimulaciji rezistencije biljaka na bolesti. Predstavnici roda Pedobacter su opisani kao jedni od
vaznijih endofita prisutnih u korenu uljane repice u fazi cvetanja, koji pokazuju sposobnost da
produkuju indol siréetnu kiselinu (IAA) koja podstiCe cvetanje i na taj naCin moze doprineti
povecanju prinosa (de Campos et al., 2013; Lay et al., 2018). Prema An et al. (2020), zastupljenost
roda Xanthomonas u mikrobiomima rizosfere i zemljista najcesce je ispod nivoa detekcije ili dostize
0,7%. Rezultati istrazivanja da Silva et al. (2021), vezani za zastupljenost X. campestris pv.
campestris u rizosferi, odgovaraju rezultatima sadaSnjeg istrazivanja, takode pokazuju¢i da je
rizosfera nepovoljno staniste za ovog biljnog patogena.

Usled skore pojave i nedostatka podataka o Stetama koje mogu nastati kao posledica
infekcije X. campestris pv. campestris na 0zimoj uljanoj repici, kao i zbog negativnog efekta koji
hemijski preparati mogu imati na zivotnu sredinu i zdravlje ljudi, jedan od ciljeva ovog rada je bio
razmatranje alternativnih metoda kontrole ovog patogena. U tu svrhu sprovedena su ispitivanja
potencijala autohtonih Bacillus spp. i Pseudomonas spp. izolata poreklom sa filosfere i iz rizosfere
biljaka ozime uljane repice (sa i bez simptoma bolesti) u in vitro i in vivo testovima. Tri
antagonisticka izolata iz ove studije, identifikovana kao B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-3 i
P. orientalis X2-1P poreklom sa filosfere ozime uljane repice hibrida NS Ras (sa simptomima
bolesti), sorte Zorica (bez simptoma bolesti) i linije SO 14 (sa simptomima bolesti), redom,
pokazala su aktivnost u formi pune kulture i supernatanta. Odabir izolata raden je na osnovu
dokazane antagonisticke aktivnosti, ali i na osnovu njihove pripadnosti riziénoj grupi 1 bioloske
bezbednosti (ne nosi nikakav ili niski rizik po pojedinca i zajednicu) na osnovu nemacke
klasifikacije (TRBA 466, 2010). Od tri P. orientalis izolata (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF) sa
antagonistickom aktivno$¢éu pune kulture i supernatanta, zbog geneticke homogenosti na osnovu
sekvenci gena 16S rRNK i gyrB, za dalja istrazivanja nasumicno je odabran izolat X2-1P. In vitro
antagonisticki potencijal odabranih izolata bio je najizrazeniji na slabo i umereno virulentnim
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izolatima X. campestris pv. campestris, odnosno onim koji su imali slabu i umerenu sposobnost
produkcije biofilma. In vivo testovi nisu pokazali znacajne razlike u biokontrolnoj aktivnosti prema
testiranim X. campestris pv. campestris izolatima/sojevima, bez obzira na njihov stepen
virulentnosti. S obzirom da je B. velezesis X5-2 pokazao slabu in vitro antagonisticku aktivnost
pune kulture, ali dobru aktivnost supernatanta, moze se pretpostaviti da njegova aktivnost lezi u
sposobnosti da produkuje odredeni(e) sekundarni(e) metabolit(e) sa antibakterijskom aktivnoscéu.
PCR analizom je potvrden geneticki potencijal B. velezesis X5-2 za biosintezu razli¢itih cikli¢nih
lipopeptida (surfaktina, kurstakina, bacilomicina D i iturina). HPLC-ESI-gTOF/MS analizom etil-
acetatnog ekstrakta izolata B. velezensis X5-2 detektovani su pikovi koji odgovaraju razli¢itim
izoformama surfaktina (C12 — C15), kurstakina (C11 — C13), bacilomicina D (C14 i C15) i iturina
(C15i C16). GC-MS analiza isparljivih organskih jedinjenja pokazala je najvece vrednosti povrSine
pika za pirazine, alkene, karboksilne kiseline i indole u ukupnim koncentracijama, dok su na 40 °C i
60 °C alkeni i alkohol 2-(2-etoksietoksi)etanol bili najdominantniji. Etil-acetatani ekstrakt B.
velezesis X5-2 razlikovao se od ekstrakata ostalih testiranih izolata po visokoj zastupljenosti
isparljivin organskih jedinjenja 2,3-butanediola, metoksimetana i heneikosana. Antagonisticka
aktivnost B. velezensis je ranije opisana na Xanthomonas citri subsp. citri, prouzrokovacu citrusnog
raka limete (Citrus aurantifolia L.) i Xanthomonas euvesicatoria, prouzrokovacu bakteriozne
pegavosti na biberu (Piper nigrum L.) (Pajéin et al., 2020; Sudyoung et al., 2020). Grady et al.
(2019) su identifikovali [Leu’] surfaktin C14 i [Leu’] surfaktin C15 kod B. velezensis soja 9D-6 koji
je pokazao biokontrolnu aktivnost na razli¢itim patogenima. Od ukupno osam izoformi surfaktina
koje su detektovane kod Bacillus spp., dokazano je da surfaktini C14 i C15 imaju najveéi potencijal
za suzbijanje bolesti (Wang et al., 2018). U istoj studiji je ukazano na prisustvo pet izoformi
surfaktina (C12 — C16) u metabolomu B. velezensis B006. U sekvenci genoma B. velezensis
NWUMFkBS10.5, takode je dokazano prisustvo gena za biosintezu surfaktina, bacilomicina, iturina
D i fengicina D (Adeniji et al., 2019). Isto tako, Nam et al. (2021) su detektovali familije
lipopeptida: kurstakine, surfaktine, iturine i bacilomicine u ekstraktu B. velezensis NST6, od kojih
je anti-stafilokokna aktivnost pripisana bacilomicinu D C15. Kang et al. (2018) predlazu endofitni
soj B. velezensis CC09 kao ,,vakcinu” za suzbijanje bolesti pSenice (Triticum aestivum L.) izazvane
fitopatogenim gljivama Gaeumannomyces graminis var. tritici i Bipolaris sorokiniana u in vivo
uslovima, a biokontrolni potencijal ovog soja povezuju sa produkcijom iturina A. U ranijim
studijama je opisano da bioaktivni molekuli iz grupe alkohola, alkena, karboksilnih kiselina i
pirazina imaju antimikrobnu aktivnost Sirokog spektra (Janssens et al., 2019; Fatima et al., 2020).
Antifungalna i antiviralna aktivnost pirazina 3-benzil-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-
1,4-dion, koji je detektovan u ekstraktima sva tri antagonisticka izolata iz sada$nje studije sa
najvisSim vrednostima povrsine pika, ranije je opisana u etil-acetatnom ekstraktu B. velezensis PEAL
u studiji Abdelkhalek et al. (2020). Antifungalna aktivnost jo§ jednog pirazina, 3-propan-2-il-
2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-diona, koji je detektovan u visokoj koncentraciji
kod sva tri testirana izolata, opisana je u radu Jasim et al. (2016), kod endofitnog soja B.
amyloliquefaciens BmB 1 poreklom sa lekovite biljke Bacopa monnieri L. Diketopiperazin,
(3S,8aS)-3-izopropilheksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion detektovan u etil-acetatnom ekstraktu
B. velezensis RA5401 iz zemljiSta, pokazao je antiproliferativni efekat na kancerske ¢elije (Rehman
et al., 2018). Za ovaj diketopiperazin, takode su dokazane antibakterijska (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 i Micrococcus luteus ATCC 9341) i antifungalna (Aspergillus flavus MTCC 183,
Candida albicans MTCC 277, Fusarium oxysporum MTCC 284, Rhizoctonia solani MTCC 4634 i
Penicillium expansum MTCC 2006) aktivnost, kao i dejstvo na promociju rasta klijanaca
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Furtado et al., 2005; Ortiz-Castro et al., 2011; Kumar et al.,
2014). Za preostala dva pirazina (2,8-dietoksi-1,7-diazatriciklo[7.3.0.0*"]dodeka-2,8-dien i 2-acetil-
3-metil-6,7,8,8a-tetrahidro-3H-pirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion), detektovana sa visokim vrednostima
povrSine pika u ekstraktima sva tri antagonistiCka izolata iz sadaSnje studije, takode je ranije
potvrdena antibakterijska aktivnost (Kumari et al., 2019; dos Reis et al., 2019). Za alkohol 2,3-
butanediol, koji je detektovan kod B. velezensis X5-2, u ranijim studijama je dokazana sposobnost
indukovanja sistemske rezistencije kod biljaka (Grady et al., 2019), ali i uticaj na zatvaranje stoma
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kod A. thaliana i Nicotiana benthamiana Domin., sprecavaju¢i na taj nacin prodor folijarnih
patogena u biljku (Wu et al., 2018). Kod sojeva Bacillus subtilis GB03 i Bacillus amyloliquefaciens
IN937a, prisustvo 2,3-butanediola bilo je povezano sa promocijom rasta klijanaca A. thaliana i
indukcijom sistemske rezistencije protiv patogena Erwinia carotovora subsp. carotovora, takode
kod klijanaca A. thaliana (Ryu et al., 2003; Ryu et al., 2004). U istrazivanju Vanitha et al. (2020),
heneikosan detektovan u etil-acetatnom ekstraktu lista Plumbago zeylanica L., okarakterisan je kao
novi mikrobicidni bioaktivni alkan sa odlicnom antimikrobnom aktivno$¢u. Prema naSim
saznanjima, bioloSka aktivnost metoksimetana, koji je detektovan u znacajnoj koncentraciji kod B.
velezensis X5-2 na temperaturama 40 °C i 60 °C i koji bi mogao doprineti njegovoj antimikrobnoj
aktivnosti, jo§ uvek nije opisana. Za alkene (1-dodecen, 1-dokosen, 1-heksadecen, 1-eikosen, 1-
oktadecen i 1-tetradecen) koji su detektovani u etil-acetatnim ekstraktima sva tri antagonisticka
izolata dokazana je antimikrobna aktivnost u brojnim ranijim studijama (Kumar et al., 2011;
Ponnusamy et al., 2018; Ghaly et al., 2020). Indol, 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol, koji je detektovan
u visokoj koncentraciji u sva tri ekstrakta iz sadaSnje studije, ranije je detektovan u ekstraktu
Thermoactinomyces sp. gde je prijavljena njegova antimikrobna aktivnost protiv razli¢itih Gram-
negativnih i Gram-pozitivnih bakterija, kvasaca i gljiva (Bratchkova et al., 2012).

Na osnovu in vitro eksperimenata B. megaterium X6-3 je pokazao aktivnost i u formi pune
kulture i supernatanta. Na osnovu GC-MS analize dokazano je da se etil-acetatni ekstrakt ovog
izolata razlikuje od ekstrakata drugih izolata testiranih u ovoj studiji po visokim vrednostima
povrsine pika za karboksilne Kiseline: 2-metilbutanoi¢nu kiselinu, 3-metilbutanoi¢nu kiselinu i 2-
metilpropanoi¢nu kiselinu na obe temperature (40 °C i 60 °C), kao i za sir¢etnu kiselinu na 60 °C.
Kod B. megaterium X6-3 dokazano je prisustvo gena za surfaktin i kurstakin sintetazu, ali je HPLC-
ESI-qTOF/MS analizom utvrdeno samo prisustvo razli¢itih surfaktina (C12 — C16) koji su poznati
po dejstvu na promociju rasta biljaka i po biokontrolnoj aktivnosti na Sirok spektar biljnih patogena
(Munjal et al., 2016). Dva pirazina (3-propan-2-il-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-
dion i 3-benzil-2,3,6,7,8,8a-heksahidropirolo[1,2-a]pirazin-1,4-dion) i alkani, dodekan i tetradekan,
pronadeni u ekstraktima B. megaterium X6-3, takode su detektovani u dihlormetanskom ekstraktu
B. megaterium BmBP17 koji je pokazao antibakterijsku aktivnost protiv fitopatogena Xanthomonas
axonopodis pv. punicae i Ralstonia solanacearum (Munjal et al., 2016). Za isparljiva organska
jedinjenja 2-metilbutanoi¢nu, 3-metilbutanoi¢nu i 2-metilpropanoi¢nu kiselinu dokazane su
antifungalna i antibakterijska aktivnost (Chaves-Lopez et al., 2015; Hayashida-Soiza et al., 2008).
Detektovana isparljiva jedinjenja bi mogla biti klju¢na za antibakterijsku aktivnost antagonistickog
izolata B. megaterium X6-3.

P. orientalis X2-1P je pokazao najja¢i antagonisti¢ki potencijal na testiranim X. campestris
pv. campestris izolatima sa ozime uljane repice i u formi pune kulture i supernatanta. Veéi
diverzitet isparljivih organskih jedinjenja detektovan je u etil-acetatnom ekstraktu ovog izolata u
poredenju sa benzenovim ekstraktom, na osnovu Cega bi se etil-acetatna ekstrakcija mogla
predloziti kao bolja metoda za buduca istraZivanja ovakvog tipa. Isparljivo jedinjenje sa visokom
vredno$¢u povrsine pika, po kojima se benzenov ekstrakt P. orientalis X2-1P razlikovao od etil-
acetatnog ekstrakta ovog izolata na 60 °C bio je alkohol, 2-feniletanol. Ovo jedinjenje takode nije
detektovano ni u jednom od testiranih etil-acetatnih ekstrakata Bacillus spp. izolata (X5-2 i X6-3).
PCR skriningom izolata P. orientalis X2-1P na prisustvo gena koji kodiraju za sintezu antibiotika
dokazano je prisustvo gena za fenazin-1l-karboksilnu kiselinu. Medutim HPLC-ESI-gTOF/MS
analizom je samo detektovano prisustvo razli¢itih derivata benzoeve kiseline i 2-hidroksifenil
nitrita. Wan et al. (2008) su opisali 2-feniletanol kao jedinjenje sa antifungalnom aktivnoséu. U
studiji Zengerer et al. (2018), antagonisticki potencijal P. orientalis F9 na razli¢ite fitopatogene
bakterije (Erwinia amylovora i Pseudomonas syringae pvs. syringae, actinidiae i persicae) povezan
je sa prisustvom safracinskog genskog klastera i fenazinskog operona (phzABCDEFG), koji je
esencijalan za konverziju horizminse Kiseline u fenazin-1-karboksilat. Derivati fenazina, sa
posebnim naglaskom na fenazin-1-karboksilnu kiselinu, produkovani od strane fluorescentnih
pseudomonada intenzivno se proucavaju zbog dokazane antibiotske aktivnosti Sirokog spektra na
razlicite bakterije, gljive i eukariote i zbog potencijala za primenu u suzbijanju bolesti biljaka

76



(Pierson & Pierson, 2010). Sposobnost izolata P. orientalis X2-1P da produkuje fenazin-1-
karboksilnu kiselinu mogla bi biti zasluzna za dokazanu antibakterijsku aktivnost protiv Xcc sojeva
sa ozime uljane repice. Tri jedinjenja: 4-acetamidobenzoeva kiselina, 4-hidroksibenzoeva kiselina i
2-hidroksifenil nitrita, koja su detektovana kod P. orientalis X2-1P, takode su prethodno
detektovana u benzenovom ekstraktu Pseudomonas synxantha P4/16_1 Kkoji je pokazao
antifungalnu aktivnost protiv Monilinia laxa (Janakiev et al., 2019Db).

U ovom radu je pokazana in vivo biokontrolna aktivnost tri odabrana antagonisticka izolata:
B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-3 i P. orientalis X2-1P protiv testiranih X. campestris pv.
campestris sojeva sa ozime uljane repice. Primenom tretmana 24 sata pre i 24 sata nakon aplikacije
izolata/sojeva X. campestris pv. campestris, intenzitet bolesti je redukovan ¢ak 82,37% i 72,47%,
redom. Vreme aplikacije biokontrolnih agenasa je od krucijalnog znacaja u poljskim uslovima. U
ranijim studijama je opisano da su preventivni folijarni tretmani sa B. subtilis 210 uspesno
redukovali broj lezija izazvanih patogenom X. campestris pv. glycines na soji, a da je B.
amyloliquefaciens soj RC-2 potpuno inhibirao Colletotrichum dematium na dudu (Yoshida et al.,
2001; Salerno & Sagardoy, 2003). Molina et al. (2003) su takode istakli znacaj preventivnih
biokontrolnih tretmana u poredenju sa terapeutskim tretmanima za suzbijanje vlazne trulezi na
krompiru (Erwinia carotovora) i raka paradajza (Agrobacterium tumefaciens). U ovom radu nije
utvrdeno postojanje statistiCki znacajnih razlika izmedu primenjenih tretmana, Sto ih ¢ini dobrim
potencijalnim biokontrolnim agensima.

S obzirom na noviju prvu, a potom i redovnu pojavu simptoma bolesti prouzrokovanih
fitopatogenom bakterijim X. campestris pv. campestris na ozimoj uljanoj repici u Srbiji tokom
poslednje decenije, kao i na dokazani geneticki diverzitet ispitivanih izolata, buduéa istraZzivanja bi
trebalo usmeriti na dalji monitoring X. campestris pv. campestris u zemlji i eventualno i $ire, zatim
na ispitivanje uticaja na prinos i mogucnosti prenoSenja na seme, kako bi se utvrdili potencijalni
putevi prenosa bakterije. Takode, trebalo bi detaljnije ispitati utvrdeni genetic¢ki diverzitet, $to bi
podrazumevalo sekvenciranje veceg broja konzerviranih gena ili sekvenciranje kompletnih genoma,
kao i determinisati tipove izolata na diferencijalnim genotipovima kupusnjaca, kako bi se videlo da
li postoji veza izmedu pripadnosti rasi 1 genetickog diverziteta. Buduci biokontrolni ogledi bi
podrazumevali ispitivanje antagonisticke aktivnosti izolata u polju, u uslovima prirodne infekcije,
kao i mogucnost sinergisti¢kog dejstva biokontrolnih sojeva na X. campestris pv. campestris.
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6. ZAKLJUCCI

1. Prisustvo fitopatogene bakterije X. campestris pv. campestris potvrdeno je na 10 od 18
monitoringom obuhvacenih lokaliteta u Vojvodini tokom tri godine uzorkovanja (2014, 2016. i
2018).

2. Primenom rep-PCR dokazano je postojanje genetickog diverziteta izmedu X. campestris pv.
campestris izolata poreklom sa ozime uljane repice. BOX-PCR je determinisao 10 (od 14 ukupno),
ERIC-PCR $est (od 10), a REP-PCR dva (od ¢etiri) nova profila, razli¢ita od profila dobijenih za
referentne sojeve. Korelacija izmedu geografskog porekla izolata i utvrdenih rep-PCR grupa nije
utvrdena.

3. Na osnovu BLASTn analize sekvenci Sest konzerviranih gena (dnaK, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i
lepA), reprezentativni izolati sa ozime uljane repice iz Srbije su identifikovani kao X. campestris pv.
campestris, pokazujuci procenat identiteta 100% sa razli¢itim sojevima bakterije X. campestris pv.
campestris deponovanim u NCBI bazi podataka.

4. Na osnovu filogenetske analize za svaki od Sest sekvenciranih gena pojedinacno, svi proucavani
izolati (reprezentativni i referentni) razdvojeni su u Cetiri grupe na osnovu gena gyrB, tri grupe na
osnovu gena lepA, dve grupe na osnovu gena dnak, gltA i rpoD i jednu grupu na osnovu sekvenci
gena fyuA.

5. Na osnovu filogenetskog stabla od konkatamernih sekvenci, svi izolati (reprezentativni i
referentni) su razvrstani u sedam geneticki razli¢itih grupa. Determinisane su tri nove grupe (I, VI i
V1) u odnosu na prethodno okarakterisane za referentne sojeve (I, I, IV i V).

6. Analiza zasnovana na alelima dokazala je postojanje po dva razli¢ita alelska profila za gene P-X-
dnakK, gyrB i rpoD i jednog alelskog profila za gen fyuA kod proucavanih izolata (reprezentativnih i
referentnih). Kombinovanjem dobijenih alelskih profila, dokazano je postojanje pet tipova sekvenci
(ST3, ST5, ST9, ST26 i ST47). Tip sekvence ST47 je bio najzastupljeniji i prisutan samo kod
izolata sa ozime uljane repice iz Srbije.

7. Svi testirani izolati (reprezentativni i referentni) izazvali su nekroti¢ne lezije razlicitih veli¢ina na
sorti ozime uljane repice Zorica, a na osnovu uocenog intenziteta zaraze na biljkama, izolati su
podeljeni u tri grupe: visoko (Sest izolata), srednje (sedam izolata) i slabo (dva izolata) virulentni.

8. Svih 15 testiranih izolata (reprezentativni i referentni) prouzrokovali su tipi¢ne nekroti¢ne lezije
na Sest testiranih B. oleracea domacina i to na brokoliju, karfiolu, kelerabi, kelju, kupusu i rastanu;
znacajno veci intenzitet zaraze utvrden je na 0zimoj uljanoj repici u odnosu na ostale ispitivane
domacine.

9. Ispitivanja osetljivosti tri testirana hibrida ozime uljane repice na tri odabrana izolata X.
campestris pv. campestris nisu pokazala statisticki znacajne razlike.

10. Ispitivanja osetljivosti 12 testiranih sorti uljane repice na tri testirana X. campestris pv.
campestris izolata su pokazala da su sve sorte osetljive, pri ¢emu je jara sorta Jovana je bila
najotpornija na najvirulentniji izolat NCPPB4679, dok su sorte Slavica i Kata bile najotpornije na
najmanje virulentan izolat X291. U tretmanima sa izolatom Xc1, nisu pokazane statisticki znacajne
razlike u osetljivosti sortimenta.
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11. Ispitivanja osetljivosti 35 testiranih linija ozime uljane repice na tri testirana X. campestris pv.
campestris izolata su pokazala statisti¢ki znacajne razlike. Linije DB2-7, DB2-5 i P-2 su redom bile
najosetljivije na tri testirana izolata NCPPB4679, Xcl i Xc291, dok su linije A10 AMJ-3, DB1-5 i
DBV1-2 bile najmanje osetljive na izolate NCPPB4679, Xcl i Xc291, redom.

12. Na osnovu analize alfa diverziteta testiranih uzoraka filosfere i rizosfere ozime uljane repice sa
prisutnim simptomima bolesti i bez simptoma, za uzorak Ph5 (filosfera bez simptoma bolesti)
utvrdene su najvece OBS vrednosti i vrednosti za indekse diverziteta i indekse koji ukazuju na
bogatstvo na svim ispitivanim taksonomskim nivoima (razdeo, familija, rod). Uzorci filosfere sa
ispoljenim simptomima zaraze sa X. campestris pv. campestris Phl i Ph4, imali su najmanji
diverzitet. Izmedu uzoraka rizosfere nisu uocene znacajne razlike u broju taksonomskih grupa, bez
obzira na njihovo poreklo.

13. Na osnovu analiza grupisanja, testirani uzorci filosfere su jasno razdvojeni od uzoraka rizosfere
ozime uljane repice. Dokazano je postojanje razlika u sastavu bakterijskih zajednica izmedu uzorka
filosfere bez (Ph5) i sa simptomima bolesti (Ph1-Ph4). Uoceno je i razlikovanje uzorka rizosfere R2
od ostalih uzoraka rizosfere (R1, R3-R5), na svim taksonomskim nivoima.

14. U uzorcima rizosfere u odnosu na uzorke filosfere uocen je veéi diverzitet razdela. Ukupan broj
detektovanih familija u testiranim uzorcima, ukazao je na veci diverzitet u uzorcima rizosfere (55
familija) u odnosu na uzorke filosfere [33 (Ph2) — 50 (Ph5) familija]. Familija Xanthomonadaceae
je bila najdominantnija u uzorcima filosfere Ph1-Ph4 sa simptomima bolesti (40 — 75%), dok je
njena relativna zastupljenost u uzorku Ph5 iznosila 0,4%. Najdominantnija familija u uzorku Ph5
bila je Bacillales familija XII Incertae Sedis (46,34%). Razlike u pogledu zastupljenosti razli¢itih
familija izmedu testiranih uzoraka rizosfere nisu pronadene.

15. Ve¢i diverzitet rodova uocen je u rizosferi u odnosu na filosferu. Najzastupljeniji rod u
uzorcima filosfere sa simptomima bolesti bio je Xanthomonas (40 — 75%). Exiguobacterium je bio
najdominantniji (46,34%) rod u uzorku filosfere Ph5 bez simptoma bolesti. Uocen je trend
smanjivanja relativne zastupljenosti roda Exiguobacterium u uzorcima filosfere sa simptomima
bolesti paralelno sa povec¢anjem zastupljenosti roda Xanthomonas. Znac¢ajne razlike u relativnoj
zastupljenosti rodova izmedu uzoraka rizosfere nisu uoéene, bez obzira na poreklo.

16. Od ukupno 35 potencijalnih antagonisti¢kih izolata (27 Bacillus spp. i osam Pseudomonas spp.),
16 (10 Bacillus spp. i Sest Pseudomonas spp.) je pokazalo in vitro antagonisti¢ku aktivnost prema
testiranim X. campestris pv. campestris izolatima. Od svih testiranih Bacillus spp. izolata, izolat
X6-3 je pokazao najjaci in vitro antagonisti¢ki potencijal pune kulture, dok je od Pseudomonas spp.
izolata, X2-1P ispoljio najjac¢u antagonisticku aktivnost.

17. Svih osam testiranih X. campestris pv. campestris izolata pokazali su sposobnost produkcije
biofilma; Sest izolata je pokazalo slabu i umerenu sposobnost produkcije biofilma, dok su dva
izolata imala izrazenu sposobnost produkcije biofilma.

18. Od svih testiranih antagonisti¢kih izolata, samo dva Bacillus spp. izolata (X5-2 i X6-3) i tri

Pseudomonas spp. izolata (X2-1P, X2-1PMF i X5-1PMF) su pokazali potencijal za suzbijanje tri
testirana X. campestris pv. campestrisizolata (NCPPB4679, Xcl i Xc291) u formi supernatanta.
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19. Na osnovu analize sekvenci gena za 16S rRNK i tuf, 10 Bacillus spp. izolata koji su pokazali in
vitro antagonisti¢ku aktivnost u formi pune kulture i supernatanta identifikovani su kao B. luti, B.
velezensis, B. wiedmannii, B. megaterium, B. halotolerans i B. circulans. Dva Pseudomonas spp.
izolata su na osnovu sekvenci gena za 16S rRNK i gyrB identifikovana do nivoa roda
(Pseudomonas sp.), dok su ostali identifikovani kao P. orientalis.

20. Na osnovu umnozavanja sekvenci gena za surfaktin sintetazu (sfp), kurstakin sintetazu (krsA,
krsB i krsC), bacilomicin D sintetazu (bamC) i iturin operon (ituA i ituB) utvrdeno je da izolat B.
velezensis X5-2 poseduje genetiki potencijal za produkciju lipopeptida surfaktina, kurstakina,
bacilomicina D i iturina. Kod izolata B. megaterium X6-3 detektovani su geni za surfaktin i
kurstakin sintetazu. Kod izolata P. orientalis X2-1P i X5-1PMF amplifikovan je samo gen phcA
koji kodira za fenazin-1-karboksilnu kiselinu, dok kod izolata X2-1PMF nije dokazano prisustvo
nijednog od testiranih gena za produkciju antibiotika.

21. Na osnovu GC-MS analize, isparljiva organska jedinjenja sa najve¢im vrednostima povrsine
pika u ukupnim koncentracijama etil-acetatnih ekstrakata izolata B. velezensis X5-2, B. megaterium
X6-3 i1 P. orientalis X2-1P bili su razli¢iti pirazini, alkeni, karboksilne kiseline i indoli. U
benzenovom ekstraktu detektovana su samo dva isparljiva organska jedinjenja iz grupe pirazina sa
nesto ve¢im vrednostima povrsine pika.

22. Isparljiva organska jedinjenja po kojima se razlikuje etil-acetatni ekstrakt B. megaterium X6-3
od ostalih bili su 2-metilbutanoi¢na kiselina, 3-metilbutanoi¢na kiselina, 2-metilpropanoi¢na
kiselina i sir¢etna kiselina. Jedinjenja sa antimikrobnom aktivno$¢u po kojima se razlikuje etil-
acetatni ekstrakt B. velezensis X5-2 od ostalih testiranih su 2,3-butanediol, metoksimetan i
heneikosan.

23. HPLC-ESI-qTOF/MS analizom supernatanta B. velezensis X5-2, dokazano je prisustvo
jedinjenja koji odgovaraju kurstakinima (C11 — C13), surfaktinima (C12 — C15), iturinima (C15 i
C16) i bacilomicinu D (C14 i C15). U etil-acetatnom ekstraktu B. megaterium X6-3 detektovani su
samo surfaktini (C12 — C16). U ekstraktima P. orientalis X2-1P detektovani su razli¢iti derivati
benzoeve kiseline i 2-hidroksifenil nitrit.

24. Efikasnost tretmana sa punim kulturama antagonistickih izolata X6-3, X5-2 i X2-1P,
primenjenih 24 sata pre inokulacije X. campestris pv. campestris bila je izmedu 66,96 — 82,37%, a
tretmana supernatantima izmedu 61,05 — 79,33%. Efikasnost tretmana sa punim kulturama izolata
24 sata nakon inokulacije X. campestris pv. campestris kretala se izmedu 49,60 — 72,47%, a sa
supernatantima u rangu od 54,51% do 71,15%. B. velezensis X5-2 pokazao je efikasnost od 71,07 —
79,33% u tretmanu 24 sata pre i 53,08 — 60,13% u tretmanu 24 sata nakon inokulacije biljaka sa X.
campestris pv. campestris; B. megaterium X6-3 61,05 — 70,32% u tretmanu 24 sata pre i 49,60 —
71,15% u tretmanu 24 sata nakon inokulacije X. campestris pv. campestris, dok je P. orientalis X2-
1P pokazao efikasnost 71,86 — 82,37% u tretmanu 24 sata pre i 63,34 — 72,47% u tretmanu 24 sata
nakon inokulacije X. campestris pv. campestris.
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Prilog 1. Spisak linija, sorti i hibrida ozime uljane repice kori§¢enih za ispitivanje osetljivosti na X.
campestris pv. campestris

Tip ozime uljane repice
Linija Sorta Hibrid
QP-1 Anna NS Pek
QP-2 Branka NS Ras
QP-3 Ilia NS Vid
Q A3 AMJ-1 Jasna -
Q A4 AMJ-2 Jelena -
Q@ A10 AMJ-3 Jovana® -
Q Al5 AMJ-4 Kata -
Q AK60 Nevena -
dRI1 Slavica -
4 R3 Svetlana -
4 R.F Zlatna -
& DBI1 Zorica -
4 DB1-1 - -
& DB1-2 - -
& DB1-4 - -
4 DBI1-5 - -
4 DBI1-6 - -
4 DB2 - -
4 DB2-1 - -
4 DB2-2 - -
4 DB2-3 - -
34 DB2-4 - -
4 DB2-5 - -
4 DB2-6 - -
34 DB2-7 - -
4 DBV1-1 - -
4 DBV1-2 - -
4 DBV1-3 - -
4 DBV1-4 - -
4 DBV1-5 - -
4 DBV1-6 - -
4 DBV1-7 - -
4 DBV2-1 - -
& DBV2-2 - -
& DBV2-5 - -

#jara sorta uljane repice
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Prilog 2. Pristupne Sifre referentnih X. campestris pv. campestris sojeva iz NCBI baze podataka
koriS¢enih za filogenetsku analizu

Sifre izolata NCBI pristupne Sifre

rpoD gyrB dnakK fyuA gltA lepA P-X-dnaK
Xc2010 MN872657 MN872646 MN872624 MN872635 MN872602 MN872613 MN876207
NCPPB4678 MH972129 MH972147 MH972111 MH972093 MH972021 MH972075 MN876218
NCPPB4679 MH972130 MH972148 MH972112 MH972094 MH972022 MH972076 MN876219
NCPPB4680 MH972132 MH972150 MH972114 MH972096 MH972024 MH972078 MN876221
NCPPB4682 MH972135 MH972153 MH972117 MH972099 MH972027 MH972081 MN876224
NCPPB528 NC_003902 NC_003902 NC_003902 NC_003902 NC_003902 NC_003902 NC_003902
CN18 NZ_CP017319 NZ_CP017319 NZ_CP017319 NZ_CP017319 NZ_CP017319 NZ_CP017319 NZ_CP017319
3811 NZ_CP025750  NZ_CP025750  NZ_CP025750 NZ_CP025750  NZ_CP025750 NZ_CP025750  NZ_CP025750°
ICMP
21080 CP012145 CP012145 CP012145 CP012145 CP012145 CP012145 CP012145
B100 NC_010688 NC_010688 NC_010688 NC_010688 NC_010688 NC_010688 NC_010688
8004 CP000050 CP000050 CP000050 CP000050 CP000050 CP000050 CP000050

Prilog 3. Podaci o Xanthomonas spp. sojevima kori§é¢enim za analizu zasnovanu na alelima

Sifra soja Domacdin Tip sekvence (ST) dnaK fyuAAIeISkI 5;?;” rpoD
Xanthomonas campestris pv. campestris
Tipl
CFBP 4952 Brassica oleracea var. botrytis ST5 1 3 1 11
CFBP 1119 B. oleracea var. botrytis ST5 1 2 1 11
CFBP 1869 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CFBP 5815 B. oleracea var. botrytis ST5 1 3 1 11
CFBP 5127 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CFBP 5128 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CFBP 5129 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CFBP 5816 B. oleracea var. botrytis ST12 1 4 1 12
CFBP 5818 B. oleracea var. botrytis ST12 1 4 1 12
CFBP 1121 B. oleracea convar. bullata var. gemmifera ST26 9 3 1 11
Tip3
NCPPB528" B. oleracea var. gemmifera ST25 9 3 1 4
CFBP 5683 B. oleracea ST27 9 13 1 11
Tip4
Xcc 147 B. oleracea ST1 1 1 1 1
CFBP 4956 B. oleracea var. botrytis ST3 1 3 1 4
CPBF 46 B. oleracea convar. acephala var. ST6 1 3 1 14
sabellica
CFBP 5817 B. oleracea var. botrytis ST12 1 4 1 12
Tip5
CFBP 6865 B. oleracea var. capitata ST9 1 3 3 11
CFBP 1712 B. oleracea var. capitata ST27 9 13 1 11
CFBP 1713 B. oleracea var. botrytis ST27 9 13 1 11
Tip6
CPBF 213 B. oleracea var. costata ST2 1 3 1 1
CPBF 1126 B. oleracea ST2 1 3 1 1
CPBF 279 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CPBF 1135 B. oleracea convar. capitata var. alba ST5 1 3 1 11
CPBF 278 B. oleracea ST8 1 3 1 21
CPBF 667 B. oleracea ST10 1 4 1 4
CPBF 1136 B. oleracea convar. capitata var. alba ST10 1 4 1 4
CPBF 1175 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST12 1 4 1 12
CPBF 1176 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST14 1 4 1 31
CFBP 4954 B. oleracea var. botrytis ST26 9 3 1 11
CPBF 208 B. oleracea var. costata ST34 15 18 10 19
CPBF 589 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST44 25 3 1 27
Tip7
CFBP 4953 B. oleracea var. botrytis ST5 1 3 1 11
CFBP 5130 B. oleracea ST5 1 3 1 11
CPBF 140 B. oleracea var. costata ST7 1 3 1 16
CPBF 210 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST11 1 4 1 11
(nastavljeno)
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Prilog 3.

Sifra soja Domaéin Tip sekvence (ST) dnaKk fyuAAIeISkI g;r()é” rpoD
CPBF 329 B. oleracea var. costata ST13 1 4 1 22
CPBF 824 B. oleracea ST16 1 23 1 29
CPBF 211 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST36 17 4 1 6
CPBF 212 B. oleracea var. costata ST37 18 3 12 12
CPBF 216 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST38 19 20 1 20
CPBF 332 B. oleracea var. costata ST40 21 3 1 24
CPBF 668 B. oleracea ST46 27 22 1 28
Tip 8

CFBP 5820 B. oleracea ST3 1 3 1 4
CFBP 1124 B. oleracea var. botrytis ST4 1 3 1 9
CFBP 1710 B. oleracea var. botrytis ST4 1 3 1 9
CFBP 1711 B. oleracea var. botrytis ST4 1 3 1 9
CFBP 6863 B. oleracea var. botrytis ST4 1 3 1 9
Tip9

CFBP 6650 B. oleracea ST3 1 3 1 4
CFBP 5814 B. oleracea var. botrytis ST18 3 2 6 7
CFBP 4955 B. oleracea var. botrytis ST26 9 3 1 11
Tip 10

CPBF 331 B. oleracea var. costata ST2 1 3 1 1
CPBF 330 B. oleracea var. costata ST39 20 3 1 23
CPBF 604 B. oleracea convar. capitata var. sabauda  ST45 26 3 1 1
Tip 11

CPBF 1198 Brassica kaber var. pinnatifida ST30 11 3 1 4
CPBF 489 B. oleracea var. costata ST43 24 4 14 26
Nepatogeni X. campestris pv. campestris

CFBP 3838 Iberis sp. ST15 1 10 1 12
Xanthomonas campestris pv. raphani

CFBP 5827 Raphanus sativus ST17 2 12 1 5
CFBP 5829 R. sativus ST19 4 7 1 10
CFBP 5828 R. sativus ST20 5 11 1 6
F756C B. oleracea var. capitata ST28 10 15 1 13
CPBF 1171 B. oleracea convar. capitata var. sabauda  ST29 10 24 1 30
CPBF 143 B. oleracea convar. capitata var. alba ST32 13 16 8 17
CPBF 207 B. oleracea convar. botrytis var. botrytis ST33 14 17 9 18
CPBF 209 B. oleracea var. costata ST35 16 19 11 9
Xanthomonas campestris pv. incanae

CFBP 1371 Matthiola incana ST23 8 5 2 3
CFBP 5686 M. incana ST23 8 5 2 3
CFBP 1438 M. incana ST23 8 5 2 3
CFBP 2527 M. incana ST23 8 5 2 3
CFBP 1606 M. incana ST24 8 8 5 2
CPBF 1257 Erysimum sp. ST31 12 8 15 11
Xanthomonas campestris

CFBP 5825 Barbarea vulgaris ST21 6 6 4 8
CFBP 5826 B. vulgaris ST21 6 6 4 8
CFBP 5824 Armoracia lapathifolia ST22 7 9 2 8
CPBF 394 Ranunculus sp. ST41 22 21 13 25
Xanthomonas sp.

CPBF 47 Rorippa nasturtium-aquaticum ST42 23 14 7 15
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Prilog 4. Distribucija o€itavanja u testiranim uzorcima filosfere (Ph) i rizosfere (R) biljaka ozime
uljane repice sa simptomima (1 — linija SO 14, 2 — sorta Kata, 3 — sorta Nevena, 4 — hibrid NS Ras)
I bez simptoma (5 — sorta Zorica) infekcije X. campestris pv. campestris, srednja vrednost
(MeanLength) i standardna devijacija (SDLength) duzine ocitavanja.

Uzorak Broj ofitavanja MeanLength SDLength
Ph1 99684 464,56 5,56
Ph2 83213 462,73 8,52
Ph3 85329 464,22 6,59
Ph4 83824 464,27 6,5
Ph5 46475 460,4 9,92

R1 88100 4541 13,02
R2 84009 454,65 15,08
R3 78596 454,11 13,49
R4 100649 453,94 13,33
R5 88612 453,88 12,95

Prilog 5. Relativna zastupljenost razli¢itih razdela (a) i rodova (b) u uzorcima filosfere (Ph1-Ph5) i
rizosfere (R1-R5). Najniza vrednost m, srednja vrednost , najveca vrednost m.

a) Razdeo

Uzorci filosfere Uzorci rizosfere

Razd
azaeo Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 R1 R2 R3 R4 R5

Proteobacteria

Firmicutes

Actinobacteria
Bacteroidetes

ud-Bacteria

Acidobacteria
Verrucomicrobia
Planctomycetes
Candidatus Saccharibacteria
Candidate division WPS-1
Chloroflexi
Gemmatimonadetes

35,10 28,32 31,47 2891 29,71 29,44
3,24 1,50 2,82 2,71 2,98
16,06 12,87 12,79 1521 1514
16,06 = 34,14 16,03 18,17 12,84
6,39 2,94 6,87 6,23 7,41
13,43 6,12 1225 12,13 16,92
5,66 4,28 8,74 4,87 4,35
3,44 1,32 3,46 2,84 3,00
2,27 2,58 1,25 2,10 2,21
1,17 3,63 2,78 2,52
1,03 0,96 1,02
1,44 1,31 1,20

7,64 23,64
1,30
1,62

0,89

32,45 17,78

0,91

12,44

b) Rod
Uzorci filosfere Uzorci rizosfere

Rod Ph1 Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 R1 R2 R3 R4 R5

Xanthomonas 0,31 0,25

Exiguobacterium 6,57 23,12 31,98 17,04 0,13

Massilia 517 932 691 453 13,62 09 087 072 138 0,77

Pseudomonas 313 680 719 1,37 0,75 0,27 321 1,00 048 041

ud-Enterobacteriaceae 3,06 3,19 220 5,08 1,89 0,92 0,13

Buchnera 207 261 016 440 584

Pantoea 130 1,26 124 223 434 0,14

ud-Oxalobacteraceae 0,76 124 101 052 151 047 0,72 029 045 0,27

ud-Xanthomonadaceae 063 035 036 0,52 0,91 0,35 0,75 0,71 0,63

Paenibacillus 050 0,17 0,20 0,34 . 03 014 016 019 0,25

Sphingomonas 039 594 119 089 261 309 294 362 348 320

Hymenobacter OGN 104 o025 OIS o034 FO0a8 o012 0,15

ud-Microbacteriaceae 0,47 0,86 032 043 1,64 0,23 0,85 0,38 0,25 0,29
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ud-Micrococcaceae 0,36 0,46 0,23 0,29 0,34

Arthrobacter 2,74 3,42 1,48 194 2,06
Kocuria
Paracoccus

014 026 014 011
o11 (SN o33 [0S
022 029 028 024
034 046 03L 035
254 538 482 721
152 361 322 296
259 1303 218 469 1,01
227 258 125 210 221
226 078 218 183 186
219 084 111 158 19
200 115 172 220 329
207 117 363 278 252
200 205 234 281 218
161 092 153 120 1,02
158 070 218 170 219
155 073 205 127 1,29
144 161 240 185 0,89
141 057 119 119 1,36
139 032 174 075 06l
131 052 117 116 1,24
129 060 108 111 1,80
124 069 167 150 1,88
122 080 113 059 048
121 033 089 073 2,04
116 042 076 076 0,62
114 742 064 171 050
110 176 100 122 085
110 060 144 131 1,20
109 014 050 038 087
107 033 067 051 0,98
101 021 073 09 1,01
100 064 140 144 075
093 230 241 120 046
089 051 083 101 1,02
089 038 057 084 090
083 047 087 098 093
079 031 062 063 0,77
077 030 117 087 1,22

ud-Intrasporangiaceae
Acinetobacter
ud-Actinomycetales
Nocardioides

Gp6
ud-Chitinophagaceae

Flavobacterium
Saccharibacteria_genera_incertae_sedis
ud-Planctomycetaceae
Gaiella

Gp4
WPS-1_genera_incertae_sedis
ud-Sphingomonadaceae
Skermanella
ud-Betaproteobacteria
Spartobacteria_genera_incertae_sedis
Adhaeribacter
ud-Actinobacteria
ud-Spartobacteria
Bacillus

ud-Rhizobiales
Aridibacter
Ferruginibacter
ud-Gammaproteobacteria
Microvirga

Pedobacter
ud-Comamonadaceae
Gemmatimonas
ud-Cytophagales
ud-Acidobacteria_Gp4
Ohtaekwangia
Flavisolibacter
Luteolibacter
ud-Actinobacteria
Microlunatus

Gp3

ud-Bacillales
ud-Myxococcales

Rubrobacter 0,68 0,19 041 0,74 0,74
Gp7 064 040 083 098 0,90
Ramlibacter 0,59 0,53 051 051 0,26
Cellvibrio 057 o019 o018 o015 [OIG4N

Blastococcus 0,56 0,57 0,64 084 0,51
0,56 0,35 0,77 0,70 0,85
0,53 0,19 058 045 0,72

0,51 0,15 054 041 0,62

ud-Burkholderiales
Subdivision3_genera_incertae_sedis
ud-Sinobacteraceae
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ud-Proteobacteria
Chryseobacterium
Dyadobacter
ud-Rhizobiaceae
Rhodococcus
Brevundimonas
Stenotrophomonas
Devosia

Duganella
Taibaiella
ud-Methylophilaceae
Rhizobium
ud-Bacteroidetes
Nitrosospira
Opitutus
ud-Acidimicrobiales
ud-Verrucomicrobia
Arenimonas
ud-Cytophagales
Lentzea
Promicromonospora
Chryseolinea

Gpl6
Steroidobacter

104

0,51

0,16
0,27
0,12
0,14

0,20

0,20
0,32
0,46
0,28
0,42
0,45
0,27
0,37
1,09

015 0,39
366 011
257 | 0,08
131 0,18
119 032
1,06 016
0,93 | 0,09
087 022

0,39
0,16
0,23
0,37
0,15
0,34
0,26
0,31

0,48
0,13
0,24
0,10
0,11
0,29

0,72
0,60 0,12 0,12

057 025
0,57 0,18
023 0,77
0,20 0,76
0,20 0,67
0,26 0,55
0,19 051
0,30 0,550

0,14
0,18

0,50

0,20
0,24
0,65
0,42
0,45
0,53
0,19
0,44
0,38
0,69
0,29
0,14
0,47
0,15

0,20
0,34
0,83
0,13
0,52
0,50
0,17
0,27
0,87
0,22
0,62
0,58
0,56
0,55




Prilog 6. Podaci o vremenskim uslovima (prose¢na temperatura i koli¢ina padavina) tokom zimske
i prole¢ne faze razvoja ozime uljane repice, koji su prethodili pojavi simptoma prouzrokovanih sa

X. campestris pv. campestris.

Meteoroloska . . Prosecna Prosecna kolicina
stanica Lokalitet Godina Mesec temperatura (°C) padavina (mm)
Septembar 17,2 84,3
2014
. . Oktobar 13,3 64,1
Novi Sad Kovilj .
Avpril 11,7 15,9
2015 .
Maj 17,8 119,7
Septembar 194 52,6
Futc 2015 Oktob 12.0 74,6
ili obar . ,
Novi Sad KO.V 1 .
Novi Sad 2016 April 14,2 74,5
Backa Palank .
acka Talanka Maj 16,9 85,0
2015 Septembar 18,5 36,7
Odzaci Oktobar 11,4 89,2
Sombor Nova Crvenka Aoril 135 230
ri , )
Karavukovo 2016 p _
Maj 16,4 62,0
Septembar 19,0 35,6
2015
. Oktobar 11,3 84,3
Pali¢ Backa Topola .
April 13,4 24,9
2016 .
Maj 16,5 60,0
Septembar 194 57,6
2015
Kikind Ada Oktobar 11,6 70,2
ikinda -
Gornji Breg April 13,9 14,3
2016 .
Maj 16,4 80,7
Septembar 16,9 81,5
2017
. . . . Oktobar 12,5 38,9
Novi Sad Rimski Sancevi ]
April 17,2 49,0
2018 .
Maj 20,4 63,8
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Prilog 7. Dendogrami dobijeni UPGMA analizom 65 X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane
repice, pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679,
NCPPB4680 i NCPPB4682) i X. campestris pv. campestris patotip soja NCPPB528 primenom BOX-PCR
prajmera. Deset izolata koji su odabrani kao reprezentativni za dalja istrazivanja i pet referentnih sojeva
uokvireni su crveno na slici. Svaki klaster dendograma odgovara jednom DNK profilu, a brojevi naznaceni
pored klastera, odgovaraju brojevima prikazanim u Tabeli 9 (Jelusi¢ et al., 2021a).

106



ERIC-PCR 2
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Prilog 8. Dendogrami dobijeni UPGMA analizom 65 X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane
repice, pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679,
NCPPB4680 i NCPPB4682) i X. campestris pv. campestris patotip soja NCPPB528 primenom ERIC-PCR
prajmera. Deset izolata koji su odabrani kao reprezentativni za dalja istrazivanja i pet referentnih sojeva
uokvireni su crveno na slici. Svaki klaster dendograma odgovara jednom DNK profilu, a brojevi naznaceni
pored klastera, odgovaraju brojevima prikazanim u Tabeli 9 (Jelusi¢ et al., 2021a).
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Prilog 9. Dendogrami dobijeni UPGMA analizom 65 X. campestris pv. campestris izolata sa ozime uljane
repice, pet referentnih sojeva sa ozime uljane repice iz Srbije (CFBP 8912, NCPPB4678, NCPPB4679,
NCPPB4680 i NCPPB4682) i X. campestris pv. campestris patotip soja NCPPB528 primenom REP-PCR
prajmera. Deset izolata koji su odabrani kao reprezentativni za dalja istraZivanja i pet referentnih sojeva
uokvireni su crveno na slici. Svaki klaster dendograma odgovara jednom DNK profilu, a brojevi naznaceni
pored Kklastera, odgovaraju brojevima prikazanim u Tabeli 9 (Jelusi¢ et al., 2021a).
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Prilog 10. ,,Neighbour-joining” filogenetska stabla konstruisana na osnovu parcijalnih sekvenci Sest
konzerviranih gena (dnak, fyuA, gyrB, rpoD, gltA i lepA) za 15 X. campestris pv. campestris izolata sa
ozime uljane repice [10 reprezentativnih L & pet referentnih @), patotip soj NCPPB528 i pet X. campestris
pv. campestris sojeva iz NCBI baze podataka. Stablo je ukorenjeno sa X. arboricola pv. pruni sojem 15-088,
koji je koriS¢en kao autgrupa (Jelusi¢ et al., 2021a).

109



Razdeo

25

Razdeli
15

T T T T T T
0e+00 2e+04 4e+04 6e+04 8e+04 1e+05

Veli¢ina uzorka
Prilog 11. Rarefakciona analiza ukupnog diverziteta u uzorcima filosfere (Ph) i rizosfere (R) ozime uljane
repice sa ispoljenim simptomima bolesti (1 — linija SO 14, 2 — sorta Kata, 3 — sorta Nevena, 4 — hibrid NS-

Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) na nivou razdela. X-osa predstavlja broj sekvenci, a y-osa broj
taksona (Jelusi¢ et al., 2021b).

Familija

Familije
150 200 250 300
| | 1 I

100
|

50

0e+00 2e+04 4e+04 6e+04 8e+04 1e+05

Veli¢ina uzorka

Prilog 12. Rarefakciona analiza ukupnog diverziteta u uzorcima filosfere (Ph) i rizosfere (R) ozime uljane
repice sa (1 — linija SO 14, 2 — sorta Kata, 3 — sorta Nevena, 4 — hibrid NS Ras) i bez (5 — sorta Zorica)
ispoljenih simptoma infekcije X. campestris pv. campestris na nivou familije. X-osa predstavlja broj
sekvenci, a y-osa broj taksona (Jelusi¢ et al., 2021b).
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Prilog 13. Rarefakciona analiza ukupnog diverziteta u uzorcima filosfere (Ph) i rizosfere (R) ozime uljane
repice sa ispoljenim simptomima bolesti (1 — linija SO 14, 2 — sorta Kata, 3 — sorta Nevena, 4 — hibrid NS

Ras) i bez simptomima bolesti (5 — sorta Zorica) na nivou roda. X-osa predstavlja broj sekvenci, a y-osa broj
taksona (Jelusi¢ et al., 2021b).
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Prilog 14. Kanonska analiza korespondencije (CCA) podataka o testiranim uzorcima filosfere (Ph) i rizosfere (R) biljaka ozime uljane repice sa ispoljenim
simptomima bolesti (1 — linija SO 14; 2 — sorta Kata; 3 — sorta Nevena; 4 — hibrid NS Ras) i bez simptoma bolesti (5 — sorta Zorica) na nivou razdela, familije i roda

(Jelusic¢ et al., 2021b).

112



Prilog 15. Liste isparljivih organskih jedinjenja koja su imala najveée vrednosti povrSine pika u
etil-acetatnim (B. velezensis X5-2, B. megaterium X6-3 i P. orientalis X2-1P) i benzenovim (P.
orientalis X2-1P) ekstraktima, njihova retenciona vremena, molekulske mase i molekulske formule
predstavljene u ukupnim koncentracijama (a), i nakon izlaganja 40 °C (b) i 60 °C (c)

a) Ukupne koncentracije

Retenciono vreme Naziv jedinjenja Molekulska formula Molekulska masa
Alkani
21,01 tetradekan CisHzo 198,4
25,76 heksadekan CigHas 226,4
Alkeni
15,48 1-dodecen CioHo 168,3
20,81 1-tetradecen CuHog 196,4
25,61 1-heksadecen CisH3 2244
29,92 1-oktadecen CigH3s 252,5
33,86 1-eikosen CaoHao 280,5
37,45 1-dokosen CyoHyy 308,6
Karboksilne kiseline
10.83 borna kiselina Hs;BO; 61,8
34.89 heksadekanoic¢na kiselina C16H3,0, 256,4
38.35 oktadekanoicna kiselina C1gH350, 2845
Pirazini

2-acetil-3-metil-6,7,8,8a-
28,22 tetrahidro-3H-pirolo[1,2- C1oH14N503 210,2

a]pirazin-1,4-dion

(3S,8aS)-3-
30,57 izopropilheksahidropirolo[1, C;oH1sN,0, 196,3

2-a]pirazin-1,4-dion

2,8-dietoksi-1,7-
32.87 diazatriciklo[7.3.0.0%"]dode ~ Cy4H»N,0, 250,3
ka-2,8-dien

3-propan-2-il-2,3,6,7,8,8a-
32,96 heksahidropirolo[1,2- Cy1H1gN5>0, 210,3
a]pirazin-1,4-dion

3-benzil-2,3,6,7,8,8a-
40,54 heksahidropirolo[1,2- C1H1gN50, 244.3
a]pirazin-1,4-dion

Indoli
1-metil-9H-pirido[3,4-
33,56 blindol CosHaNy 364,4
Estri
40,86 2-etilheksil heksadekanoat CosH450, 368,6
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b) 40 °C

Retenciono vreme Naziv jedinjenja Molekulska formula Molekulska masa
Alkani

10,41 dodekan CioHog 170,3
11,18 dimetilundekan Ci3Hyg 1844
12,23 tetradekan CisHzo 198,4
13,85 heksadekan CigHza 2244
17,25 heneikosan CoiHus 296,6
Alkeni

10,34 1-dodecen CioHoy 168,3
12,17 1-tetradecen CuHog 196,4
13,8 1-heksadecen CisHs 2244
15,26 1-oktadecen CigH3s 252,5
16,6 1-eikosen CaoHao 280.5
Karboksilne kiseline

3,32 siréetna kiselina C,H,0, 60,1
54 2-metilpropanoi¢na kiselina ~ C4HgO, 88,1
6,4 3-metilbutanoi¢na kiselina CsH100, 102,1
6,9 2- metilbutanoi¢na kiselina CsH100, 102,1
Alkoholi

5,55 2,3-butanediol C4H100, 90,1
8,42 2-(2-etoksietoksi)etanol CgH1404 134,2
10,33 2-(2-butoksietoksi)etanol C17H24N5»05 336,4
Acetati

7,22 1-acetiloksietil acetat CgH1004 146,1
Etri

2,32 metoksimetan CoHsO 46,1
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c) 60 °C

Retenciono vreme

Naziv jedinjenja

Molekulska formula

Molekulska masa

Alkani

10,41 dodekan CoHo 170,3
11,18 dimetilundekan Ci3Hos 184,4
12,23 tetradekan CisHzo 198,4
12,67 etildimetildekan CisHzo 198,4
13,05 pentadekan CisHs 2124
1341 dimetiltetradekan CisHas 2264
13,85 heksadekan CigHas 2244
14,6 metilheksadekan Ci7H3g 240,5
14,7 dimetilpentadekan Ci7H3g 240,5
15,31 oktadekan CigHzg 2545
17,25 heneikosan CoiHus 296,6
Alkeni

10,34 1-dodecen CioHo 168,3
12,17 1-tetradecen CuHog 196,4
13,8 1-heksadecen CisHs 224.4
15,26 1-oktadecen CigHzs 2525
16,6 1-eikosen CooHao 280.5
Karboksilne kiseline

3,32 siréetna kiselina C,H,0, 60,1
54 2-metilpropanoi¢na kiselina ~ C4HgO, 88,1
6,4 3-metilbutanoic¢na kiselina CsH100, 102,1
6,9 2-metilbutanoi¢na kiselina CsH100, 102,1
7.46 i;gtleitrl]gbut-}enowna CoHeO, 1001
Alkoholi

5,55 2,3-butanediol C4H100, 90,1
8,42 2-(2-etoksietoksi)etanol CgH1404 134,2
8,75 fenilmetanol C,HsO 108,1
9,63 2-feniletanol C8H,0 122,2
10,33 2-(2-butoksietoksi)etanol C17H24N505 336,4
Acetati

6,9 sircetna Kisclina; 1,1- C4H100s 1221
7,22 1-acetiloksietil acetat CgH1004 146,1
Etri

2,32 metoksimetan C,HsO 46,1
13 1-oktadekanol CygH30 270,5
Benzeni

13,21 2,3-dibutilfenol CuH20 206,3
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obpasay usjage o aymopcmey

H3zjasa o ayropcTBy

Nwme u mpesnme ayropa Anekcanapa JI. Jenymmh

Bbpoj unnekca b3017/2016

U3jaBmyjem
Jla je TOKTOpCKa JucepTalija mo i HacIoBOM

Kapakrepuszanmja u 6uosnomka koHTposa Xanthomonas campestris pv. campestris ca o3uMe yJbaHe
penune (Brassica napus L.)

® pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT PaJia;

e Ja JucepTaldja y LEJIMHU HU y JIeJOBMMa HHUje Ouia MpeasiokKeHa 3a CTHIambe Ipyre
JUIUIOME TMpeMa CTYAN]CKUM MporpaMumMa JIpyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA

® J1a Cy pe3ydTaTh KOPEKTHO HaBEJICHH U

e J1a HHCAaM KpIIHO/JIa ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTHO/Ja UHTEIEKTYaIHY CBOJUHY APYrUX JHIIA.
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obpasay usjage 0 UCMOBEMHOCIMU WMAMNAHE U eIeKMPOHCKe 6ep3uje 0OKMOPCKo2 paod

I/I3jaBa 0 UCTOBCTHOCTH INTAMIIaHE U €JICKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOIr

paaa
Nwme u npesume ayropa Anekcanapa /1. Jemymuh
Bbpoj unnekca b3017/2016
Crynujcku nporpam buonoruja

Hacnos paga Kapakrepusanuja u 6uoJorika koHTpoa Xanthomonas campestris pv. campestris

ca o3uMe yipane pernure (Brassica napus L.)

MenTop ap Tatjana [lonosuh u npod. 1p Tamwa bepuh

N3jaBibyjeM ma je mrammana Bep3uja MOT JTOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UJH KOJYy
caM TIpeao/la paad ToXpamuBama y JMruTaJHOM pemo3uTopHjyMy YHHBepP3WTeTa Yy
beorpany.

Jlo3BoJbaBaM /1a ce 00jaBe MOJU JIMYHHM TOJIAIIA BE3aHU 3a JOOMjame aKkaJeMCKOT Ha3WBa JOKTOpa
HayKa, Kao MTO Cy UMe U Mpe3uMe, TOJAMHA U MECTO poljera 1 aaTyMm oj0paHe paja.

OBH JNWYHM TIOJAlM MOTY c€ OO0jaBUTH Ha MPEKHHUM CTpaHHWIlaMa IUTHTAIHE OMOIMOTEKe, Y
EJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y myONuKaiujama YHuBep3uteTa y beorpany.

IHornuc ayropa
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obpazay usjase o kopuuihersy

H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem VYauBep3utercky Ouobmmoreky ,,CBero3ap Mapkouh® nma y Jlurutamau
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIU]y IO HACTIOBOM:

Kapakrepuszanuija u 6mosomka koaTpoaa Xanthomonas campestris pv. campestris ca ozume
yJpane penuue (Brassica napus L.)

KOja je MOje ayTOpPCKO JIEO.

Jucepranujy ca CBUM MpUJIO3UMa IPelao/jaa caM y eJIeKTPOHCKOM (opMary MOTOTHOM 3a TPajHO
aApXUBUPAKBE.

Mojy HOKTOpCKYy AucepTalujy noxpameHy y JlururamHoM pemno3utopujymy YHHUBEp3UTETa Yy
beorpany u noCTynmHy y OTBOPEHOM HpPUCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBH KOJU MOILUTY]y oOJipende
caapxaHe y omadbpanom tumy nunenne Kpearusue 3ajeaauiie (CreativeCommons) 3a KOjy caM ce
OJUTy4Ho/Ja.

1. AyropctBo (CC BY)
2. AyropctBo — nekomepiujainao (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekomepijaiaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — aenuTH mox uctum ycmosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 pepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — genuta o uctuM yceiaosuma (CC BY-SA)
(Moyumo J1a 320KpYKUTE caMo je[HY OJ eCT NOHYH)CHUX JTUIICHIIN.

Kparak onwc nuiieHIy je cacTaBHU JICO OBE U3jaBe).
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1. AyropcrBo. [l03B0JbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYILIM]Y U JaBHO CAOTIITABAKE JeNIa, U Mpepaje,
aKo ce HaBeJie MME ayTopa Ha HauuH ojapeheH oJ1 cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIICHIE, YaK U Y
koMepIjanHe cepxe. OBoO je Hajcio00JHI]a 01 CBUX JIUICHIH.

2. AyTtopcTtBO — HekoMepuujajiHo. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIM]Y H jaBHO
CaoIITaBamke JIeNla, M Mpepaje, ako ce HaBele UME ayropa Ha Ha4uH ojapeleH ox cTpaHe ayropa
WM JaBaola auneHie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjAIHY YIIOTpeOy aena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepuMjaaHo — 0e3 mpepajaa. J[03BospaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYIU]Y U
JaBHO caoIIITaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, IPeoOINKOBamka WK YIIOTpede Aena y CBOM ey, ako ce
HaBeJ/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH ox cTpaHe ayropa wiH naBaoma Jmienne. OBa JUICHIA HE
J103BOJbaBa KOMEPIHMJATIHY YIIOTpeOy aena. Y oaHoCcy Ha

CB€ OCTaJIe JIUIICHIIEe, OBOM JIMIICHIIOM C€ OrpaHn4aBa Hajsehu oOum npaBa Kopuiihema Jena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHMjaJIHO — JeJIUTH MO UCTUM ycaoBuMA. [[03BoJbaBaTe YMHOXKABAGE,
TUCTPUOYITM]y U JaBHO CaoNIITaBamke Jelia, W Mpepajae, ako ce HaBeJIe MME ayTopa Ha HaYuH
onpeheH oj cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JHIICHIE U aKo ce Tpepajia AUCTPUOyHpa Mo HCTOM HIIH
cimyHOM JmrieHnioM. OBa JIMIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjATHY YIOTpeOy ena U mpepaja.

5. AytopcTBO — 0e3 npepana. /[o3BosbaBaTe YMHOXaBame, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO CAOIIIITABARKHE
nena, 0e3 mpomMeHa, IpeoOIMKOBamka WK YIOTpeOe Jiesia y CBOM JIeITy, aKo ce

HaBe/le MME ayTopa Ha Ha4yWH onpeheH oJ cTpaHe ayropa WM qaBaona juieHie. OBa JHIeHIa
J103BOJbaBa KOMEPIIH]ATIHY YIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCcTBO — J€JUTH MO MCTUM YycJa0oBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKAaBambe, NTUCTPUOYIU]Y U
JaBHO caolITaBame JAeja, U Ipepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpane
ayTopa MJIH JIJaBaolia JIIIECHIIE U aKo ce Ipepaja TUCTPUOyHpa MO UCTOM WIIH CIIMYHOM JIUIICHIIOM.
OBa nuIleHIIa J03BOJbaBa KOMEPIMjAIHY ymoTpedy nema u mpepama. CioudHa je cOPTBEPCKUM
JUIICHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



