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2) Munocas Kspaxuh,

3) Munojka Cerenunh.

2. OBo pjemierme cTyla Ha CHary HapeIHOT JaHa Of JaHa
oGjaBspuBama y “Ciyxodenom miacHuky Penyonuke Cpricke”.

Bpoj: 04/1-012-2-2090/17
17. aBrycra 2017. ronune
bamwa Jlyka

IIpencjennnma
Bnane,
Kesbka LBujanoBuh, c.p.

Ha ocnoBy unana 43. ctaB 6. 3akona o Bmaau PemyOmnu-
ke Cprcke (“CnyxOenu riacuuk Pemyonuke Cpricke”, 6poj
118/08) u unana 53. ctaB 1. Tauka a) 3aKoHa O JP)KABHUM CITy-
xOenuuma (“CiryxOenn macHuk PenyoOnuke Cpricke”, Op.
118/08 n 117/11), Bnana Perry6muke Cprcke, Ha 138. cjennu-
1y, onpkanoj 17.8.2017. ronuHe, 1oOHOCH

PJEIIEBE

O PABPJEHIERY BPHINOLIA Y KHOCTH IOMOKRHHUKA
MHMHUCTPA 3A PECOP 3A BYIIET U JABHE ®UHAHCHUJE
Y MUHUCTAPCTBY ®HUHAHCHUJA PEITYBJIUKE CPIICKE

1. Ceemiana PanoBanoBuh, AMIUIOMHpaHH EKOHOMHCTA,
paspjemiaBa ce BpHIMOLA J{Y)KHOCTH ITOMONHMKAa MHHHUCTpA 3a
Pecop 3a Oyuer u jaBHe ¢uHaHCHje y MuHHCTapCcTBY (DHHAH-
cuja 300T nCTeKa BpeMeHa Ha Koje je TIOCTaBJbeHa.

2. OBo pjewiewe cTyla Ha CHAary HapeOHOT JaHa Of JaHa
oGjaBspuBama y “Ciyx0eHom riacHuky Penyonuke Cpricke”.

Bpoj: 04/1-012-2-2066/17
17. aBrycra 2017. ronune
bamanyka

IIpencjennnma
Bnane,
Kesbka LBujanoBuh, c.p.

Ha ocnoBy unana 15. craB 1. Tauka 3) u wiaHa 43. cTaB
6. 3axona o Buagu Peny6nuke Cpricke (“CiryxOeHH TITacHUK
Peny6nuke Cprcke”, 6poj 118/08) n wn. 25. u 42. 3akoHa o
np>xaBHAM ciryxOeHuMa (“CoyxOeHn miacHuK PemyOrike
Cpricke”, 6p. 118/08 u 117/11), Bnama Penybmuxe Cpricke, Ha
138. cjemnunm, onpxanoj 17.8.2017. romuHe, TOHOCH

PJEIIEBE

O IIOCTABJ/BEBY BPIIMOLA AY>KHOCTH IOMORHUKA
MHMHUCTPA 3A PECOP 3A BYIIET U JABHE ®UHAHCHUJE
Y MUHUCTAPCTBY ®PUHAHCHUJA PEITYBJIUKE CPIICKE

1. Ceemiana PamoBaHoBHh, OUIIIOMHpAaHH EKOHOMHCTA,
MIOCTaBJba CE€ 3a BPIIHOLA Jy)KHOCTH TOMONHHKAa MUHHCTpa 32
Pecop 3a Oyuer u jaBHe ¢uHaHCHje y MuHHCTapCcTBY (DPMHAH-
cuja Penyomuke Cpricke Ha nepuon o 90 nana.

2. OBo pjelere CTyna Ha CHary HapeaHOT JaHa Of JaHa
oGjaBipuBama y “Ciyxdenom miacHuky Penyonuke Cpricke”.

Bpoj: 04/1-012-2-2065/17
17. aBrycra 2017. ronune
bamanyka

1482

Ha ocHoBy unana 36, a y Be3u ca wiaHoM 43. 3akoHa O
3aIlITUTH 31paBiba Ousba y PenmyOmumm Cprickoj (“CryxOeHn
mracHuk PernyOmuke Cpricke”, 6poj 25/09), u wiana 82. cras
2. 3akoHa o pemyonmukoj ynpasu (“Ciryx6enu racHuk Perry-
onuxe Cprcke”, 6p. 118/08, 11/09, 74/10, 86/10, 24/12, 121/12,
15/16 u 57/16), MuHUCTap MOJHONIPHUBPENE, ITyMapCTBA H BO-
JIOTIPUBpEIE 1O HO CH

INPABUJHHUK

O OTKPUBABY, CIIPEUABAY HIUPEBA U CY3BUJAIBA
HITETHOT OPTAHHU3MA Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al.,, TPOY3POKOBAYA CMEBE TPYJIEXKHA
KPTOJIA KPOMIIUPA U BAKTEPUJCKOI' YBEHYRA
KPOMIIUPA U ITAPATAJ3A

[pencjennumna
Bnane,
Kesbka LBujanoBuh, c.p.

Ynan 1.

OBHM ITPaBUITHUKOM IIPOITHCY]Y CE Mjepe OTKpHBaba, CIipe-
YaBama IINPEHa U Cy30Mjama MTeTHOr opranu3Ma Ralstonia

solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., mpoy3pokoBaya cmehe
TPYJIeXKHU KPTOJIa KpoMIupa U Oakrepujckor yBenyha kpomiipa
U Tapajaj3a, HauuH ofpehuBama rpaHua 3apakeHoOT U yrpo-
JKSHOT TIOAIPYYja U MoApydja 0e3 MTETHOT OpraHu3Ma, YCIOBH
3a OKOHYaHh¢ HAJIOKCHUX Mjepa, Kao 1 Ha4uH o0aBjeliTaBama o
IIpely3eTHM MjepamMa U IIPecTaHaK Mjepa.

Ynan 2.

(1) Pagu oTkpuBama mojase mTETHOT opranm3ma Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., mpoy3pokoBaya cmele
TPYJIEXKHU KpTOJIa KpOMIIHpa U OakTepujckor yBenyha KpoMIipa
U napajajza (y JajbeM TeKCTYy: INTeTHH OpraHu3aM) CHpOBOJE
ce mperieau ouibaka u Kproia kpommnupa (Solanum tuberosum
L.) u npernenn Ouspaxa nmapanajza (Lycopersicon esculentum
Mill.), ocum cjemeHa W mIom0Ba mapanaj3a (y JajbeM TEKCTy:
IJ1aBHE OWMJbKEe JOMahMHM), KA0 M MpEerIen MPOMHCaHnX 00je-
Kara.

(2) Pamm otkpuBama Apyrux Moryhux n3Bopa 3apase Koju
MOTY YTPO3HUTH IPOU3BOAY INIABHUX OMJbaka jomahuHa, Bpm
ce MpoIljeHa ONacHOCTH OJf IIMpera MTETHOT OpraHn3Ma. AKO
Ce aHAJIN30M PH3HKa YTBPAH ONACHOCT O MIMPEHa ITETHOT
OopraHn3ma y MpOU3BOAHHMM IOAPYYjUMa [NIaBHUX OMIbaka Jo-
malinHa CIIPOBOJIE €€ Mjepe OTKpHMBama LITETHOI' OpraHu3Ma,
U TO IPETTIeNIOM:

1) na gpyrum Ouspkama nomahunnMa, ykibydyjyhu camo-
HuKIIe Ousbke u3 Gpamunuje Solanaceae,

2) MOBPIIMHCKHUX BOAA KOj€ CE€ KOPHCTE 3a HABOIHHABAME
WM TIPCKambe TIaBHUX Ombaka qomahuna,

3) TedHOT OTMajaa KOjU HACTaje Yy MHIYCTPHjCKO] Mpepaan
WM y TOTOHMMa 32 TTaKOBamke IVIaBHUX OMJbaka JoMahnHa u
KOPHCTH CE 3a HaBOJHaBAkhE WM MPCKamke ITaBHUX OWibaka
nomahviHa,

4) cymcTpara KOju ce KOPHCTH 3a pacT OMJbaKa, 3eMJBHIITA
W YBPCTHX OTIAJlaka KOjH HACTAjy y MHJIYCTPHjCKO] Npepaan
WM y TIOTOHVMA 32 ITaKOBambe INIaBHUX OMsbaka gomahuHa.

Ynan 3.

(1) Ipu BusyenHOM mperiesy Oubaka KpOMIIHPA y T0JbY, Y
onroeapajyhem mepuojy y TOKy Bereraiuje, BpIId ce Mperie/
Ha MPUCYCTBO MTETHOT OPraHu3Ma, y3UMajy ce y30piiu Onsbaka
KPOMITHpa U JI0CTaBJbajy oBiaiiheHoj GUTocaHUTapHo] j1ado-
paropuju (y majbeM TeKcTy: Jaboparopuja), pagu jgaboparo-
PHjCKOT HCIIUTHBAA.

(2) Ipu BU3yeTHOM mperiieny KpToja KpOMIIUpa U3 JOTO-
Ba Y CKJIAJMIITHMA U JAUCTPHOYTHBHHUM LICHTPHMA, BPIIH CE
npervie]; KpToja CjeMEHCKOT KpOMITHpa W KPOMITHpa KOjH HHje
HAMHJCHCH Ca/ibU (Y 1aJbeM TEKCTY: MEPKaHTHUIIHH KPOMITUD),
Kao M BH3YEITHHU Mperviesl KPToja Koje Cy CjeueHe, a Yuju y30p-
U € JIOCTaBJbajy JTabOpaTOPHjH PaIH JTab0PATOPHjCKOT HCITH-
TuBara. CjeMEHCKH KPOMITUP MOpa Jia MOTHYe OJf MarepHjaa
KOjU MCITyHaBa yCIIOBE 3/IpaBCTBEHE MCIPABHOCTH U 3a KOJH je
1ab0paTOpPHjCKUM HCIHUTHUBAKBEM YTBPHEHO /1a HHje 3apakeH
IITETHUM OPTaHU3MOM.

(3) Ilpu BuzyenHOM Mperieny mapaaajza y oarosapajyhem
[IepUOJly TOKOM BereTalyje BPIIM ce Mpere]] pacajia Ha MpH-
CYCTBO IUTETHOT OpraHM3Ma KOjH je HaMHjECH TPIKHIIHO]
TIPON3BOMILH.

(4) Kana ce nperienn Bpie Ha ApyruM Onibkama qomahn-
HHMMa, Y TIOBPLIMHCKHM BOJama, YKJby4yjyhu TeuHH OTmaj u
y OCTaJOM Marepujaiy, MoceOHO CYNCTpaTUMa, 3eMJBHINTY W
YBPCTUM OTMAMMa MHAYCTPHUjCKHX MOCTpOjera 3a mpepaiy
U TIaKOBame, Y3UMajy C€ Y30pLHU H JA0CTaBJbajy JIabopaTopuju
panu 1abopaTopHjCKOT UCTIUTHBAbA.

(5) Jlaboparopujcko mcnuTuBame U3 cT. 1, 2. u 4. oBor
YJlaHa CIIPOBOJM ce Ha HauuH onucad y [Ipmiory - Illema te-
CTHpama 3a TUjarHOCTHKY, JETEKIN]y U WACHTHOUKAIN]Y TTPO-
y3poKoBada cMehe Tpyiexku KpToiia KpOMITHpa U OaKTepHjcKor
yBeHyha KpoMIpa ¥ 1mapasiajsa, Koju YHHHU CACTaBHH MO0 OBOT
MIPaBHIIHUKA.

Ynau 4.

(1) Cymma Ha mojaBy IITETHOT OpraHU3Ma IOCTOjU aKo Cy
BU3YEIIHUM IIPErVIEZIOM yOUeHHM THUIIMYHU CHMITOMH OOJecTH
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WIIH je pe3yaTaT jeIHor of Op3ux TecToBa IpoBjepe (screening
test) MO3UTHUBAH.

(2) Jla Ou ce MOTBpAMIIA WK OTKJIOHHJIA CyMiba Ha M0jaBy
[ITETHOT OpraHu3Ma, CIIPOBOJIE CE Jlasba JTabopaTopHjcKa UCITH-
THBamba Ha HauYMH onucan y [Ipuory.

(3) Ipu mabGopaTopujcKOM UCTIUTHBAKY, Ha OATOBapajyhu
Ha4MH, 4yBajy ce y30pKOBaHe KPToJIe U Kaja je To Moryhe y3op-
KOBaHE OHMJbKE, PEOCTAIN EKCTPAKT M JIONATHO TPUIPEMIbCH
Marepujai 3a Op3e TecToBe mpoBjepe (screening test), HIp. cTa-
KaJia 3a UMyHO(IIyopeceHIUjy U ipateha JOKyMEeHTaIH]a.

(4) CauyBanu y3opax kpToine o6e30jehyje Tectupame copT-
HOCTH, KaJia je TO OTPeOHO.

(5) Axo je mabopaTopHjcKMM HCIUTHBAKEM MOTBpHEHO
IIPUCYCTBO LITETHOI OpPraHW3Ma, Ha OAroBapajyhn HaduuH, dy-
Bajy ce MaTepHjaj U3 CTaBa 3. OBOT WIaHa, y30PaK BjeIITaYKH
3apa)KeHMX TeCT OWJbaKa rapajajza U NaTiMiaHa, Kao U U30-
JIOBaHA KyJTypa IITETHOT OpraHU3Ma HajMambe Mjecell JaHa Of
JlaHa TIOTBpheHe 3apase.

Ynanu 5.

(1) ¥V cayuajy cymme Ha 10jaBy LITETHOI OpraHU3Ma, Io-
pex Mjepa u3 Wwi. 2. ¥ 3. 0BOT IPABHIIHKKA, CIIPOBOJIE CE CIbe-
nehe mjepe:

1) 3abpana npeMjemTama Oribaka apanaj3a, kao u Onpaxka
U KpTOJIa KPOMITHPA U3 CBUX yCjeBa, JIOTOBA MJIM MOIINIbaKa U3
KOjHX Cy y3€TH y30pIH,

2) npeny3uMame NOTPeOHUX palibyi paan OTKPUBamka H3BO-
pa 3apase MTETHUM OPTaHU3MOM,

3) nonmatHe MPEeBEHTHUBHE Mjepe pajy CrpedaBara MHPeHha
IITETHOT OPTaHU3Ma, y 3aBHCHOCTH OJI TIPOIIHjeHECHOT CTeTICHA
pH3HKa.

(2) Mjepe u3 craBa 1. Tauxa 3) OBOTr WiaHa MPUM]jEbY]y Ce
HapOYMTO Yy CIy4ajy MPOHM3BOAE IIaBHUX OMibaka roMahmHa
U IIpeMjellTama CBUX OCTAINX KPTOJa MM Onibaka MOBE3aHUX
ca CyMI-MBOM I10jaBOM, YHYTap U BaH 00jeKaTa, OrpaHnYaBambe
ynorpede MOTeHIMjaIHO KOHTAMHUHUPAHUX MAIFHA U OTIpeMe.

Unan 6.

V ciyuajy cymme Ha 3apa3y IITETHUM OpraHU3MOM, Kajia
MOCTOjH OTIACHOCT OJ] IPEHOIICHa 3apase ca IMIaBHUX OnJbaka
nomahiMHa WM MOBPIIMHCKMM BOZAMa y Jpyry Ip»kaBy, Mu-
HHUCTapCTBO IOJHOIPHUBpE/E, IIyMapcTBa U BOJONPUBPEAE O
ToMe 00aBjelTaBa HaJIe)KHE OpraHe.

Ynanu 7.

Kana ce Ha ocHOBY pe3y:rara J1abopaTopHjCKUX UCITUTHBA-
Ha, CIPOBEICHNX HA HAYMH onucaH y [Ipuiory, moTBpAu mpu-
CYCTBO IITETHOT OPraHu3Ma, IPAaHUIIE 3aPAXKEHOT U YTPOKEHOT
nozipydja Wix 1mojpydja 6e3 mreTHor oprannsma oapelyjy ce
TaKo ILTO Ce:

1) yrBphyje obum jeqHOr MM BHUIIE NMPHMapHAX H3BOpa
3apase,

2) 03HauaBajy Kao 3apakeHe TIaBHe OMJbKe JoMalinHH, 1O~
LIMJbKE WK JIOTOBU M3 KOJUX j€ Y3eT y30paK, MallnHe, orpema,
[PEBO3HA CPE/ICTBA, CKIIAMILITA WM HUXOBU JMjEJIOBU U CBU
ZIpyru 00jeKTH M MpenMeTH, YKIbYdyjyhu marepujan 3a mako-
BamC, KOjU Cy OMJIM y KOHTAKTy ca IIaBHUM Ousbkama Jomahu-
HMMa KOJH Cy O3HAueHH Kao 3apa)KCHH, MjecTa MPOU3BOIIE,
10Jba, 3alITHheHe NPOCTOPe HAMHjCHEHE POU3BOIBU OMIba,
6uII0 J1a je y30pak y3eT y TOKy Beretaluje WM HakoH Baherma
nnu 6epOe maBHUX OMsbaka goMahunHa,

3) ompebyje o6um moryhe 3apa3e Ha OCHOBY IIOJATaKa O
CBUM KOHTAKTHMa Y IPOU3BOIHOM IIPOLIECY Ca H3BOPOM 3apase
(mpuje u mocnuje Bahera WK CKyIJbamba OHbaka),

4) pasrpaHnuaBa 3apa’keHO, YTPOXKEHO M Moapydje 0Oe3
IITETHOTI OPTraHW3Ma, ¥ TO Ha OCHOBY O3Ha4eHe U NOTBpheHe
3apase, oonMa Moryhe 3apase, ka0 U Moryher mmpema mreT-
HOT OpraHu3Ma.

Unan 8.

(1) O6um npumapHUX U3BOpa 3apa3e INIABHUX OMJbaKa Jo-
MahuHa u3 unaHa 7. Tauka 1) oBor mpaBHIIHUKA yTBphyje ce y
3aBHCHOCTH O]

1) MjecTa pou3BoO/IH-E, Ha KOjeM ce:

1. mpou3BoaM WK je OHO MPOU3BEICH KPOMITUD, KOJU je
KIJIOHCKH CPOJIaH ca KPOMITUPOM Ha KOjeM je TIOTBpheHa 3apasa
[ITETHAM OPTaHU3MOM,

2. IpOM3BOIM WM je OMO MpOM3BENCH Mapajaj3, Koju Io-
THYe U3 UCTOT M3BOpA KAao W Mapajaj3 Ha KOMe je MoTBpheHa
3apasa MITETHUM OPraHH3MOM,

3. Mpou3BOZE WX Cy OWIIN MPOU3BEICHN KPOMITHP HIIU Ta-
panaj3, Koju Cy 101 Haa30poM (HUTOCAHUTAPHOT HHCIIEKTOpa
300T CyMIbe Ha 3apa3y MITETHHM OPTaHU3MOM,

4. mpou3BOnM WM je OMO MPOHM3BEOCH KPOMIUDP KOjU je
KJIOHCKH CPOJIaH ¢ KPOMIIMPOM IPOU3BEACHUM Ha MjeCTy IIpo-
U3BOJLE IIjje je moTBpheHa 3apasa ITETHUM OPraHU3MOM,

5. IpOM3BOZE KPOMIIUP WIIM Tapajaj3, a Koju ce Hajlase y
ONM3MHM 3apaKeHHX MjecTa NPOM3BOAE, YKIbYdyjyhu n oHa
MjecTa NpOM3BOAIE Ha KOjUMAa Ce€ KOPHCTE MCTa OIpeMa 3a
MIPOM3BOAKY U 00jEKTH,

6. KOpHCTE IMOBPIIMHCKE BOJC 332 HABOJABAKE WM Ip-
CKambe U3 U3BOPA 32 KOjH e CyMba Ha 3apasy WiH je noTspheHa
J1a je 3apakeH LITETHUM OPraHU3MOM,

7. KOpPHCTE MOBPIIMHCKE BOJE 3a HABOAMABAME WIH IIp-
CKame M3 UCTOT U3BOpa KOjH Ce KOPHCTH M Ha MjeCTUMA IIPO-
N3BO/IC HA KOjUMA je NMOTBpheHa 3apasa MM MOCTOjH CyMmba
Ha 3apa3y LITETHAM OPraHU3MOM,

8. mpousBoae miaBHe OMibKe AoMahuHH, a Koje Cy MoIIa-
BJbCHE WIIM Cy OWie IOIUIaB/bEHE IMOBPIIMHCKAM BoOjaMa y
KojuMa je moTBpljeHa 3apa3a WIIM MOCTOjH CyMHba Ha 3apasy
[ITETHUM OPTaHU3MOM;

2) TIOBPIIMHCKHX BOJA KOj€ Ce KOPHCTE 3a HABOJIHABAhE,
MIPCKAmbe WIN Cy MOIUIABUIIC IT0Jba MU MjecTa IIPOM3BOIHE Ha
KojuMa je oTBpheHa 3apasa MTETHAM OPTaHH3MOM.

(2) Ilpu yrBphuBamy oOuMMa NpHMapHUX H3BOpa 3apa-
3e mIaBHHMX Ombaka jomahMHa CIIPOBOAM ce J1abopaTopHjcKo
UCITUTUBAE CBUX MAPTHja CjEMEHCKOT KPOMITUPA KOjH j€ KIJIOH-
CKH CPOJIaH ca 3apaXCHHM KPOMITHPOM, Ha HauMH OIHCaH Y
[Ipunory.

Ynau 9.

O6uMm moryhe 3apase u3 unana 7. Tauka 3) OBOT IPABUIHU-
Ka ozipehyje Ha OCHOBY nojaTaka o:

1) m1aBHUM OusbKaMa qoMaNMHUMA FajeHuM Ha MjeCcTy Ipo-
N3BO/IELE KOj€ je 03HAYEHO Kao 3apakeHo,

2) OpyruM MjecTHMa TPOU3BOIE KOja Cy y OMIIO KakBOj
BE3M Ca MPOW3BOMAKOM TIABHHX Omsbaka aomahimHa Koje cy
O3HaYeHE Kao 3apakeHe, Kao U 3ajeTHNuKH kopuirheHe onpeme
u objexara,

3) maBHUM OWJbKamMa qoMahMHUMA MTPOM3BEICHUM Ha Mje-
CTUMa MPOU3BOAKE U3 TauKke 2) OBOT WiaHa WU Cy C€ Haja-
3WJIC Ha THM MjeCTHMa MPOU3BOJEHE UCTOBPEMEHO Ca TIIABHUM
OmbkaMa qoMahiHIMa KOje Cy 03HAYCHE Kao 3aparKeHE HITH Cy
ce Halla3uie Ha MjeCTHMa IPOU3BO/IbE KOja Cy O3HAYeHa Kao
3apakeHa,

4) mpoctopy M 00jeKTMMa Ha KOjUMa Cce Haja3e WIH J0-
pabyjy miaBHe Omsbke qomahnHM KOje MOTHUY ca MjecTa Mpo-
M3BOE U3 T. 1, 2. 1 3. OBOT uiaHa,

5) MamrHaMa, IPEeBO3HUM CPEACTBUMA, CKIAANIITHMA WIIH
BUXOBHM JIMjeJIOBHMA M JPYTHM HPOIHCAHUM 00jeKTHMa N
MpeAMETHMA, YKJbYTyjyhn B Marepujal 3a MaKoBamke, KOjU Cy
MorH j1a ol)y y KOHTAaKT ca TIIaBHUM OMibKaMa JomMahmHUMa
KOje Cy O3HaueHEe Kao 3apaxeHe,

6) mraBHMM OuJpkama ngoMahmHUMa Koje cy Omie yckiia-
JUIITEHEe WM y JOAWMPY Ca HEKHM OJi MPOMHCAHUX OOjeka-
Ta WIK MPeIMETHMA M3 TauKe 5) OBOT 4WiaHa MPHje HHXOBOT
yumhema u ne3urdexmje,

7) OuspkaMa mapajaj3a Koje MOTUIy U3 UCTHUX M3BOpa Kao
Y TIapajaj3 KOjH je 03Ha4CH Kao 3apakeH, OMHOCHO KPTOJa WK
Omibaka KpOMIIHpa Koje Cy KJIOHCKH IOBE3aHE ca KpToiama,
OZIHOCHO OMJbKaMa KPOMITHPA KOje Cy O3HayeHe Kao 3apaxe-
HE U KOjH Ce, U aKo Cy pe3yaTaTu JabopaToOpHjCKUX HCIHTH-
Bama HEraTHBHH, cMarpajy moryhe 3apakeHHM 300T KJIOHCKE
CPOJIHOCTH Ca KPOMIIMPOM O3HAa4eHUM Kao 3apakeHuM. Kana
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je moTpebHO, MOXeE J1a ce CIPOBE/IE U TECT COPTHOCTH 1a Ou ce
MIPOBjepPUO MICHTUTET 3apa)KEHUX M KIOHCKH CPOIHUX KPTOJa
i OusbaKa KpOMITHpA,

8) MjecTHMa MPOU3BOAME IMIABHUX OMJbaka AomahnHa Ha-
BEJICHNX Y TAQUKH 7) OBOT WIAHA,

9) MjecTHMa TPOU3BOJIHE ITABHUX OMbaka gomahnHa Ha
KOjUMa Ce 3a HaBOAM-ABAMC WIIM IPCKambe ynoTpedsbaBa Boaa
KOja je 03HaueHa Kao 3apakeHa,

10) raBHuMm Omsbkama nomahMHHMMA MPOW3BEJCHUM Ha
MoJbUMa Koja Cy Omiia MOIUIaBJbeHA MOBPIIMHCKOM BOJIOM 3a
KOjy je yTBpheHo Ja je 3apaKeHa IITETHAM OPTaHH3MOM.

Unan 10.

O6um moryher mmpema MTETHOT OPTraHU3Ma W3 WiaHa 7.
Tauka 4) OBOT NIpaBUIIHKKA ojpel)yje ce Ha OCHOBY IofiaTaka o:

1) Gnu3uHM APYTHX MjecTa IPOU3BOALE INIABHUX OMbaka
nomahuna,

2) 3ajeJHUYKOj IPOU3BOILH U 3ajSJHUUKO] YIOTPEOH 3aJIH-
Xa CjeMEHCKOT KPOMIIHPa,

3) MjecTy MpOU3BOAKE Ha KOjeM ce ymoTpebsbaBa MOBp-
IIMHCKA BOJIA 32 HABO/H-aBakbe MM MPCKAbE TIIABHUX OMIbaka
nomahmHa, Ha KOjUMa IIOCTOjH WJIH je TocTojasa Moryhnocr
MOBPIIUHCKOT JIOTHIIAEkha BOJIE ca MjecTa MPOU3BOMELE Koja Cy
O3HauYeHa Kao 3apa)keHa WM MOTyhHOCT HOIJIaB/bHBatha BOJIOM
ca MjecTa IPOU3BOIIHE KOja Cy O3HAYEHA Ka0 3apakeHa.

Uan 11.

Kama ce Ha ocHOBY pe3synTara 1abOpaTOpHjCKUX HCIUTH-
Bama, CIPOBEACHUX HA HAYMH omucad y Ilpuiory, moTBpau
MPHUCYCTBO IMITETHOT OpraHHW3Ma y YCjeBy ApYrux Ompaka 1o-
mahuHa y nofpy4juma Iije je yrpokeHa Ipou3Bo/(ba INIaBHUX
Ousbaka qomahuna oxpel)yjy ce rpaHmuie 3apaXkeHOT U yrpoXKe-
HOT ToApy4Yja U moapydyja 6e3 MITETHOT OpraHu3Ma, TaKko MITO
ce:

1) yrBphyje oOuM mpuMapHHX H3BOpa 3apa3e IIaBHUX
Onspaka qomahnHa, y CKJIaJy ca 4WIaHOM 8. OBOT IIPaBUIIHHKA,

2) o3Ha4aBajy Kao 3apaxkeHe OMIbKe JoMahWHU U3 KOjuX je
y3€T y30pax,

3) oapehyje o6um Moryhe 3apase u pa3rpaHuuaBa 3apaske-
HO W YTPOXKEHO Mojpydje y ckiamy ca uia. 9. u 10. oBor mpa-
BUJTHHUKA.

Ynan 12.

(1) Kaga ce Ha 0ocHOBY pesynTara 1a00paToOpHjCKUX UCITH-
THBakba, CIPOBEJICHUX Ha HAYHH OIKCaH y [Ipuiory, HoTBpau
MIPUCYCTBO LITETHOT OPTaHW3Ma Y IOBPIINHCKO] BOAH (YKIbY-
4yjyhu 1 TeUHM OTIAJ KOjM HacTaje y HHIYCTPHUjCKOj pepaiu
IIaBHUX OMJbaka JOMahMHA WM Y TOTOHMMA 32 FbUXOBO N1AKO-
Bame) WM Y CAMOHHUKINM OnJpkama u3 pamunmje Solanaceae
KOje Y BOj pacTy, a MPOU3BO/IEba IIABHHUX OMsbaka JomalinHa
je yrpokeHa 300r kopuiihema Te BOze 332 HABOAKBABAE, TIP-
cKame WK 300T MOIUIaB/bHBamka, oapel)yjy ce rpaHuie 3apa-
JKEHOT, YTPOXKEHOT | MOJpydYja 0e3 MITETHOT OpraHu3Ma, Tako
LITO Ce:

1) o3HauaBa Kao 3apa)keHa IOBPIIMHCKA BOJA M3 Koje je
Y3€T y30paK 1

2) onpelyje o6um Moryhe 3apase u pasrpaHnyaBa HoceOHO
peryaucaHo moipydje Ha OCHOBY O3HadeHe 3apase U Moryhe
LIUPEHHE ITETHOT OPraHu3Ma.

(2) O6um moryher mmpema MTETHOT OpraHU3Ma y MOBp-
IIMHCKOj BOIW M3 cTaBa 1. Tayka 2) oBor wiaHa ozapelyje ce Ha
OCHOBY I10/]aTaKa o:

1) Gru3uHY MjecTa IPOU3BOALE INIABHUX Ousbaka qomahn-
Ha KOja Cy YrpOKeHa IJIaBJbEHEeM HIIH CE IPAHUYE Ca MOBPIIHH-
CKOM BOJIOM KOja je 03Ha4€Ha Kao 3apakeHa,

2) cBaKkoM 3ace0HOM IOZIPYYjy HABO/IHaBamba Koje je y Be3u
C TIOBPLIMHCKOM BOZOM KOja je O3HaueHa Kao 3apakeHa U

3) BOIEHUM TOKOBHMA ITOBE3aHUM Ca MOBPIIMHCKOM BOOM
KOja je O3HaueHa Kao 3apakeHa, y3uMajyhu y o03mp cmjep u
Op3MHY TOKa BOJIe O3HAYEHE KA0 3apakeHe U IIPUCYTHOCT CaMO-
HUKIHX Ouibaka qomahuna u3 pamunuje Solanaceae.

Unan 13.

(1) TnaBue 6usbKke [OMahMHMU KOje Cy O3HAaYEHE Kao 3apaxe-
HE HE KOPHUCTE CE 3a CaIiby.

(2) Kaga cy maBHe Ousbke nomahvHU U3 ctaBa 1. oBor 4ia-
Ha O3HAYEHE Kao 3apa)keHe, CIpoBojie ce cibenehe mjepe:

1) YHULITaBamkE, OAHOCHO CIIaJbUBAKLE UITHU

2) omnarame Ha CIy’)KOCHO 0ZOOPEHO MjecTo 3a OjJIarame
0TIaJ1a, 33 KOje je YTBPHEHO Jla He MOCTOjU OMACHOCT OJI IIH-
pPema LTETHOI OpraHru3Ma Ui

3) ymorpebspaBame THX OMJbaka Kao XpaHE 3a JKUBO-
THC HAKOH OATOBapajyhe TomiaoTHe o0paje, Koja HE OcTa-
BJbA HUKAKBY MOTYRHOCT NpeKMBJbaBamba MITETHOT OPraHu-
3Ma HIIH

4) xopumheme THX OMIbaka 3a HHIYCTPH]CKY TIpepay, Ioj
YCJIOBOM JIa C€ AMPEKTHO JIONIPEME 10 MjecTa Ipepaje Koje uma
OIIpeMy 3a OJUIararmbe OTIa/1a, YUME je OTKIOHEHA OIIACHOCT Off
IMpera MTETHOT OpTaHu3Ma | ako je 00e30ujeheno unmtheme
1 JIe3nH(EKIHja IIPEeBO3HUX CPEICTaBa Koja HAIYIITajy MjecTo
npepaje Win

5) npyre mjepe, MOJ YCIOBOM Ja HEMa ONAcHOCTH Of ILH-
perba ITETHOT OpraHu3Ma.

Unan 14.

(1) I'maBHe Owpke momahwHM Koje ce cMarpajy Moryhe
3apa)KeHUM LITETHUM OPTraHW3MOM, IIaBHEe OHMJbKe HOMahuHU
rajeHe Ha MjeCTHMa MPOM3BO/IHE KOja ce cMarpajy moryhe 3a-
paKeHHMa, Kao U KPTOJie HiId OUIbKe KPOMITHPA KOje Cy KIIOH-
CKH TOBE3aHe ca OHMMa KOje Cy O3HadeHe Kao 3apaxkeHe 0e3
003upa Ha pe3yirare 1abopaTopUjCKUX UCIIUTUBAKA HE CMUJY
ce KOPUCTHUTH 3a CaJliby.

(2) Kprone kpomnupa u3 craBa 1. OBOT ujaHa MOTy ce:

1) ymoTpujeOuTH Kao MEPKaHTHIHH KPOMITUP HAMH]jCHCH
3a UCXpaHy, KOjU Ce MOpa MakoBaTH Ha MjEeCTHMa ca OJroBa-
pajyhom ompemoMm 3a oiarame OTIaJA, M KOjH je CIIpeMaH 3a
HETIOCPEHY J0CTaBy M ymnoTpeOy Oe3 HaKHAIHOT IMperaKu-
Bamba, a Ca CjeMEHCKUM KPOMITHPOM J03BOJBEHO j€ J1a Ce PyKyje
Ha THM HCTHM MjECTHMa CaMO aKO C€ PaJii OJJBOjEHO HIIU HAKOH
ynmhema u aesuadexuyje,

2) ynoTpujeOuTH Kao MEpKaHTHIHU KPOMITP HAMH]jeHeH
WH/TyCTPH]jCKOj TIPEPaIH, IO YCIOBOM Ja c€ AUPEKTHO AOTpe-
Me JI0 MjecTa mpepaje Koje uMa OlpeMy 3a ojjlarame oTnaja,
YHUME je OTKJIOEHEHA OMACHOCT OJ] LIMpPEeHa LITETHOI OpraHu-
3Ma, " aKo je o0e30ujeheno unmheme u aqesnHpexrja npeBo-
3HHX CPE/ICTaBa Koja HAIMYIITAjy MjeCTO mpepajie u

3) ymoTpujeOUTH WM OUIOKHUTH Ha JIPYTH OJOOpEHH Ha-
Y{H, HOJ{ YCJIOBOM Jla HEMa OMAaCHOCTU OJ IIUPEHa IITETHOT
opraHm3Ma.

(3) Ocranu aujenoBu IIaBHUX OMJbaka JgoMahnHa, yKIbY-
gyjyhu u ocratke crabipmka W jumrha, MOTY c€ YHHIUTHTH
WM YTIOTPUjeOUTH WM OUIOKUTH Ha OPYTU OJOOpEHH Ha-
YHH, 0] YCJIOBOM Jia HEMa ONACHOCTH OJf LIMPeha MITETHOT
opraHusma.

Ynan 15.

(1) Pangu cnipevyaBama MIMpPErHa NITETHOT OpPraHM3Ma OTIIa-
JIOM KOJH je HacTao Kao pe3yirar crpoBolema mjepa u3 wi. 13.
u 14. oBOr mpaBWJIHMKA M OTHAJga KOjU HACTAje TOKOM PYKO-
Bamba, OJICTPAbUBaba U Pepae 3apakeHuX MapTHja, CpoBO-
Ie ce cibenehe mjepe:

1) ornamu xpommupa 1 napaznajza (yxpydyjyhu onbadeHu
KPOMITHp, KOPY W Mapajaj3) U CBH JPYT'H UYBPCTU OTIAIH KOjU
Cy Y Be3M ca KpOMIIHMPOM M TapazaajzoM (YKibydyjyhu 3emiby,
KaMeme U Jpyre 0CTaTKe) Mopajy Jia ce:

1. omnaxxy Ha ciryKOeHO 00OpEeHOM MjecTy, Ha KOjeM He
MOCTOjH OMACHOCT OJf HEKOHTPOJMCAHOT IIHPEHa IITETHOT
OpraHn3Ma y OKOJHHY (HIIP. HCIIHPABEM Kpo3 TI0pe 3eMIbE 110
HOJHOIPHUBPEIHOT 3eMJBHIIITA UITH JTOTHLIAjeM ca BOJIOM Koja Ou
MOIJIa /1a c€ YNOTpHjeOH 32 HaBOAKABAKE MOJHONPHUBPEIHOT
3emJpnmTa). OTHANM ce MPeBo3e TUPEKTHO 10 oapeheHor Mmje-
CTa, Yy 3aTBOPEHOM HPEBO3HOM CPEJCTBY, TaKO Aa HE MOCTOjH
OIaCHOCT OJ] I'yOUTKa OTHaja,
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2. criasbyjy,

3. oxcTpaHe MPUMjEHOM APYTHX Mjepa 3a Koje je yTBpheHo
1 He OCTOjH OMACHOCT Off IIMPEha MITETHOT OPraHnu3Ma;

2) TeYyHM OTHAJ{ HACTA0 y Npepajgy KOjH CaAP:KH UBPCTE
4yecTuIe, NMpuje ykiamama ce Quirpupa uiam obpalhyje mo-
CTYIIKOM CEJVMEHTAIMje Pay OACTpambHBamba UYBPCTHX dec-
THIa, KOje Ce HAaKOH TOr'a yKJIamajy Ha Ha9MH U3 Tauke 1) oBor
cTaBa.

(2) Teunu nuo ormana U3 crasa 1. Tauka 2) OBOT WIaHA Tpe-
THpa ce Ha cJbefehn HaunH:

1) mpuje oncTpamuBaka 3arprujaBa ce Ha TeMIepaTypH Of
Hajmamwe 60 °C y Tpajamy HajMame 30 MUHYyTa WITH

2) oxcTpamyje ce Ha HayMH Koju oHemoryhama ma oTma-
oy gohy Ha OWMJIO KOjU HAYMH y IOAMP Ca MOJHONPHUBPEIHIM
3eMJBUIITEM HJIM BOAOM KOja c€ MOXE YNOTpHjeOMTH 3a Ha-
BOJIEbABAHC TTOJHOTIPUBPEIHOT 36MIBUIITA.

Ynan 16.

(1) Mammune, npeBo3Ha cpeicTBa, CKJIAAUIITA U HBUXOBU
JIMjEJIOBHU, JPYTH O0jeKTH W IpenMeTH, yKibydyjyhu um mare-
pHjall 32 MaKOBambe, KOjU Cy O3HAYCHH KAao 3apajkeHH WM Ce
cMmatpajy Moryhe 3apakeHUM, MOpajy Ja ce OYHUCTE U JAC3UH-
¢bukyjy npuMjeHoM oxroeapajyhux mocrynaxa 3a yniheme u
Je3MH(EKIH]y KOjuMa ce OTKJIaka ONaCHOCT O] IIHPEHha ITEeT-
HOT OpraHu3Ma.

(2) V cnyuajy kama martepujai 3a IaKoBame W3 craBa 1.
OBOTI' uJlaHa HUje MOoryhe OYHCTHUTH U JIe3MH(UKOBATH TakKo Ja
ce OTKJIOHH OMACHOCT Off LINPEeHha IITETHOT OpraHu3Ma, Hala-
e Ce IEer0OBO YHHUIITABAbE.

Unan 17.

(1) Ha mospy HaMHjeHEHOM 3a MPOU3BOIBY TIJIABHUX
Ouspaka qomahmHa, Koje je 03HaYeHO Kao 3apa)KeHO 3a BpHje-
Me Off HajMambe YSTHPH BereTalloHe TOANHE MOCIH]je TOIIMHE
y K0joj je yTBpheHa 3apa3za, Hajaxe ce crpoBoheme cibenehnx
Mjepa:

1) yknamame CaMOHUKIIHX OHMJbaka KpOMITUpa | T1apajajsa,
Kao U JPYruxX CaMOHMKINX OWbaka nomMahnHa MITETHOT Opra-
HU3Ma, YKJby4yjyhu kopoBe u3 noponuie Solanaceae, u

2) 3abpaHa cagme KpTojia WM Oujbaka KpOMIHpa, Kao U
CjeTBe cjeMeHa KpoMIHpa y O0TaHWUYKOM CMUCITY, CaJiibe Onsba-
Ka IMapajaj3a U CjeTBe CjeMEHa Iapajaj3a, calmbe WIH CjeTBe
Ipyrux Omsbaka gomahnHa, Caamke WM CjeTBe OMIJBHHX BpPCTa
u3 poxa Brassica 3a koje je yrBpheno ma omoryhasajy mpexu-
BJbABAE IITETHOT OPTaHU3Ma U Calibe WIN CjeTBe OMibaka 3a
Koje je yrBpheHo ma omoryhaBajy mupeme MTETHOT OpraHu-
3Ma.

(2) Y mpBOj ce30HM MPOU3BOIAKHE KPOMITUPA WM Tapasaj-
3a KOja CJIMjeq TOCIije IepUoa U3 cTaBa 1. OBOT wiaHa, MO
YCIIOBOM J1a Ha TIOJbY HajMame IBHjE MOCIHEIbE BETeTAI[OHE
TOJIMHE TOKOM CTIpoBoljema mpereia HUCy npoHaleHe caMoHu-
KJie OuJbKe KpOMITHpa U IMapajajs3a, Kao u Ipyre Ouspke nomahu-
HU, YKJbY4yjyhu xopoBe u3 mopomune Solanaceae, y ciydajy
MPOU3BOAHE KPOMITHPA, JOIYIITA CE MPOM3BOAA HCKIbYYHBO
MEpPKaHTHIHOT KPOMITUpPA M CHPOBOIN J1a0OPaTOPHjCKO HCITH-
THBaHE KPTOJIa IPUIIMKOM Baljerba.

(3) Y ce30HH MPOM3BOAKE KPOMIIMpa WIM Hapanaj3a Koja
CIIMje/u TIOCIUje CE30HE U3 CTaBa 2. OBOT WiaHa jo3Boiuhe ce,
y3 oxaroBapajyhu miomopen, Koju Mopa OUTH HajMame JBOTO-
JMIIBY 32 TPOM3BO/Y CjEMEHCKOT KPOMITHPA, HPOM3BO/IHA
CjEMEHCKOT WJIM MEPKaHTWJIHOT KPOMIIHpa, Kao M Ousbaka ma-
panajza, y3 cripoBoheme mperesa.

(4) Y Toky meT BereTauMoOHHUX TOJMHA MOCIHje TOAUHE Y
K0joj je 3apasa yTBpheHa, cripoBoje ce cibenehe mjepe:

1) ykiamarme CAaMOHUKIINX OMJbaka KpOMITUPA U T1apajiajsa,
Kao M Apyrux Ousbaka qoMahnHa MITETHOr OpraHu3Ma, YKIbY-
uyjyhn kopose u3 pamunuje Solanaceae, u

2) y mpBe TPH TOMMHE, OJpKaBame I0Jba Ha yrapy HWin
Kao TPajHU MAllbaK Ca WHTCH3MBHOM HCIAIIOM WM YECTOM
HUCKOM KOCHIOOM WJIM CE CHjy JKHUTapHIle WIN Ce KOPUCTH 3a
IIPOU3BO/IIY CjEMEHCKHX TpaBa. Y cibezrehe JBUje y3acTOIHE
TOJIMHE JIONYIITEHA je MPOU3BO/Iba Onbaka Koje Hucy gomahu-

HHU LITETHOT OpraHu3Ma 1 3a Koje je Io3Haro 1a He omoryhasajy
[PSKUBIbABAE WK IIHPCEHE LITETHOT OPraHu3Ma.

(5) Hocnuje cnpoBohema Mjepa u3 craBa 1. Tauka 2) oBor
4jaHa, y cibeaehoj BereTalmoHoj TOAMHN J103BoKnhe ce mpo-
N3BOJIba CjEMEHCKOT HJIM MEPKAHTIITHOT KPOMIHPA WITH TTapa-
naj3a, y3 1abopaTopHjcKo MCIHUTHBAaKkE M3BaljeHHX Omibaka M
KPTOJIa, aKO Ha 110JbY KOj€ je O3HAYCHO Ka0 3apa)KCHO Y TOKY
crpoBoherma mperiena HUCY HpoHahleHe CcaMOHHUKIE OWb-
Ke KpOMIIHpa W Tapajajsa, Kao W JApyrux Owibaka nomahuHa,
ykIpyuyjyhu xopose u3 ¢pamunmje Solanaceae, HajMame 1BUje
y3aCTOITHE BereTalloHe TOANHE.

Yian 18.

(1) Ha ocranum moJjbrMa yHyTap Mjecta IpOH3BO/IbE Koje
j€ 03HAYEHO Kao 3apakeHO y BEreTaI[IOHO] TOJMHH KOja CIIHje/IH
MoCIvje TOAMHE Y KOjoj je yTBpheHa 3apasa, 1moJ| yCIOBOM Jia je
YTBphEHO 1a je OTKIOHmEeHA OMACHOCT Ol CAMOHHKIINX OHMJbaka
KpPOMITHpa | 1apasiaj3a, Kao 1 Apyrux Omsbaka qromahnHa mrerT-
HOT OpraHu3Ma, ykJbydyjyhn xopose u3 pammimje Solanaceae,
HE JI03BOJbaBa CE€ Calba KpTojia M OMJbaka KPOMITHpA, CjeTBa
cjeMeHa KpomIupa y OOTaHHYKOM CMHCIY, Kao M CjeTBa U
ca/imba Ipyrux Ouspaxa JoMahnHa ITETHOT OpraHu3Ma.

(2) Axo je mpuje caame yTBphEeHO 1a je OTKIOHCHA Oma-
CHOCT O] CAMOHHUKIIMX OnJbaka JoMahiHa [ITETHOT OpraHu3ma,
MOJXKE CE JIO3BOJIUTH Ca/iba CePTH(HUKOBAHOT CjeMEHCKOT KPOM-
[Mpa HAMHU]CHCHOT MCKJbYYHBO MPOU3BOABH MEPKAHTHIHOT
KpOMIIHpPa, OHOCHO Cajba OMibaka mapajaj3a MpOU3BEICHUX
U3 CjeMeHa KOje MCIyHaBa yCJIOBE 3/IpaBCTBEHE HCIPABHOCTH.
Toxom Bereranuje Mopa ce CIIPOBOJIHTH HAJ30p, Kao H J1abo-
paropujcko UCTIMTHBamke n3BaljeHNX Onsbaka U KpToJia Ha MpU-
CYCTBO ILITETHOT OpPraHW3Ma Ha HauMH onucaH y IIpuiory.

(3) V mpyroj u Tpehoj BereTanyioHo0j TOMUHA KOja CIIH]jEIH
Mociyje TOAMHE Y KOjoj je 3apa3a yTBpheHa, mociuje crpo-
Bohera Mjepa u3 cT. 1. u 2. OBOT WiaHa, J03BOJbABA CE Calmba
UCKJbYYHBO CEPTU(PHKOBAHOT CjEMEHCKOI KPOMITHpa 3a cje-
MEHCKY WM MEPKaHTUIIHY [IPOU3BOAIY, OAHOCHO Cajiiba CaMo
OHHUX OMJbaka Mapajiajza Koje Cy MPOH3Be/IeHe U3 CjeMeHa Koje
HCITyH-aBa yCJIOBE 3/PaBCTBEHE MCIPABHOCTH, WIN U3 OMJbaka
00MjeHnX BeTeTaTUBHUM pa3MHOXKaBambeM OMbaka rapajiaj3a
IIPOM3BE/ICHUX U3 TAKBOI' CJEMEHA U MPOU3BEICHHUX O] CTPYY-
HUM HaJ30pOM Ha MjeCTHMa MPOHU3BO/E KOja HUCY O3HAuYeHa
Kao 3apakeHa, 3a MPOU3BOAY Pacajia MM II0JI0BaA.

(4) opexn mjepa u3 ct. 1, 2. 1 3. OBOT WiaHa, Ha OCTAINM
MOJbMMA YHYTap MjecTa MPOU3BOIIE KOje jé O3HAUYCHO Kao
3apaKCHO HajMambe TPU BEreTallMOHE TOAMHE CHPOBOIM Ce
YKIIakhakhe CAMOHMKINX OMibaka IaBHOT JoMahuHa U APYrHX
Omwbaka ToMahuHa IITETHOT OpraHMW3Ma U Mperie]] ycjeBa To-
KOM NPOU3BO/IIE, Y OAroBapajyhuM BpeMEHCKHM MEepUOIIMa,
CBUIX I10Jba Ha KOjHMa CE raju KPOMITUP, KA0 1 J1ab0paTopHjcKo
HCTIUTUBaE H3Ba)eHNX OMIbaka M KPTOJIa ca CBAKOT MOJba.

Unan 19.

(1) Ha MjecTrma mpom3BOIKBE KOja Cy O3HaueHa Kao 3a-
paxeHa mocnuje yTBphuBama 3apase IUTETHHM OpPraHU3MOM
npou3Boljay MOpa OYHUCTHTH W JC3MH(PHUKOBATH CBE MAILHHE,
olpeMy M CKJIAJHUIIHE MPOCTOPE KOjU Cy KopHiheHH 3a Tpo-
U3BOJIBbY KPOMITHPA WM 11apajiaj3a, Kako y MPBOj TOJMHM Kaja
je J03BOJbeHA MPOW3BO/-a KPOMIIMpPA U Iapajaj3a Tako U y
CBaKOj HapeIHOj IPOU3BOAHO] TOIUHU.

(2) Kaga je To moTpebHO pany cripedaBama MUpPEmha ITeT-
HOT OpraHu3Ma Ha MjecTHMa IIPOU3BO/IHE KOja Cy O3HAaUeHa Kao
3apakeHa HUje J03BOJHEHO HABO/IHaBAE U MIPCKambE.

Umnan 20.

(1) ¥V 3amrtrheHoM IpocTOpy KOjH je 03HAUeH Kao 3apa)<eH,
a HAMH]jCHEH je 3a MMPOM3BOIBY OMIba, HUje TO3BOJbCHA CaTHha
KpTOJa Win OMjbaka KpOMIIUpA U CjeTBa CjeMeHa KPOMIHpa Y
0OTaHMYKOM CMHCITY, Ka0 HH CjeTBa ¥ Callha JPyrux Ouspaka
nomahyHa MITETHOT OpPraHU3Ma, yKJbydyjyhn u OuibKe u cjeme
rmapasajsa, CBe JI0K ce y TOM 3alITHNEeHOM MPOCTOPY HE CIIPO-
BeJy Mjepe YHHIUTaBamba LITETHOI OpPraHM3Ma M He YKJIOHE
cBe OuJbKe JoMahMHU U BHXOBH [IMjEJIOBH, IPH YeMY ce€, Kao
MHHHMMaJHa Mjepa, 00aBe3HO CIPOBO/IM IOTITyHA 3aMjeHa CyII-
cTpara 3a rajeme, kao 1 uniherme 1 1e3nHpeKInja ToT 3aliTH-
heHor npocTopa u 1jeoKyHe onpeme.
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(2) Mocnuje cnpoBohema Mjepa u3 craBa 1. OBOT YiIaHa
MOJKe ce 0J00pHTH IPOU3BO/IEHa KPOMITUPA U ITapaajsa, i To:

1) npou3BoaHa KPOMIIHPA U3 CEPTUPHUKOBAHOT CJEMEHCKOT
KPOMITHpa MPOU3BECHOT MO/l CTPYYHUM HAJ30POM HJIM MHHH-
KpTOJIa WM MHUKpO-OMJbaka NOOWjEeHUX U3 KyIAType OHIJFHOT
TKHBA KOje TIOTHYY U3 TECTUPAHUX HU3BOPA U

2) IpoM3BO/IE-A TAPAZIAj3a U3 CjeMEHa KOje HCITyHaBa yCIIo-
BE 3/[paBCTBEHE MCIIPABHOCTH MIIM U3 OMibaka I0OMjeHHX Bere-
TaTHUBHUM Pa3MHOXAaBamkeM OuJbaka mapasiaj3a MpPOU3BEICHUX
13 TAaKBOT CjeMEHa IO/l CTPYYHNUM Ha[30POM.

(3) Kaga je To moTpeOHO panu cripedaBama MNPEHka MTeT-
HOT OpraHu3Ma Ha MjecTHMa IPOU3BO/IE KOja Cy O3HAUeHa Kao
3apakeHa, HHje J103BOJbEHO HABOAH-ABAE H IIPCKAIBE.

Unan 21.

(1) Pamm mpahema 3apaBCTBEHOI CTama IIAaBHUX OMIba-
ka nomahmHa, OMJBPHUX MPOM3BOJA U TPOIUCAHUX OOjexara y
MoceOHO peryircaHoM Moapydjy u obe3djehuBara ycmosa 3a
IIpecTaHaK HAJIOKCHNX Mjepa y TOKY HajMarhe TPH BereTalioHe
TOJIMHE KOje CIIMje/ie OCIHje OHe y K0joj je 3apa3a yTBpheHa:

1) BpimM ce HaA30p MjecTa Ha KOjUMa Ce MPOU3BOJIE, CKIla-
JMIITE, Halla3e WK fopalyjy KpTosie KpoMIupa 1t OUibKe ra-
panajza, ykipydyjyhu u napuesne (IIOBpIIMHE) ca KOJUX MOTHIY
1 Ha KOjUMa Cy C€ KOPUCTHJIM HCTH ypehaju,

2) BpLIU Ce caiiba YHYTap 3apaKCHOT U YTPOKEHOT MOJPY-
Yja MCKJBYYMBO CEPTH(HUKOBAHOT CjeMEHCKOT KpOMIIHpa U 00a-
BE3HO HCIMTHBAe NOCIHje Bahemba CjeMeHCKOT KpOMITUpa Koju
je mpou3BeieH Ha Moryhe 3apakeHUM MjeCTHMa TPOM3BO/IEE U

3) Ha CBMM NPOU3BOJHUM IMOBPIINHAMA YHYTap 3apakeHOT
U YIpOXKEHOT MOJpydYja ca MPOU3BEICHUM CjeMEHCKUM KPOM-
ITIPOM TMOCTYTIA CE OABOjEHO OJ] MEPKAHTIIHOT KPOMITpA HIN
ce Bpim ynmheme u Ae3nHpexnrja n3Mely mocrymama ca cje-
MEHCKUM M MEPKaHTHIIHUM KPOMIIHPOM,

4) Bpmm ce caama caMo OHUX OMJbaka Iapajaj3a Ipomu3Be-
JICHUX U3 CjeMeHa KOje UCITyHhaBa YCIIOBE 3IpaBCTBEHE UCIIPaB-
HOCTH WM n3 OMJbaka JOOMjeHHMX BEreTaTHBHHUM Pa3MHOXKa-
BameM OMbaka rapajiaj3a Mponu3BeICHUX U3 TaKBOT CjeMeHa 1
rajeHux MoJ CTPYYHAM HaI30pOM, y CBUM yCjeBHMa Mapajaj3a
YHYTap 3apa)XCHOT M YTPOXKEHOT TI0ApYYja,

5) obaBibajy ce mpemieny U3 Wi. 2. ¥ 3. OBOT IPABIITHHKA.

(2) Pagu npahema MoBpLUIMHCKKX BOJA KOje Cy Ouie 03Ha-
YeHe Kao 3apa)KeHe y 3apaXCHOM M YIPOKEHOM MOApPY4Yjy U
o0e30ehuBarma ycioBa 3a IpecTaHaK HAJIOKEHUX Mjepa Y TOKY
HajMarbe TPH BereTallnoHe TOANHE KOje CIIHje/e MOCIHje TOIH-
He y K0joj je 3apa3a yrBpheHa:

1) obaBbajy ce mpemiean y onroapajyhem BpeMeHCKOM Tie-
pHOMY U y3UMajy y30pLH MOBPIIMHCKE BOJE, @ Ka/ia je TO oTped-
HO, y30pIy Onsbaka qomahnHa INTETHOT OpraHu3Ma U3 Gpamuimje
Solanaceae u3 Te Bozie, paau J1a0OPaTOPH)jCKOT UCTTUTHBAA,

2) BpLIM ce HAaJ30p MPH CIPOBONEHY HABOAABAbA U IIP-
CKamba IIaBHUX OuJbaka qoMahuna.

(3) Ako je Ha OCHOBY pe3yirara JabopaTOPHjCKOT HCIIH-
THBama y30paka yTBpheHo Ja Boja koja je Omia o3HadeHa Kao
3apa)keHa BHILIEC HUjE 3apaKeHa, MOXKE CE J03BOJIUTH HhEHA YIIO-
Tpeda 3a HABO/IHABAE H IIPCKAbE.

Unan 22.
[onaum n nHOpMaIje 0 MOTBphEeHOj 3apa3u, Kao 1 Moja-
M ¥ uHdoOpManuje o IpecTaHKy Mjepa MUHUCTAPCTBO MOJbO-
IIpUBpe/e, ITyMapcTBa U BOAONIPUBPE/IE JOCTABIbA HA/UIC)KHIM
OpraHnMa.

Unan 23.

OBaj mpaBWITHKK CTyIa Ha CHAar'y OCMOT JIaHa Of AaHa 00ja-
BJpUBama y “Ciyx0eHoM racHuky PemyOnuke Cpricke”.

Bpoj: 12.03.3-330-3269/17
25. aBrycta 2017. rogune
bama Jlyka

Munucrap,
Jp CreBo Mupjaunuh, c.p.

npPUJaIOr

[llema TecTHpama 3a IUjarHOCTHKY, ICTEKIH]y H HACHTHOUKALI]Y
Hpoy3pokoBada cMelje TPyJexkH KpToia KpOMITHpa U OaKTepHjCKOT yBe-
Hyha kpoMnupa u napajajza

IMornaesse I - O6nacT npuMjeHe memMe TeCTHpama

INpuka3ana mema TeCTHparba OMUCYje PA3IHIUTE IOCTYIIKE YKIbY-
4eHe y:

1) nujarmo3y mpoyspoxoBada cmehe Tpynexu KpoMnupa u Oax-
Tepujckor yBenyha kpommnupa, napanajza u ipyrux ouspaxa gjomahu-
Ha,

2) nerexuujy Ralstonia solanacearum y y30puuma KpTojia KpOM-
nupa, OMJbaka KpOMIUpa, Mapajajza u Ipyrux Ousbaka jpomahuHa, y
BOJIU U y 3eMJBHILTY,

3) unentuduxanujy Ralstonia solanacearum (R. solanacearum).
IMornassse II - OmuTa Havyena

V nornasssuMa o IX 1o XVI oBor npusora Hanase ce CTaHIapAHU
MIPOTOKOJH 32 MOjeJMHEe METO/E, MOTBPhHEHN U OJOOPEHH PearcHcH H
TIOjeIMHOCTH Y BE3H ca IPUIIPEMOM MaTrepHjajia 3a TeCTUpame 1 pede-
pentHor Marepujana. Y Ilormasipy IX oBor mpuora Hamasu ce com-
cak Jaboparopuja YKJbY4EHHX Yy MPOLEC ONTHMHU3ALHU]C U BalIUAALM]je
MIPOTOKOJIA.

C 003upoM Ha TO Aa MPOTOKOJHU YKJbY4Yjy METOIE ICTEKIIHje
KapaHTHHCKOT OpraHu3Ma, LITO MOApasyMHjeBa H yHnoTpedy >KHBUX
pedepentHnx Kyntypa R. solanacearum, npoueaypa ce Mopa U3BoO-
JIUTH y IOPONUCAHUM KapaHTHHCKHM YCIOBHMA ca OAroBapajyhum
o0jeKTHMa 3a O/UIarame, 4yBame i YHUIITABAkE 0T/ y CKIaay ca
yCIOBHMA KOj€ MPOIHUCYje HHCTUTYIMja OATOBOPHA 332 KapaHTHHCKE
IIPOIIHCE.

[NapameTpu TecTHpama MOpajy 00e301jequTH YjeaHaYeHEe U TOHO-
BJBbHBE HUBOC JCTEeKUHje R. solanacearum mpema IpONUCaHUM MParo-
BHMa OCjeT/BUBOCTH [OjEIMHNX METO/A.

Ob6aBe3Ha je mpenn3Ha mpunpeMa No3UTHBHUX KOHTPOJIA.

Tectupame y CKIaay ca 3aXTHjeBAHMM IIPAaroM OCjeTJbHBOCTH
[OJpa3yMHjeBa MPABHIIHO MOCTABJbAbE, OJPIKABAE U KAIHOpUparbe
orpeMe, MaxJbHBO PYKOBAamC M UyBamE pearcHaca, kao M Ipemy3u-
Mame Mjepa 3a ClipedyaBarme KOHTaMHHaIje u3Mel)y y3opaka, Hip. pa-
3/Bajarke MO3UTHBHUX KOHTPOJIA OJ y30paka 3a TecTupatse. [la Ou ce
n30jerie aAMUHUCTPATHBHE WM APYTe TPEIIKe, MOPajy ce MPHUM]jCHHU-
BATH CTaH/ap/M KOHTPOJIE KBAIUTETA, T0CEOHO TIPH O3HAYaBakbY y30-
paxa u Bohemwy TOKyMeHTaluje.

CyMHba Ha TIPUCYCTBO ITATOTEHA Y y30PKY MOJpasyMHjeBa MO3HTH-
BaH pe3yNITaT TeCTa IIPoBjepe y30pka Kao IITO je IPHUKa3aHo y Aujarpa-
MHMa TOKa.

ITo3utuBan pesyirar JOOUjeH y IPBOM M3BPIICHOM TECTY MPOBje-
pe (IF rect, PCR/FISH, cenextrBHa H3071a11ja) MOpa c€ IIOTBPIUTH U
JIPyTHM TECTOM IIPOBjepe Koju ce 0a3upa Ha JpyroM OMOJIOLIKOM Ha-
qey.

Axo je pesyntar npsor Tecta nposjepe (IF unmun PCR/FISH) nosu-
THBAaH, TaJla Ce CyMHba Ha NPUCYCTBO R. solanacearum u notpedHoO je
HPUMUjEHUTH ¥ JAPYTH TECT MpoBjepe. AKO je pe3y.raT u JApyror TecTta
MO3UTHUBAH, TaJa je CyMiba MOTBpheHa U TeCTHpambe ce HaCTaBba IIpe-
Ma OIHCAHOj IMIeMHU. AKO je pe3yiTar Ipyror TecTa HeraTuBaH, Taga
ce cMarpa Ja R. solanacearum Huje TpUcyTHa y y3opky. Ilo3utuBan
pesynrar IF Tecra ce neduHuUIIe Kao MO3UTUBHO ounTaBame IF Tecra
notBpheHo u npyrum tectom nposjepe (PCR/FISH).

IMorBpheno mnpucycTBO MHaToreHa MNoApa3yMHjeBa M30JALU]y H
naeHTUHKALN]y YHCTe KYAType R. solanacearum n mOTBpIy marore-
HOCTH.

Tornassse 111
1. IIpuka3 nmujarpama Toka

1.1. lllema yTBphuBama mpucycTsa mpoy3pokoBada cmehe Tpy-
JexKH KpTona u Oakrepujckor yBenyha (Ralstonia solanacearum) 'y
KpTojlaMa M OusbKama KpOMIMpa, rapajajsa Wid IpyruM OusbKama
jomahrHMMa ca cuMIITOMUMa cMelje Tpylexn niti 6akTepujcKor yBe-
nyha (Lllema 1)

IMocTymak TecTHpama IpUMjemyje ce 3a KPToie U OHIbKEe KPOM-
nupa, rnapajajsa win apyre Onsbke qomalinHe ca TUIIHYHAM CHMIITO-
MEMa WIH CHMIITOMEMA KOju yrylyjy Ha IPHUCYCTBO HPOy3pOKOBada
cmehe Tpynexu. [loctynak ykibyuyje TecT mpoBjepe, U30auujy mna-
TOreHa M3 3apa)XCHOI' CIIPOBOIHOI TKHUBA Ha XPAmHBY IOIJIOTY H Y
Cllydajy MO3HUTHBHOT pesyirtara WICHTH(HKALUjy ducTe Kyntype R.
solanacearum.
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Iema 1.
(1) Ommc cumnroma HaBezeH je y Ilormtasipy IV oBor npuora.

(2) bp3u 1MjarHOCTUYKU TECTOBH OJIAKIIIABAjY TOCTABIbALE IUjar-
HO3e, alli HUCY HEONXojHH. Herarusan pesynrar He rapaHryje yBHjeK
OJICYTHOCT T1aTOT€Ha.

(3) Tectupame mpHUCYCTBA IMaTroreHa y OaKTEPHjCKOM EKCynary
U3 CHPOBOJIHOT TKMBa cTabibrke onucaH je y ITornaspy VIII Tauka 1.
nozarayka 1.1. oBor npuiora.

(4) Tecr 3a otkpuBame rpanyia poli-p-hidroksibutirata y Gaxre-
pujcknMm henmjama ommcan je y ITornasspy VIII tauxa 1. nograuxa 1.2.
OBOT MPHJIOTA.

(5) Cepononiky TeCTOBM anTyTHHAIMjE Ha OAKTEPH]CKOM EKCyaTy
WM €KCTPAKTY U3 TKUBA ca cuMIToMuma onucanu cy y Ilornasisy VIII
Tauka 1. moarauka 1.3. oBor nmpuiora.

(6) IF Tect Ha cycrieH3uju GaKTepHjCKOTr eKCyHara y BOIY MU Ha
EKCTPAKTY M3 TKMBA ca cumnromuma onucat je y [Tornaspy VIII Tauka
1. noxrauka 1.5. oBor nputora.

(7) FISH Tect Ha cycneH3uju GaKTEePHjCKOT eKCyaaTa y BOAU HIN
Ha SKCTPAKTy W3 TKHBA ca CHMNTOMHUMa omucan je y Ilormasmpy VIII
Tauka 1. moxrauka 1.7. oBor mpuora.

(8) ELISA Tect Ha cycnieH3uju 0aKTepHjCKOT eKCy1ata y BOAU WK
Ha eKCTPAKTy M3 TKHMBa ca cUMNTOMUMa onucaH je y Ilormasmpy VIII
Tauka l. moarauka 1.8. oBor npuora.

(9) PCR Tect Ha cycrneH3uju GaKTEPHjCKOT eKCyaTa y BOJIH MU Ha
EKCTpPaKTy U3 TKHBaA ca cHMIToMUMa onmcad je y [Tormasipy VIII Tauka
1. moarauka 1.6. oBOr npuora.

(10) ITaroren ce 0OMYHO MOXE JIAKO U30JIOBATH U3 OMJBHOT Mare-
pHjalia ca CHMITOMHMA METOZIOM pa3pjelhersa 1 n3onaije Ha XpaHibH-
By nojutory (ITorassbe IV Tauka 1. moxrayxa 1.3. oBor npuiora).

(11) Onuc Tunmure Mopdornoruje KonoHuje HaBeseH je y [lorma-
BJby IV Tauka 1. moarauka 1.3. oBor npuiora.

(12) I'ajeme OakTepHjcKe KyJIType MOXKe OUTH HEYCIIjEeIIHO y I10-
OJIMaKJIOM CTaJ1jyMy MH(]EKIHje 300T KOMIIETHIN]E WU TPETjepaHor
pa3MHOXkaBarba canpo@UTHUX OakTepuja. AKO Cy CHMITOMH OONECTH
THITMYHH, a TECT U30JIallije HEraTHBaH, TeCT H30JIallHje Ce MOpa MOHO-
BUTH, HajOOJbE Ha CEIICKTUBHO] XPaHJbHBO] MOIIO3H.

(13) Ioy3nana uaeHTHdUKALMja YUCTHX KyITypa H3onara OaKre-
puje R. solanacearum mocTike ce u3BOhEHEM TECTOBA ONMMCAHWX y
Tornasspy VIII Tauka 2. oBor npuiora.

(14) Tecr marorenoctr onmcad je y Ilormaspy VIII Tauka 3. oBor
[IpHIIOra.

1.2. Ilema 3a yrBphuBame mnpucycTBa M uiacHTH(HKAIHM]y R.
solanacearum y y3opuuMa KpTojia KpoMmmupa 6e3 BUIJBUBHX CHMIITO-
Ma (Illema 2)

Haueno

IocTynak TecTHpama HAMHJCECH j¢ 332 OTKPHBA-E IPHUCYCTBA
CKPHUBEHE 3apa3se y KpToJiamMa KPOMITHPA.

[Mo3utHBaH pe3ynTar HajMame JBa TECTa MPOBjepe, Koju ce Oasu-
pajy Ha Pa3IMYUTUM OHOJIOIIKUM HauelIMMa, IOy HhaBa ce 30JaLjOM
MaTtoreHa, MOCIHje 4Yera, y Ciydajy HM30Jalije THIHYHUX KOJIOHH]a,
clMjeu NOTBpIA YHUCTE KYAType R. solanacearum.

ITo3uTHBaH pe3yaTaT caMo jeJHOr OJf TeCTOBa IPOBjepe HHje 10-
BOJbAH J1a OU Ce y30paK CMaTpao BjepOBATHO 3aPaKEHHM.
TecToBu npoBjepe U H30JaLMja MOPajy OMOryNHTH HHBO OCjeTJbH-

Boctu nerekiuje 103 henuje/ml no 104 henuje/ml pecycnenjoBanor
Taora, ykJby4eHOT Kao O3UTHBHA KOHTPOJIA Y CBAKOj CEPUjH TECTOBA.
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Illema 2.

(1) Crannapana BennuuHa y3opka je 200 kprona; ako Ha pacro-
narawy Hema 200 Kprosia, MOCTYIAK C€ MOXKE CIIPOBECTH M HA MAbUM
y30pLuMa.

(2) Metozie eKkcTpakiije U KOHIIEHTPOBama IaTOTeHa OMHCaHEe Cy
y ITornaspy V Tauka 1. oBor npuiora.

(3) Ako cy pe3ynTaTé HajMame J[Ba TECTa KOjU CE 3aCHUBAjy Ha
pa3IMYUTHM OMOJIOIIKUM HadyelnMa I03UTHBHH, IOTPEOHO je M3Bp-
IINTH H30J1ALHjy U MOTBPIUTU IPUCYCTBO MaToreHa. M3spmmru Gap
jenaH tect nposjepe. Kaza je pesynrar Tecta HeraTuBaH, cMarpa ce aa
je y3opak HeratuBaH. Y Cily4ajy [a je pesyiTar Tor TecTa II03UTHBaH,
MOTPEOHO je M3BPLINTH JPYTH TECT WM BHILE TECTOBA MPOBjepe KOju
ce 3aCHMBAjy Ha Pa3IUYUTUM OMOJIOMIKMM HadeauMma jaa Ou ce MOTBp-
JIMO TO3UTHBAH PE3yNTaT. AKO Cy pe3y/iTaTd OCTainX TecToBa Hera-
THBHH, CMarpa ce Ja je Taj y30paKk HeraTupad. Jlajbe TecTHpame HHje
notpebHo. Tect nmynoduyopecuennuje (IF) ommcan je y Ilormasiby
VIII Tauka 1. noxrayka 1.5. oBor npuiora.

(4) CenextuBHa nzonanuja je omucana y [lormmasmpy VIII Tauka 1.
noarayka 1.4. oBor mpuiora.

(5) PCR Tect je onucan y ITornaspy VIII Tauka 1. moarayxa 1.6.
OBOT IIPHJIOTA.

(6) FISH Tect je onucan y Ilormasssy VIII tauka 1. moarauka 1.7.
OBOT MPHJIOTA.

(7) ELISA rectoBu cy onucanu y [Torasiby VIII Tauka 1. moaray-
ka 1.8. oBor mputora.

(8) buonomiku rect je onucan y [Tornasspy VIII Tauka 1. moarauxa
1.9. oBor mputora.

(10) Tunmuna mopdonoruja kononuje onucana je y [lormasmy IV
Tauka 1. moxrauka 1.3. oBor mpusora.

(11) I'ajeme GakTepujcke KynType Wit OHONOIIKH TECT MOTY OUTH
HEYCIjelHN 300T KOMIIETUIIN]e MM HHXHOMIMje canpoduTHUM Oak-
TepujamMa. AKO Ce€ y TECTOBMMa IpoBjepe A00Hjy jaCHO MO3UTHBHM
pE3yNTaTH, a Pe3yNTaTH U30MalHje Cy HeraTHBHH, IOHOBHTU TECTOBE
M30J1aLHje U3 UCTOT PECYCIICHI0BAHOT TAJOra WM OHOBHTH Y3HMarbe
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CIIPOBOJHOT TKUBA Ha MjECTy BE3HMBaHba CTOJIOHA KOJ KPTOJIA U3 HCTOT
y30pKa M, aKo je OTPeOHO, TECTHPATH JI0AATHE Y30PKe.

(12) Noy3nana naeHTH(HUKANN]a YUCTUX KyATypa R. solanacearum
HOCTHXE ce u3BohemeM TectoBa onucanux y Ilormaspy VIII Tauka 2.
OBOT MPHJIOTA.

(13) Tecr marorenoctu onucax je y I[lormasspy VIII Tauka 3. oBor
TIpHIIOTA.

1.3. Illema 3a yrtBphuBame mpucyctBa W uaeHTHOUKAUWY R.
solanacearum y y3opuymMa Ousbaka KpOMINPA, Tapajaajza Wil Apyrux
Ombaka gqomahuna 6e3 cummnroma (Illema 3)

[ Yaopak o aujencea crafnuke ['J I

[ EMCTPAKLM]a M HOHUEHTPOEAHE naTorena () ]

I

[NABHWA TECTOBKW NPOBIEPE [
cenekTHEHa W3onaumja () / IF Tect () f PCR1ect (%) / FISH TecT [7)
Heofaseanu nomohHn Tect. ELISA 1] / Buonowkm Tect %)
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nocAWje Hsonaumje

CM TRCTOBH A20W
HETATHBAN peaynTaT
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R. solanacearum
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Illema 3.

(1) 3a mpenopyuene BenuunHe y3opaka Buajet [lormasmbe V tau-
Ka 2. moxarayka 2.1. oBor mpuiora.

(2) ExcTpakiinja naroreHa 1 MeTojie KOHIICHTPOBAba OIICAHE Cy Y
Iornassby V Tauka 2. noarayka 2.1. oBOr npuiora.

(3) Axo cy pe3ynrTaTi HajMame JIBa TECTA KOjU CE 3aCHUBAjy Ha pa-
3MYUTAM OMOJIOIIKMM HadenMa HO3UTHBHH, TOTPEOHO je M3BPIIHTH
M30JIALK]y U MOTBP/Y MPUCYCTBA naToreHa. Vi3spuuru Oap jesan Tect
nposjepe. Kana je pesyarar Tecta HeraTuBaH, cMarpa ce Ja je y30pak
HeratuBaH. Y Cilydajy Jia je pe3yiTar TOT TecTa MO3UTHBaH, HOTPEOHO
j€ M3BPLINTH JPYTU TECT WIIHM BUILE TECTOBA MPOBjepe, KOjH Ce€ 3aCHHU-
Bajy Ha Pa3IHYUTHM OHOJIOIIKMM HAdeIHMa a OU ce MOTBPIHO II03H-
THBAH Pe3yJITar.

AKO Cy pe3yaTaTH OCTaJINX TeCTOBA HEraTHBHHU, CMaTpa ce J1a je Taj
y30pak HeratuBaH. /lajbe TecTUpame HUje ToTPeOHO.

(4) CenexruBHa m3omanuja onucana je Ilormasipy VIII Tauxa 1.
noarayka 1.4. oBor rnpuiora.

(5) IF tect omucan je y Ilormasmy VIII Tauka 1. moarauka 1.5.
OBOT MPHJIOTA.

(6) PCR tecroBu onucanu cy y Ilormaspy VIII tauxa 1. moxrauka
1.6. oBor npuutora.

(7) FISH tect onmcan je y Ilormaspy VIII Tauka 1. moarauka 1.7.
OBOT IIPHJIOTA.

(8) ELISA Tect onucan je y Ilorasspy VIII Tauka 1. moxrauka 1.8.
OBOT IIPHJIOTA.

(9) buonomku tect onucas je y [lornasspy VIII tauka 1. nonrauka
1.9. oBor mpuutora.

(10) Turmraaa Mopgororuja xKoonuje onucaua je y Ilormaspy IV
Tauka 1. moarauka 1.3. oBor npuiora.

(11) 'ajeme OGakTepujcke KynType Win OHOIOLIKKA TECT MOTY OUTH
HEYCIjeIHN 300T KOMIICTUNUje MM HHXHOHIHje canpouTHUM Oak-
Tepujama. AKO Ce y TeCTOBHMA IpoBjepe A00Hjy jaCHO MO3UTUBHHU
pe3yaTard, a pesynTaTH H30Nalije Cy HeraTHBHH, IOHOBHTH TECTOBE
M30JIalluje U3 MCTOT PECYCIIEHI0BAHOT TaJIoTra UM OHOBHUTH y3Markhe

CIPOBOJHOT TKHBA HA MjECTy BE3MBarba CTOJIOHA KOJ KPTOJIa M3 MCTOT
y30pKa H, aKo je MoTpeGHO, TECTHPATH JIOJaTHE y30pKe.

(12) [Moy3nana naeHTUGUKALM]jA YUCTUX KyITYpa R. solanacearum
noctike ce u3Bohewem recrosa onucanux y [lornaspy VIII Tauka 2.
OBOT NPHJIOTA.

(13) Tecrt narorenoctu onucas je y [Tornaspy VIII Tauka 3. oBor
HpHIIOra.

IMornassse IV - [lerexunja 6akrepuje R. solanacearum y xproiama
n OMJpKaMa KpOMIIMpA, Tapajaj3a u ApyruM Ousbkama JoMahuHuMa

1. derasbHe mMeToze 3a IeTeKuujy R. solanacearum y xpronama u
OuspKaMa KpoMIIMpa, apajajza Win IpyruM Ouibkama JoMahinHiMa ca
cuMIIToMuMa cmelje Tpyinexu u 6akrepujckor yBeHyha

1.1. Cumnromu
1.1.1. CuMNOTOMH Ha KPOMITHPY

Bubka xpommmpa. [louetHa ¢da3a nnpexnuje y nosby mpernosHaje
ce 1o ysenyhy smurha npu BpXy OMJbKe Ha BUCOKMM TeMIlepaTypama
TOKOM JlaHa, ajii Koje ce OMopaBbajy TOKOM Hohu. Y panuM dazama
yBenyha ymmihe ocraje 3eleHO, anu KacHUje MOYHMELE J]a KYTH U pa-
3BHuja ce cMeha nexposa. Taxohe, 1onasu u 1o mojase enuHactuje. Yop-
30 JI0JIa3M JI0 HEMOBPATHOT yBeHyha W3aHKa WM Lujene OMIJbKE IITO
pesyaTHpa HpornajameM U ofyMHupameM Oubke. Ilonpednu mpecjex
CIIPOBOJIHOT TKHBa yBEHyle cTabjbke obuuHO je cmehe Ooje, a u3
IIPECjeYeHOT MjecTa Ce JIAKO MOXKE HCIIVjeIUTH MIIHjSIHH OaKTePH]jCKH
ekcyznar. Kaz ce mpecjedeHo Mjecto cTabibHUKe CTaBH YCIIPABHO y BOIY,
U3 CIIPOBOJIHUX CY0BA HCTHYE OAKTEPUjCKH EKCY/IAT.

Kprona xpomnupa. Kprone kpommupa Tpeda npepes3aTy IonpedHo
WIIH y3y’KHO y OJIM3KHH IyTika kprona. [TouetHa dasa nHdekmmje mpe-
MO3Haje ce 110 MPOMjeHH 00je CIIPOBOIHOT MPCTEHA OJ] CTAKJIACTOXKYTE
J10 cBujeTocMele U3 Kojer ce CIIOHTaHO, HAKOH HEKOJIMKO MHHYTA,
nojaBJbyje Onmjenn kpemactu Oakrepujcku ekcynaar. Kacuuje, cripo-
BOJIHO TKHBO TIOCTaje U3pa3uTo cMele n Hekpo3a ce MoXKe MPOIIUPHTH
Ha IAPEHXUMCKO TKHBO. Y y3HampenoBanuM $a3ama nHpeknuje 6akre-
PHJCKH €KCYAAT MOXE LyPUTU M U3 MyITYAHOT AWjesia U U3 OKala U Ha
Y Ce JIMjele YecTulle 3eMibe. Ha MoKoyKHIM KpTOJie MOTY Ce TI0jaBUTH
npBeHkacrocMeha ynernyha 36or npormaama ClpOBOIHOT TKHBA H3HY-
Tpa. Y y3HampeznoBaauM (azama GonecTr yoOHUajeH je U CeKyHIapHU
pa3Boj MEKe TPYJIECKH KOjy IIPOY3POKY]jy IJbUBE U OaKTepuje.

1.1.2. Cumnromu Ha mapajajzy

Bubka mapanajza. [IpBu BUA/bUBHE CHMITOM je YBEIOCT HajMIahux
JIMCTOBA. Y YCIIOBHMA KOjH Cy ITOBOJbHH 32 MATOreHa (TemIeparypa 3e-
mipHITa 0KO 25 °C; 3acuheHoCT Biarom) y poky OJf HEKOJIMKO JaHa
JI0J1a3| JI0 eMHMHACTHje M yBeHyha camo jeqHe cTpaHe Wid Lujesie Oub-
KE LITO JIOBOAM JI0 HOTIIYHOT NPOIa/iamba OnibKe. Y Mame MOBOJbHUM
ycnoBuMa (Temmeparypa semspuinta Mama on 21 °C) yeenyhe ce pjehe
ojaBJbyje, ajlu ce Ha CTaOJBUIM MOYKE PA3BUTH BEIUKH OPOj a/IBEHTH-
BHOT Kopujera. Morylie je younTtn npyre koje U3rie/iajy Kao HaTorbe-
HE BOJIOM U NPOTEXKY CE Iy CTabJbHKE, Off BeHe 0a3e, a JoKa3 cy He-
KPOTHPaba CIIPOBOAHOT TKHBA. AKO C€ CTabJbHKA IPECHjeUYe YHAKPCHO,
13 CIIPOBOJHOT TKUBA uMja je 00ja mpomujereHa y cmely, iypu oujenu
i KyhKacTH OaKTepHjCKH eKCy/Iar.

1.1.3. Cumnromu Ha ApyruM OusbkaMa goMahnHIMA

Busbke Solanum dulcamara w S. nigrum. Kon oBux Ousbaka no-
MaliHa ce y IPUPOIHUM YCIIOBHMA PHjETKO youaBajy CHMIITOMH yBe-
Hyha, ocuM axo Temmeparypa 3emipHInTa npenasu 25 °C mwim ako je
HHBO MHOKYIIyMa H3y3€THO BHCOK (HIp. S. nigrum KOju pacTe Omm3y
oboJspenie OMJbKE KpoMIMpa WM napanajza). Axo gohe no ysenyha,
CHMIITOMH Cy HUCTH Kao W KOA mapanajsa. busske Solanum dulcamara
pacTy ca crabJpHKamMa M KOPHjeHeM y BOIM M Ha BUMa HUje BUIJBUBO
yBeHyhe, anu je Ha IOIPEYHOM IIpecHjeKy OCHOBE CTaOJbUKE MU AHje-
JI0BUMa CTabJbUKE KOJU Cy MO BOZOM BHJUUbMBA cBUjeTiIocMeha 000je-
HOCT CIIPOBOJHOT TKHBA. YKOJIHKO HpecjedeHy CTabJbHKY YCIPaBHO
CTaBHMO Yy BOJY, U3 CIIPOBOZHOT TKHBA HA MjeCTy ITpecjeKa MOXKe Iy pH-
TH OAaKTEPHjCKH eKCyIaT, YaK ¥ ako HeMa CHMIIToMa yBeHyha.

1.2. Bp3u TecToBu mposjepe

bp3u TecToBu NpoBjepe oJIaKIIaBajy, aliu HUCY MPECYAHH y TT0CTa-
BIbAILY IIOUETHE AHjarHose. [IpuMujennTu jenan mwim Bume cibenehux
0I00pEHNX TECTOBA:

1.2.1. Tect Gaxrepujckor ekcynara u3 crabspuke (Ilormassse VIII
Tauka 1. moarauka 1.1. oBor mpuiiora).

1.2.2. Jlerexuuja rpanyina poli-pB-hidroksibutirata (PHB):

Kapakrepuctuune rpanyne PHB-a y hemujama R. solanacearum
[I0CTajy BUAJBHBE IIPU 00jerby TepMUUKH (PHKCHPAHUM pa3Ma3oM Oax-
TEPUJCKOT' eKCyJaTa U3 3apa)KCHOT TKHBA Ha MUKPOCKOIICKO] ILIOYHIIH
HUWJICKOM Iu1aBoM 00joM A u cynmanckoM 1pHoMm 0ojom b (ITornmasibe
VIII Tauka 1. noxrayka 1.2. oBor npusora).

1.2.3. Cepomnomku Tecrosu artyrunanyje (ITormaspy VIII Tauka
1. moarauka 1.3. oBOr mpuiora).

Ocranu TectoBu. Y ocranie oarosapajyhe op3e tectoBe mposjepe
cnanajy IF rect, FISH Tect, ELISA Tect u PCR Tecrt.
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1.3. IocTynak u3omnarmje

VY Mamw0j KOJNMYMHU CTepHIIHE JecTuioBaHe Bozxe win 50 ml ¢o-
ctarHor mydepa HapaBUTH CYCIICH3Mjy OaKTEPHjCKOT €KCylaTa WIn
JIMjesoBa TKMBA MPOMHje-eHe 00je M3 CIIPOBOJHOI MPCTEHA KPTOJIa
KPOMIIHpA MM U3 CIIPOBOAHHX Cy/I0BA CTA0JbHKA KPOMITUPA, Tapajiaj3a
Wi apyrux Ousbaka qomahnHa ca cumnromuma yBeHyha m ocraBuTH
5 no 10 munyTa.

IpunpemuTty HU3 AeNMMANHUX paspjehema cycniensuje. [Ipennje-
i 50 ul no 100 pl cycnensuje u paspjehema Ha OMIITY XpawUBY T10-
qutory (NA, YPGA umu SPA; n/nmu Ha KenmaHOBY TeTpasoltyM-TIoJ-
JIOTY W/WiM Ha 000peHy celleKTuBHY nomiory (Hrnp. SMSA; Buzajetu
ITornassse X oBor npuiiora). Cycniensujy u/wim paspjeheme pazmasaru
110 TIOJU103H, NTpuMjeryjyhn onroBapajyhly TeXHUKY HaHOILIEH:A pa3pje-
hemwa Ha notory. YKOJIMKO je noTpeOHO, HaHOIIeHheM pa3spjehema cy-
CIIEH3HUje KOJIOHHU]a Ha OJIBOjEHUM MOIOraMa MPUIPEMUTH HO3UTUBHY
KOHTpoOIy R. solanacearum 6uosap 2.

Wuky6uparu mozasore of 1Ba 1o Iect gaHa Ha 28 °C.

Ha onmroj XpawKBoj MOI03M BUPYJICHTHH U30s1aTH Oakrepuje R.
solanacearum cTBapajy IJbOCHATE, HEIIPABIIIHE U TCYHE KOJIOHHjE OH-
cepHe kpemacTtobujerne 60je, 4ecTo ca KapaKTePUCTHYHUM CIHpaiaMma
y cpenunn. HeBupynentHu obnuim 6akrepuje R. solanacearum ctBa-
pajy maine, okpyrie, HedayHIHe KOJIOHHU]e, MyTepacTe KOH3UCTCHIH)e
u Kpemacrobujene 6oje.

Ha KenmaHoBoj TeTpa3soninyM-1ouio3u 1 Ha SMSA noasosu cru-
pane cy kpBaBoupseHe Ooje. HeBupynentHu oOnuim Oaktepuje R.
solanacearum cTBapajy Maie, OKpyIie, He(uynaHe KOJOHHje, MyTe-
pacrte KOH3UCTEHIH]jE KOje Cy I1jelie U TAMHOIpBEHe 0oje.

1.4. TectoBu 3a uneHTHdUKaNYjy Oakrepuja R. solanacearum

TecTtoBH 3a MOTBP/y MICHTUTETA M30IaTa 3a KOj€ CE CMaTpa Jia Cy
nzonatu R. solanacearum nasenenu cy y Ilornasiby VIII Tauka 2. oBor
npuJIora.

IMornassbe V - Metoze 3a aeTeKiMjy U HACHTUUKALH]Y OaKTepHje
R. solanacearum y y3opimma KpTosia KpoMnupa 6e3 CHMITomMa

1. letaspHe MeTOZE 32 ICTEKIH]y U HACHTH(HKANN]y OakrepHje R.
solanacearum y y3opuumMa KpToia KpomIupa 6e3 cummnrtoma

1.1. Ilpunpema y3opka
CranpapaHa BenudnHa y3opka je 200 kprorna o tecry.

WuTen3uBHHje y30pKoBame 3axTujeBa u3Boherme Beher Opoja Te-
CTOBa Ha y30puuMa Te Bennuune. Behn 6poj xkprona y y3opky nosenthe
110 nHXuoOunMje win he orexarn Tymaderme pesyarara. Mehytum, mo-
CTyIaK ce MOXKe IIPUMHUjSHHTH U 3a y30pke ca Mame of 200 xprorna,
Ka/Ia je Ha pacriojiaramy Marmbe KpToJa.

Bamunammja cBuX MeTona 3a yTBphUBame MPUCYCTBA MATOTEHA,
KOje Cy OIHMCaHe Yy JaJbeM TEKCTy, 0a3upa ce Ha TeCTHUpamy y30paka
oz 200 xprona.

ExcTpakT Kpommupa KOjHu je ONHCaH y JaJbeM TEKCTy MOXe ce
KOPHCTHTH U 3a yTBphUBamE MPHCYCTBa MPOY3pOKOBaYa MPCTEHACTE
Tpynexku kpommupa, Oaxrepuje Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus.

TIpouenypa Koja npeTxoan npunpemMu y30pka (OMuoHa):

Wuky6uparu y3opak Ha ox 25 °C mo 30 °C y nmepuoxy 10 ABHje
HeJjesbe npHje u3Boherma TecToBa, 1a OH ce N3a3Bajlo0 YMHOXKABAE M0-
nynanyja 6akrepuja R. solanacearum.

Omnparu kproie. Ymnorpujebutn onrosapajyha nesundexumona
cpenctsa (npu kopuithewy PCR Tecta ynorpujeOuTH jequmema xaopa
pann yxiamama eBeHTyanHo npucytae JJHK marorena) u nereprente
n3mel)y cakor y3opka. OcymmTy kproie Ha Basayxy. [loctynak nparma
je moce6HO KopHcTaH (any He 00aBe3aH) 3a cirydajeBe oOpaje y3opaka
ca BehoM KOMHYHHOM 3eMJbe, Tipu n3Bohery PCR Tecta mmn npoueny-
pe AUpEeKTHE n30JIanyje.

YnctuM U 1e3MH(PUKOBAHUM CKaJIIIeJIOM WIIM HOXKeM 3a noBphe yk-
JIOHUTH TTOKOXKHILY Ca IIyITYaHOT JHjea KPTOJIe TaKo Ja Ce BUJC CIIPO-
BOIHH CyJ0BH. [laJbUBO M3pe3aTH Maiu KOHYCHH JUO CIIPOBOIHOI
TKMBA Ha MYMYaHOM JIMjesly 3axXBaTajyhu TO Mambe OKOJHOT, HECIIPO-
BOJIHOT TKHBA.

CBe KpToJIe ca MOTEHIMjaIHO CyMIbHBUM CHMIITOMUMA cMelje Tpy-
JIEXKU OJBOJUTU MOCEOHO ¥ TECTUPATH.

AKo ce NIPWINKOM Baljera KOHyca U3 IyIYaHOr JHjelia yode I10-
TEHLHMjaJIHU cuMnToMu cmehe Tpysexu, Kprosie Tpeda BU3YelHO npe-
mrenatd. CBaky IpecjedeHy KPTONy ca OBaKBHM CHMIITOMHMa Tpeba
OCTaBHTH /IBa J]aHA Ha COOHOj TEMIIEPATypH, a OTOM YyBaTH y KapaH-
TuHCKUM ycioBuMa (Ha 4 °C o 10 °C) no cripoBohema TecTuparma.
CBe kpToie y y30pKy (YKibydyjyhu i OHE ca CyMIbHBHM CHMIITOMUMA)
Tpeba dyBaTH y CKIamy ¢ oarosapajyhum oxpenbama IIpaBminuka.

W3Balene kOHyce U3 IyYaHOT Jjesia KPToJe KOjU CaJipKe auje-
JIOBE CIIPOBOAHOT TKHBA CTABHTH y CTEPHIIHE TOCYIEC KOje Ce MOTy
3arevyaTiT W/WId XePMETHUYKU 3aTBOPUTH (ako ¢y mocyae Beh yro-
TpeOsbaBaHe, MOPAjy c€ TEMEJbHO OYUCTUTU M JIE3UH(UKOBATU YIIO-
TpeOoM cpencraBa Ha 0asl jeIUIbEHa XJIOpa). Y30pKe je MOKEeJbHO

onMax obpaauTu. Ako To Huje Moryhe, duyBatH uX y mocyau 0e3 1o-
narka mydepa, Hajayxe 72 cara y Gpmkuaepy WM Hajayxe 24 cara
Ha co0HOj Temrieparypu. TOKOM 4dyBama JJ0JIa3u [0 CylIewka U cyoepu-
3alMje CPIKHOT Jijelia KOHyca, Kao M 10 pacTa U pa3Boja canpodura,
IITO MOXXE OMETaTH yTBphUBamKE MPUCYCTBA OAKTEpHje MPOy3pOKOBada
HPCTEHACTE TPYJICHKH.

M3BaljeHe KoHyce W3 IYMYAHOT JMjesia KPToJie OOpajuTH KO-
puithemeMm jeaHor ox cibeaehux mocrymaka:

- u3BaljeHe KOHyce MPEKPUTH TOBOJFHOM KOIMYMHOM (oko 40 ml)
EKCTPaKIHOHOT mydepa U yarpaueHtpudyrupara Ha 50 oopraja/MuH.
n0 100 obpraja/MuH., ueTHpy cata Ha Temmeparypu ucroj 24 °C nim
16 1o 24 cara y3 xnalerme uin

- u3BaljeHe KOHyCE XOMOI€HH30BaTH Ca JO0BOJBHOM KOJMYHHOM
(oxo 40 ml) excrpakmuoHor mydepa 6uio y Mjemanuiu (Hop. Waring
win Ultra Thurax) 6uno 1po0ibeeM y 3aTBOPEHO] KeCH 3a Marepa-
LHUjy 3a jelHOKpaTHy yroTpeOy (HIp. kece Stomacher wimv Bioreba
of uBpcTor nojuteHa 150 mm - 250 mm, cTepuiiM30BaHe 3paueHheM),
xopuctehn rymenn yekuh wim oxgroBapajyhu amapar 3a mauepupame
(unp. Homex).

AKO ce y30pLH XOMOTeHH3Yjy y ONeHzepy, MOCTOjH BeIHKa Ora-
CHOCT OJ1 BbUXOBE yHaKpCHe KoHTamuHaiwje. [Ipenysetn mjepe onpe-
3a y LUJby CIIpevaBara HACTajara aepocoiia MM MPOCUMAka TOKOM
eKCTpakiyje. 3a CBakU y30paK yHOTPUjeOUTH CTepHiIn30BaHe HOXuhe
u nocyze. Toxom nponenype PCR-a, cnpujeuntn nperoc IHK Ha xon-
TejHepe WM amapatypy 3a Maiepupame. 3a PCR tect npenopyuyje ce
MallepHpame y30paka y Kecullama 3a jeHOKpaTHy ynorpely M Jiajbe
kopuiheme enpysera u Ty0a 3a jeIHOKpaTHy yrnoTpeoy.

Oty cynepHaTaHT. AKO je NPEeBUINEe MyTaH, pa3OMCTPUTH Ta
yaTpaueHTpuyrupameM Ha MatbeM 0pojy oOpraja (Hajsumre 180 g/10
muHyTa Ha temmneparypu o 4 °C no 10 °C) mim BakyymckoMm (ui-
TpanujoM (40 pm 1o 100 pm) ToKoM Koje ce GpuiITep TOAATHO HCIUpa
eKCTpakuuoHuM mydepom (oxo 10 ml).

VI3BpmmMTH KOHIEHTpHCame (paknuje OaxrepHje LeHTPHDYTH-
pamem Ha 7.000 g/15 munyta (uau 10.000 g/10 MmuHyTa) Ha Temmepa-
Typu ox 4 °C 1o 10 °C, mocnuje yera ce NaxspuBo, 03 MHjelIamba ca
TAJIOTOM OJUINBA CYIIEPHATAHT.

PecycnengoBaru Tasor y 1,5 ml mener mydepa (mydepa 3a pactsa-
pame Tanora). On oBe kommumbe kxopuctuta 500 pl 3a Tectupame
Ha npucyctBo R. solanacearum, 500 pnl 3a TecTupame Ha NPUCYCTBO
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus u 500 pl xao pedepent-
HHU Marepujaj 3a 4yBame. Y Nocibeamu, pedepertar auo ox 500 ul
JIOZIaTH CTEPUJIHU INHLEPON y KOHAYHOj KoHIeHTpauuju of 10% mo
25% (v/v), mpoMHjemIaTh ¥ 4yBaTu Ha Temreparypu ox -16 °C mo -24
°C (nenjespama) mim Ha -68 °C 1o -86 °C (mjecenma). Jujenose o-
BOjeHe 3a yTBphUBame NprcycTBa OaKTepHja TOKOM TECTUPAba qyBaTH
Ha Temmeparypu og 4 °C no 10 °C. He npenopydyje ce BUIIECTPYKO
3aMp3aBake U OJMP3aBame. Y ciydajy norpebe 3a TPaHCIOPTOM y30-
paka, JIOCTaBUTH I'a Y TIPEHOCHBOM (pHKHAEPY Yy POKy ox 24 cara 10
48 carm.

BaxHo je 1a ce cBe MO3UTUBHE KOHTpOIE R. solanacearum u y30p-
11 ApIKe OJIBOjeHO jia Ou ce n3bjeria konTamMuHarrja. OBO ce OXHOCH U
Ha IF rutounue u apyre TecTose.

1.2. Tectupame

Bupgjeru aujarpam U ompc TECTOBA M ONTUMU30BAHE IIPOTOKONE Y
ozxroeapajyhnm nonanmma:

CenexruBHa n3onanuja (ITormasse VIII tauka 1. moprauka 1.4.
OBOT IIPHJIOTa).

IF tect (ITornassbe VIII Tauka 1. moarayka 1.5. oBor npuiora).

PCR recroBu (ITormassse VIII Tauka 1. moxgrauka 1.6. oBor mpu-
Jiora).

FISH tect (ITornasise VIII Tauka 1. moarauka 1.7. oBOr npuiiora).

ELISA tecroBu (ITornassse VIII Tauka 1. noarauka 1.8. oBor npu-
Jjiora).

Buonouku Tect (ITornassse VIII Tauka 1. moarayka 1.9. oBor npu-
Jjiora).

2. Merone 3a gerekuwjy M uiaeHtudukauujy Oakrepuje R.
solanacearum y y3opunma Ovbaka KpOMIIMPA, apajaj3a Wik IPyrux
Omibaka qomahnna 6e3 cumrroma

2.1. Ipunpema y3opka

3a OTKpUBaWE JIATCHTHUX Momynanuja R. solanacearum mnpemno-
pydyje ce TecThupame 30MpHHX y3opaka. IlocTymak ce Moxe 1orogHo
IIPHMUjEHUTH Ha 30HpHE y30pke ca Hajsumre 200 nujenosa crabipuke
(y3umame y30opaka TOKOM clripoBolema Hag3opa Mopa ce 6a3uparu Ha
CTAaTUCTHYKH PENPE3CHTATHBHOM Y30pKy MCIHTHBaHE OWJBHE IOITyna-
uuje).

YnctuM J1e3uHGUKOBAHIUM HOXKEM HJIM Maka3ama 3a pe3are ofipe-
3atu | cm 70 2 cm JOmer Jujena cBake CTabJbHKe, 0OAMax H3HAJ IOo-
BpiIMHE 3emibuiTa. J{ujenoBe crabibMKe AC3MH(UKOBATH KPATKUM
notanameM y 70% eTaHo ¥ 0MaX OCYLIMTH yIUjajyhnuM manupom.
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CraBuUTH AHUjelioBe CTAOJBUKE Y 3aTBOPEHY CTEPUIIHY HOCYILY.

Pacay mapajiajsa U3 pacaJHUKa: YUCTHM Ae3UHGUKOBAHUM HOXKEM
ozcjehu auo BemuurHe 1 cm of1 Komer aujesa crabibuKe, HEMOCPEIHO
W3HaJl HOBPIINHE 3eMJbe.

Busbke mapajajza U3 1moJjba WIH CTAKICHUKA YHCTUM, AC3HH(UKO-
BaHUM HOKEM ojicjein HajHKKM OOYHM N3J]aHaK HA CBAKOj OMJBLIH, ¥ TO
HEMOCPEHO M3HAJ croja ca cTadsbukoM. Ca cBakor OOYHOT M3JaHKa
ozcjehu oy aeo Beaununne 1 cm.

Ca ocranux Ombaka jomMahnHa YUCTAM, 1€3HHQUKOBAHUM HOKEM
win OalTEeHCKUM Makaszama oncjehn Jieo BenumuuHe 1 cm ca Jomer
aujena cTabJbUKe, HEMOCPEHO M3HA HUBOA 3eMJbe. AKO Ce y30pKyje
S. dulcamara wnn npyre 6usbke n1oMahvHU Koje pacTy y BOIH, OICH]je-
LUTE A0 BEJIMYUHE 071 | cm 710 2 ¢cm ca MOJBOJHOT Aujesia cTabibuKe
WJIH CTOJIOHA Ca BOJCHUM KOPH]jCHEM.

TIpu y3opkoBamy Ha ozapelheHoj Jokauuju, mpernopydyje ce Te-
CTUpambE CTATUCTHYKU PENPE3CHTATUBHOT Y30pKa O/l HajMame JeceT
OmpaKa IO MjeCTy y30pKOBama 3a CBAaKy BPCTYy CaMOHHKIIOT OMIba
Koja je moreHuMjanHu qomMahuH. JleTekiyja maToreHa HajroysaaHmja
je kpajeM mpoJbeha M TOKOM JbeTa M jeCeHH, HaKO Ce MPHUPOIHE HH-
(ekipje MOry OTKPHTH TOKOM ILHjelie TOAMHE KOJ BHIUCTOIMIIEE
owbke Solanum dulcamara, xoja pacte y BogoTokoBUMA. [lo3Ha-
TH nAoMahMHU Cy CaMOHMKIE OMJbKE KpoMIHpa (KpTojie ocCTajle y
3eMJbHIITY), Solanum dulcamara, S. nigrum, Datura stramonium
u apyru Bpere nopoauue Solanaceae. Ocrane Ousbke nomahuHu
cy Pelargonium spp. u Portulaca oleracea. EBporncke Bpcte camo-
HUKJIOT OMJba KOje y CcHenU(UYHHM YyCIOBUMA CPEJUHE MOTY OHTH
noreHuujanuu nomahunu nomynauuja R. solanacearum OuoBap 2
/ paca 3 y xopujemy w/miu pusochepu cy Atriplex hastata, Bidens
pilosa, Cerastium glomeratum, Chenopodium album, Eupatorium
cannabinum, Galinsoga parviflora, Ranunculus scleratus, Rorippa
spp., Rumex spp., Silene alba, S. nutans., Tussilago farfarra n Urtica
dioica.

VY oBoj ce (a3su Moxe 00aBUTH BHU3YeNHM IIperien Ousbaka
(060jeHOCT CIIPOBOIHOT CHCTEMa HIIH I10jaBa OaKTEPHjCKOT eKcyna-
Ta). OBOjUTH CBE JHje]0Be CTa0/bUKA Ca CUMITOMUMA U TECTUPATH
HX TOCEOHO.

Kpatko nesunduxyjre nujenose cradbpuka 70% eTaHonoMm U of-
Max ocymmre ynujajyhum nanupom. Jlujenose crabipuka 3aTHM 00pa-
JIATE JeJHUM O cibefiehux mocTymnaka:

- [IHjenoBe CTabJbUKe MPEKPUTH TOBOJFHOM KOJIHYHHOM (IIPH-
omkHO 40 ml) ekcTpakumoHOr mydepa M yaTpaueHTpUdyrupatH Ha
50 obpraja/mun. 1o 100 oOpraja/MUH. YeTHPU caTa Ha TEMIEPaTypH
ucrnox 24 °C wiun 16 1o 24 cara y3 xnabesse,

nin

- IUjesioBe CTabJbUKEe M3MALEPUPATH y YBPCTOj KECH 3a Malepa-
mujy (anp. Stomacher wmm Bioreba) ca oprosapajyhoM KOJIMYHHOM
eKCTpakLUMOoHOT my(epa, kopuctehu rymenu yekuh wim oaroapajyhy
onpeMy 3a Marepupame (Hip. Homex). Ako To Huje Moryhe, nujenoBe
cTabJbHKe UyBaTu y Gprokugepy Hajayxke 72 caTa WIH Ha COOHOj TeM-
neparypu Hajuyxe 24 cara.

Tlocnuje 15 MuHyTa TaJI0KeHa, OMIUTH CyIIEPHATAHT.

Jasbe m30HCTpaBambe CKCTPAaKTa HJIM KOHIICHTPOBame (pakiije
GakTepuja OOMYHO HHUje TMOTPeOHO, aMu ce Moe moctHhu ¢uiITpu-
pameM W/HIN HEeHTpU(yrupameM Kako je ONUCAaHO y Tadku l. oBor
IOIVIaBJbaA.

TMoaujenuty YUCTH WM KOHLIEHTPOBAHHM CKCTPAKT y30pKa Ha JBa
jenHaka jena. JeaHy MOJIOBUHY yyBaTH Ha Temreparypu ox 4 °C no 10
°C TOKOM TeCTHpama, a JIPYTy IOJIOBHHY OCTaBUTH 3a CIIy4aj yrorpede
y JONAaTHUM TECTHpamHMa: y eKCTpakT ce poxaje 10% mo 25% (v/v)
CTEPUJIHOT IIMLIEPOIIa U YyBa ce Ha Temreparypu ox -16 °C no -24° C
(uenjespama) min Ha -68 °C 10 -86 °C (mjecennma).

2.2. Tectupame

Bupgjeru qujarpam ¥ ommmc TECTOBA M ONTHMHU30BAaHE MIPOTOKONIE Y
oarosapajyhum mponaruma:

CenexruBHa n3onauuja (ITormassse VIII Tauka 1. moxprauka 1.4.
OBOT IIPHJIOTA).

IF rect (ITornassbe VIII tauka 1. noarauka 1.5. oBor npusora).
PCR tect (Ilormassse VIII Tauka 1. nograuxa 1.6. oBor mpmiiora).
FISH tect (ITornassee VIII Tauka 1. moarauka 1.7. oBor npuiora).

ELISA tect (ITornasbe VIII Tauka 1. moarauka 1.8. oBor mpuio-
ra).

Buonomku tect (ITormasse VIII Tauka 1. moarauka 1.9. oBor mpu-
Jiora).

Tlornassbe VI - Jlereximja u uaeHTHUKALU]A Y BOIU

1. Illema 3a nerekuwjy W uueHTudukammjy Oaxrepuje R.
solanacearum y BoIu

[ Yaopak soge () ]

HoHUEHTpOBarE naToreHa )

TNABHATECT NPOBIEPE
CENEKTHEHA H30N3UH]a [']

[ recroau: ect (') / PSR ca oforaherem (°) / ELISA ca oborahessem [

KeAauje THRmHe
mopdonormje ()
NOCARjE HIaNILM)E

R. solanaceorum nije
aTHpHBENa
YIOPAK HKje 3apamen
BakTepHjom
R solanacearum

OBa Tecta notephyjy suery
WyNTYRY KaD A solenacenrum

Y30paK HUje 3apaen
GaKTepnjom
R, solanocearum

YaopaK je sapamen
famrepwjom
R. solanacearum

Illema 4.

(1) 3a mpenopydeHe TOCTYIKE y30pKOBama BHJjETH Tauyky 2.
nozarayxa 2.1. OBOT MOIVIaBJba.

(2) MeTone KOHIEHTpHUCAma MaTOreHa OMHCAHe Cy y Tauykd 2.
noxTadka 2.1. oBor mornasiba. OBaj MOCTYIaK ce MpErnopydyje camo
ako Hehe JoBecTH 10 MHXHOUIUje H30TIalHje, jep e KOHIICHTPHCAmbEM
nosehaBajy momynanuje ¥ rnaroreHa ¥ KOHKYPEHTHHX Carpo(pUTHHX
OakTepuja.

(3) CenexruBHa n3onanuja onucana je y Ilornasipy VIII Tauka 1.
nozarayka 1.4. oBor rnpuiora.

(4) Buonomko Tectupame je onucano y Ilormasspy VIII tauka 1.
noxTauka 1.9. oBor mpuiora.

(5) Merone oborahuama 3a PCR tect onucane cy y Ilornasipy
VIII Tauka 1. moarauka 1.4. u ITormassby VIII Tauka 1. mograuka 1.6.
OBOT IIPHJIOra

(6) Merone oborahuBama 3a ELISA Tect onucane cy y IloriaBiby
VIII Tauka 1. moarauka 1.4. u [Tornasiby VIII Tauka 1. mograuka 1.8.
OBOT MPHJIOTA.

(7) Tunmana mMopdonoruja Kononuje omucana je y I[lormasmwy IV
Tauka |. moarauka 1.3. oBor npuora.

(8) I'ajeme GakTepujcke KyAType MOKe OMTH HEYCIjeIIHO 300r
KOMIICTHIIMjE WM MHXHOUIHMje canpouTHUM Oakrepujama. Ako ce
cyMmba Ja he Benuke nomyramnuje canpopuTHIX OaKkTepHja yTULATH Ha
MOY3aHOCT H30JIallije, IIOHOBUTH H30JIALHjy Iociuje paspjehuBama
y30pKa y CTEPHJIHO] BOIH.

(9) INoysnana uaeHTHdUKaLKja YUCTHX KyATypa R. solanacearum

HOCTHXE ce u3BohemeM TectoBa onucanux y Ilormasipy VIII Tauka 2.
OBOT IIPHJIOTA.

(10) Tecr marorenoctu onucas je [Tormaspy VIII Tauka 3. oBor
HpHIIOra.

Wnentudukanmona meMa ONMCaHa y OBOM MOIVIABJbY MOXE Ce
[PUMUjECHATH 3a JCTEKIHjy MaToreHa y y30pLuMa MOBPIIMHHCKE (Te-
kyhe Bozie), Kao 1y y3opiMa HHAYCTpUjCKHX (oTragHux) Boaa. Mmak,
Ba)XHO je HamIacuTu Jia he o4ekuBaHaA OCjeTIHMBOCT JETEKLHje BapH-
paTH y 3aBHCHOCTH Of cymcTpara. Ha ocjetsbuBOCT TecTa u3onammje
yTHYY TIOITyJIalije KOHKYPEeHTCKHMX canpopUTHHX OakTepwja, umja je
OpojHocT Hajuenthe MHOTO Beha y ciTydajy HHIYCTPHjCKUX (OTIIaJHUX )
BOJZIa, HETO y CIIy4ajy IMOBPIIMHCKUX (TeKyhux) Bozma. Mako ce momrro-
BAambCM M PEAIN30BAEM [OMEHYTE MACHTU(HKAMOHE [IEME O4YeKy]je
JieTeKnMja nonynaiuje Oakrepuje kouerpauuje 10° h/nurpy mosp-
mmHcke (Tekyhe) Boze, oueKyje ce 1a je 0CjeTJbHBOCT JETEKIIHje MHOTO
HIKa KOJl MHAyCTpHjcke (oTmanHe) Boze. M3 oBor pasiora ce mpero-
pydyje za ce momynanuja oBe 6akrepuje yrBphyje y y30pKy oTmaaHe
BOJIC TEK MOCIHje mpolieca npounirhaBamwa (HIP. CEAUMEHTAL]a WIN
(unrpanuja), TOkOM Kojer ce penykyje Opoj Oakrepuja campodutHe
nonynanuje. OBoO OrpaHHYaBare OCJETILHBOCTH MeToza Tpeba y3ern
y 003Hp KaJga ce Mpoljerbyje MOy31aHOCT OMIIO KOT J0OMjeHOr Hera-
THBHOT pe3yiTara aHanmse. Mlako ce oBa mema Beoma YCITjelTHO MpH-
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Mjemyje kox yTBphrBama nprcycTBa oBe Oakrepuje y TeKkyhum Bogama,
BCHA OrpaHuYea Tpeba y3eTH y 003HUp HPHIHMKOM CIMYHUX HAI30pa
HHIYCTPHjCKHX (OTHaAHKUX) BOJA.

2. Meroze 3a aerekuujy ¥ uaeHtuduxauujy R. solanacearum y
BOZIH

2.1. Ilpunpema y3zopaka

4. nerexunja R. solanacearum y TexyhuM Bozama je Hajmoysna-
HHja TOKOM KacHOT nposbelia, JbeTa 1 jeCeHH, Kaja je TeMIeparypa Boje
u3Haj 15 °C;

5. IOHOBJBEHO Y3HMame y30paka Ha 0abpaHiuM MjecTHMa HEKOJIH-
KO ITyTa TOKOM HaBeJIeHOT repro/a he nmoseharu nmoy3maHocT getekuuje
yMamHBamkeM KIMMATCKUX Bapujaliija;

6. y3eTn y 003up yTHILIAj jaKUX MaJaBHHA U Teorpad)cke mapame-
Tpe BOJOTOKOBA Yy IMJby u30jeraBama edekra paspjehema koju mMory
yMambUTH MOIyNHOCT JIETEeKIHje TaToreHa;

7. y3opke y3umaru y Tekyhum Bogama y 6iu3unu Ousbaka qomahu-
Ha, YKOJIUKO MOCTOje.

Ha opaGpanumM MjectMa y30pKoBaTH BOJy 3aXBaTameM ofpehene
KOJIMYHMHE BOJIC Y PELMKIIA0MIIHE CTEPHIIHE erpyBeTe uin 0olie, 1 To ca
Jy6une ucrion 30 cm u 'y okBUpY 2 m of1 00ae; HHIYCTPHjCKY U OTIaJI-
HY BOJy Y30pPKOBATH Ha MjeCTy HCITyIITarba; MPEIopydyje e BEININHA
y3opka ox 500 ml mo mjecty y3opkoBama. YKOJIUKO je MOTpeOHO a
y3opuu Oyay Mamu, Ipernopydyje ce aa Oyay y3eTH ca TpU pasiinyu-
Te Ta4yke 110 0abpaHOM MjeCTy y30pKOBamba H Jia Ce CBaKH CACTOjH 01
JIBa TIOAy30pKa o HajMame 30 ml. Y ycIoBEMa HHTEH3UBHOT HAA30Da,
n3abpary HajMamke TPH MjecTa y30pKoBarba Ha cBaka 3 km BomoToKa; y
Y30PKOBAE YKJbYUUTH M MjECTa yJIHBamba PYyruX BOJOTOKOBA.

V30pak TpaHCHOPTOBaTH y TAMHUM U XJIAJHHUM KOHTejHepuMa (4
°C no 10 °C) u Tectuparu y nepuopy of 24 cara oJ1 y30pKoBamba.

Vkonuko je norpedHO, Gakrepujcka (pakiyja ce MOXke KOHIEH-
TpoBaTH KopuinhemeM jeaHe o1 cibeaehnx merona:

8. menrpudyruparu 30 ml go 50 ml moxy3opaka Ha 10.000 gy
Tpajamy on 10 munyTa (nmu 7.000 g y Tpajamy ox 15 muHyTa), Hajmo-
xespHUje Ha Temmeparypu ox 4 °C no 10 °C; oqnuTH cynepHaTaHT
pecycnienoBaru neier y 1 ml mydepa;

9. U3BPIIMTH MEeMOpaHCKYy (UITpanyjy (MUHAMAIHA BEIHIMHA
mope 0.45 um), a motom u ucnuparme duarepa ca 5 ml go 10 ml myde-
pa M cakyIUbambe OHOTa IITO CE MCIePe; OBaj METOJ je morojax 3a sehe
3ampeMHHE BOJE KOje CapiKe Mamy KOHIIEHTpPALH]y canpoduTa.

KoHIeHTpHCamhe pacTBOpa ce He MpPernopydyje 3a y30pKe HHIY-
cTpHjcke (oTmajaHe) Boze, jep 6u moBehana momynanuja canpo@UTHUX
OakTepuja HHXHOUpaa pa3Boj R. solanacearum.

2.2. Tectupame y 1abopaTopHji ce N3BOAH MpeMa oxrosapajyhoj
NICHTH(OHUKALIMOHO] IEMH Y CKJIaTy Ca OBHM IPUIIOTOM.

IMornaise VII - JleTexnuja 1 uaeHTU(UKALI]A Y 3EMIBHILTY
1. Hlema 3a Oemexkyujy u udenmughuxayujy oOaxmepuje R.

solanacearum ¥y 3emmpuuimy

ErcTRnaR naTurena

ceneKTHEHE danmLms (]

TAABHM TECT NFDEIERE
Healianeakn namali Teen PSR ca oiorabeswes 1 / G

KA TRCT [

o |

CHH TRCTOE JANK

“ﬂ\.‘Dolijn TH A
wapgoacnge (1
nECAH]E H3anaWE

HETATHRAN PEIYATAT

L} MNF—‘GM@"II‘J#
aTHpHESHY
YIODES HIAPE 3apaseH
[
#. solanasearum

O TerTa noTepiyiy Ty }

My A R, solamacennm

Garrepugoe
R sedannremun

FIOPAH HM|E 330HEH ]

¥sopor je sapanen
kT ijpingi
L & sefanacearuny

Ilema 5.

(1) 3a mpenopyyene MocTynke y30opkoBawa Buajetu y Ilornasipy
VI rauka 2. moxravka 2.1. oBOr mpuiiora.

(2) CenexruBHa nzonanuja onucana je y Ilormmasmpy VIII Tauka 1.
nozarayka 1.4. oBor mpuiora.

(3) Metone o6orahuBama 3a PCR Tect omucane cy y Ilormasiby
VIII Tauka 1. noxrayka 1.4. u 1.6. oBor npuiora.

(4) buonouiku tect je onucan y [Tornasspy VIII Tauka 1. moaradxa
1.9. oBor mpurora.

(5) Tunmana mopdororuja Koiaonuje omnucana je y [lormasmy [V
Tauka l. moarauka 1.3. oBor npuiora.

(6) Tajeme GakTepuje MOXKe OUTH HEYCITjEIIHO 300T KOMITETHIIH]E
Wi uHXuOMLMje canpopuTHUX OakTepuja. AKo ce cymmba 1a he Benuke
nomynanyuje canpoGuTHUX OaKkTepHja yTHIIATH HAa MOY3JaHOCT H30JIa-
1Hje, TOHOBUTH H30JIaLHjy MOCIHje TOIaTHOT paspjehuBarmba y30pKa.

(7) loy3nana unentuduKkanuja YuCTUX Kyarypa R. solanacearum
TIOCTHXE CEe MPUMjeHOM TecToBa onvcannx y Ilormasipy VIII Tauka 2.
OBOT NPHJIOTA.

(8) Tect marorenoctu omucad je y Ilormasmpy VIII Tauka 3. oBor
TIpHIIOTa.

2. Merone 3a gerekuujy M uaeHtudukanujy Oaxrepuje R.
solanacearum y 3eMJBHIITY

Hauena

Basmas ocTtynak oOnmcaH y OBOM JHjelly ce MOXKe HPUMHUjCHUTH
3a JICTEKIH]y HaTOreHa y y30pLIMa 3eMJBHINTA, KO U 33 HCIUTHBAMbE
y30paKa YBPCTOr MHIYCTPHjCKOT OTNa/a HACTAJIOT IPH MPEPaH KPOM-
[Mpa WK y30paKa KaHaIH3aLHjCKOr MyJba. MelhyTruM, BasKHO je Haro-
MECHYTH JIa OBE METOJ/IC HHCY JIOBOJBHO OCjeTJbHBE Ja OM rapaHTOBaje
JIETEKIH]y MambuX W/WIM HEpaBHOMEPHO pacnopeleHux mnomysaiuja
Gakrepuje R. solanacearum, xoje MOry OHTH NPUPOTHO NPUCYTHE Yy
y30pIHMa THX CYIICTpara.

Tpeba y3etr y 003up OrpaHHYEHA Y OCjeT/BHBOCTH OBOT HOCTYII-
Ka TECTUparba MPH OLjCHUBabY MMOY31aHOCTH JOOMjeHUX HEraTHBHUX
pesyarara, Kao ¥ IPH NPUMjEHH MOCTYIIKA Y HCTPAKUBABIMA YHjH je
L1Jb YTBPAMTH [PUCYCTBO WIIM OJCYCTBO [ATOrCHA Y 3€MJBUILTY WIN
MyJby. Hajmoysnmanuju HaumH yTBphHBamka NpuUCyCTBa MAaTOreHa y
3eMJBHILITY Ha II0JbY j€ CjeTBa/Cajiiba OCjeTJbUBHX OMbaka JoMahuHa 1
npaheme nojase nHOpEKLM]je, anu ce HU kopuiiheweM oBe MeToze Hehe
OTKPUTH HUCKH HUBOW KOHTAMHHALHje.

2.1. Ilpunpema y3opka

VY30pKoBame 3eMJbHIINTA y TMOJbY Tpeba 00aBibaTH y CKIagy ¢
OCHOBHUM HaueIHMa Koja ce IPUMjerbyjy KO/ y30pKOBamba 3a HCIIUTHU-
Bame Hemarona. Ca 60 mjecra Ha cBakux 0,3 ha yzern 0,5 1o 1 kg 3e-
MJBUIITA IO Y30pKY, ¢ youne on 10 cm xo0 20 cm (wam Ha Mpexu of 7
m - 7 m). AKO ce CyMiba Ha IIPUCYCTBO MaToreHa, noseharu 6poj Mjecta
y3opkoBama Ha 120 (Ha cakux 0,3 ha). [Ipuje Tectupama y30pke dy-
BatH Ha Temmneparypu oz 12 °C no 15 °C. Y3opkoBame 4BpPCTOI HHIY-
CTPUjCKOT OTMaja HACTAJIOT MPH Hpepa KPOMIIUPA HIIN Y30PKOBAbE
KaHAJIM3ALHjCKOT MyJba U3BPLINTH y3UMameM ykynHo | kg Ha MjecTu-
Ma Koja MPE/CTaBIbajy yKYIHY KOJIMYHHY MyJba KOjy Tpeba TeCTHPATH.
CBaku y30pak 100po IIPOMHUjeIaTy IPpHje TeCTUpaba.

IMoxy3zopke ox 10 g 1o 25 g 3emsbHIITa HIIN MyJba M3MHjELIATH Y
60 ml no 150 ml excrpakipoHor mydepa Ha POTALUOHO] MjeIIATHIIN
(250 obpraja/MuH.), y Tpajarmy O MaKCHMaJHO 2 cata. Mujemamy, 1o
notpedu, Mmoxxe nomohu nonasame 0,02% crepunnor Tiween — 20 u 10
g 110 20 g cTepuITHOT IHjecKa.

CycnieHsujy oaprkaBaté Ha TeMreparypu of 4 °C TOKoM TecTupa-
ha.

Tectupame ce U3BOIM Ipema oarosapajyhoj naeHTU(UKAINOHO]
LIEMH y CKIIaJy Ca OBHM MPUJIOTOM.

Tornassbe VIII - OnTHMU30BaHU MPOTOKOIIH 32 ACTEKLU]Y U UICH-
tudukanyjy R. solanacearum

1. JIujarHOCTHYKM TECTOBH M TECTOBH 32 UICHTU(DHKALIH]Y
1.1. Tectupame OaKTepHjCKOT eKCyara u3 crabJbuKe

IpucycrBo R. solanacearum y crabipukama yBenux Ombaka
KpoMIupa, napajajsa uin Ipyrux onsbaka qomahrHa MOXe ce yTBpAHU-
TU cibeaehrM jeJHOCTaBHUM TecTOM: cacjehn cTabspuKy HEemoCpeaHo
M3HAJI IOBPIIMHE 3eMJBUILTA U Taj KPaj CTABUTH Y CNPYBETY Ca YHCTOM
BoztoM. Tlociuje HeKOINKO MUHYTa, U3 IPECjCICHUX CIIPOBOIHUX CY/I0-
Ba [PATHTH I10jaBy KApaKTEPHCTUIHOr OAKTEPHjCKOT eKcy/iaTa.

1.2. lerekuuja rpanysna nosu-n-xuapokcubyrupara (PHB)

Ha MHKpOCKOICKO] MJIOYHIM HPUIIPEMHUTH pa3Ma3 OaKTepHjCKOT
eKCy/iaTa U3 3apakeHOT TKMBa WM U3 48-4acoBHE Ky/IType ca XpambnBe
noaore YPGA umu SPA (ITornasibe X 0BOT IPHUIIOTa).

3a MO3UTHBHY KOHTPOJY MPUIPEMUTH pa3Masze OnoBapa 2, Oakre-
puje R. solanacearum, a 3a HEraTMBHY KOHTpOJY pa3Mma3 GakTepujcke
BpCTE 3a KOjy je Mo3Haro Ja je HeraruBHa Ha PHB, ykonuko ce oBaj
[OCTYINaK cMarpa MOTPEOHUM.
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Pa3mase ocTaBUTH Jia Ce OCYIIIE Ha Ba3/lyXy M IIOTOM MX (PMKCHPATH
Ha IUIaMEHY.

O0ojuTH npenapar WM HUJICKOM IUIAaBOM WIIM CYJAHCKOM IL[PHOM
60joM M mocMaTpaT MoJ MUKpPOCKorioM cibenehe.

1.2.1. TecT ca HUICKOM IIJIaBOM 00joM:

IMpenuru cBaky miouniyy ¢ 1% BOJEHUM PacTBOPOM HUJICKOILIABE
60je A u maky6uparu 10 munyra Ha 55 °C.

Omumjenutn pactBop 6oje. Vcrpatu kpartko 1moj Onarum mia3om
BOJIE M3 CllaBUHE. Buak Boze ykinoHnTH ynujajyhum narmupom.

Ipenutu pazma3s 8% BOACHUM PacTBOPOM CHpPhETHE KHCEIHHE H
HMHKYOUpATH jeIaH MUHYT Ha COOHOj TeMIIepaTypH.

Vcnparn kpaTko moj OaruM MJIa3oM BOJAE U3 ClaBHHe. Bumrak
BOJIC YKJIOHUTH yIHjajyhuM manupom.

TToHOBO HaBJIAXUTH KaIlJBUIIOM BOJ€ U IIOKPUTHU INOKPOBHUM CTa-
KaJIIeMm.

[perenaru 06ojeHn pa3mas enuGIyopeCeHTHUM MHKPOCKOIIOM
Ha 450 nm, umep3ujckuM objextiBoM nosehama ox 600 1o 1.000 myTa
(yJpHa WM BOJEHA HMEp3Hja).

[perienary fa M je NPUCYTHA CBETIIOHApaHUAcTa (IyopecieH-
muja rpanyina PHB-a. Taxohe, mperienaTy ioduity 1 mox HOpMaaTHIM
CBETIIOM 1a OH ce MoTBpmIIo npucyctso rpaxyna PHB y hennjama u na
je hemujcka mopdororuja TunnaHa 3a R. solanacearum.

1.2.2. Tect ca 60joM CYTaHCKOIIPHO

Ipenurtu cBaky miounity 0,3% BogeHHM pacTBOPOM Ooje CynaH-
ckotpHo by 70% eranony n unkyOuparu 10 MuHyTa Ha COOHOj TeM-
neparypH.

Oumjeautn pactBop 60je, KpaTko HCIPATH IMOX MIA30M BOAE H3
ClIaBMHE M BUIIAK BOJIC YKIOHHUTH yNHjajyhum mamnupom.

[l1ounile HAKPATKO YMOYMTH y KCHION M OCYLIMTH HX Ha
ynujajyhem nanupy. Keunon je onacat 3a 3apaBJbe, pey3eTH notpeo-
HE CUI'YPHOCHE Mjepe U PaJIUTH y IUTeCTOpY.

Ipemutu mnounne 0,5% (W/B) BofgeHUM pacTBOpoM InadpaHuHa
u ocraButu 10 cexyHau Ha cobHoj Temmneparypu. [lladpanun je oma-
CaH 3a 3]paBJbe, MPENTY3eTH NMOTPeOHE CUTYPHOCHE Mjepe U PauTH y
JIATECTOPY.

Vcnparu mox OnarmM Mia3oM BOJE M3 CJIaBHHE, OCYIIHTH Ha
ynujajyheM nanvpy U HOKpHTH IOKPOBHUM CTaKaJIIIEM.

[perienarti 00ojeHe pa3mase MO MHUKPOCKOIIOM KOjH KOPHCTH
TPOJIA3HO CBjETIIO, YJBHUM HMMEP3HjCKUM O00jeKTHBOM moBehama o
1.000 myra.

[Iperienaru 1a U ce youasajy IIaBo-LpHO obojene rpanyne PHB-
a 'y hemmjama R. solanacearum ¢ henujckuM 3u0BHMa 000j€HUM Y-
HKHIACTO.

1.3. Ceposolku TecT anTyTHHALHT]je

Armytunanuja henuja R. solanacearum y 6aKTepHjCKOM €KCy-
JIaTy MM eKCTPaKTHMa TKHBA ca CHMITOMHUMA, HajOOJbE Ce youaBa
xopuihemeM MOTBpeHUX M 0ZOOpEHHX aHTHTHjeda OOUIbEKe-
HUX oxromapajyhum o6ojeHHM Oo3Hakama Kao IITO Cy HpBeHe he-
nuje Stanhulococcus aureus nnu 000jeHe 4YecTUle jarekca. AKo
ce KOPHUCTH KOMIUIET KOjH je JOCTYHaH Ha TPXKHUILUTY, CIHjeIUTH
yIyTcTBa npousBohada. Y cynpoTHOM, IpUMHUjeHHTH cibenchu mo-
CTyHaK:

- NOMHjEIIATH KallJbHIE CYCIeH3Uje OOMIJBbEKEHOI aHTHUTHjeIa U
Gakrepujckor excyaara (0ko 5 pl cBakor) Ha IpeIMETHUM IUIOYHIaMa
ca Buie OyHapunha,

- NPUIIPEMHUTH TO3UTHBHE M HEraTWBHE KOHTpousie kopucrehu cy-
crensyje R. solanacearum 6uoBap 2 1 XeTepoJIorHOT Coja,

- YOUMTH 11a JIX J0JIa3H [0 alTyTHHAIM]E Y TIO3UTHBHUM Y30pIHMa
nociuje 15 cekyHau naraHor Mujerama.

1.4. M3onauuja R. solanacearum
1.4.1. VI3onaunja Ha CENEKTUBHO] TIOIO3H
Hanomena

[puje npuMjeHe oBe MeToze, 00aBUTH MPETXOIHE TECTOBE Jaa Ou
ce ocurypaia rnoHossbusa gerekiuja 10° no 10* jenmnuia xoje crea-
pajy xononuje (CFU) 6akrepuje R. solanacearum no ml, a koje cy no-
JlaTe eKCTPaKTUMa y30paKa KOjH Cy y IPETXOIHUM TeCTHPambHMa J0Ka-
3aHM K0 HeTaTHBHH.

Kopuctutu notBpheny u 0100peHy CeJIeKTHBHY XparbUBY MOIOTY
kao mro je SMSA (npunaroheny npema Elphinstone u cap., 1996; —
ITornasspe X oBOr mpuiiora).

IpunukoM mpernena 3acejaHe XpaHJbMBE MOIOre, OOPaTUTH
NMaX\ky Ha pa3luKoBame R. solanacearum on Apyrux Oaxktepuja duje
KOJIOHHje MOTY PacTH Ha TOj XPAaHJbUBO] IIOAJO3H, jep KOJIOHHje R.
solanacearum mory OUTH HETHIIUYHE MOP(OJIOTH]E aKO je UHTCH3UBAH
MOPAcT pa3HUX OaKTepuja Ha MOIO3HM MIIM aKo Cy HMPHUCYTHE aHTaro-
HHUCTHYKE OakTepyje. YKOIMKO ce MOCyMHba Jia je JIOIUIO 10 HeraTu-

BHOI' yTHIIaja KOMIICTUIIM]€ WM aHTAarOHM3Ma, y30paK Tpeba MOHOBO
TECTUPATU JAPYTHUM TECTOM.

Hajseha ocjeTsbMBOCT JeTEKIMje€ OBOM METOJIOM MOKE CE OUEKH-
BATH aKO C& KOPHUCTE CBje)e PUIPEMIbEHH EKCTPAKTH y30paka. Mehy-
THM, 0Ba C€ METO/[a MOXE IIPHM]jCHUBATH U HAa EKCTPAKTUMA YyBaHHM C
IIUIEPONIOM Ha TeMmeparypu ox -68 °C 1o -86 °C.

IMo3uTHBHA KOHTPOJA: MPUIPEMUTH ICLHUMaNHa paspjehema cy-
crensuje 106 cfu mo ml BupynenTtHor coja 6uosapa 2 R. solanacearum
(amp. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857). Ilo3utuBHe KoHTpoIIe
MIPUIIPEMUTH MOTITYHO OJIBOjEHO OJ1 y30paKa Koju ce TeCTHpajy ja ou ce
n30jeria MOryhHOCT KOHTAMHHHpaba y30paka.

ITpuje ynorpede 3a pyTHHCKO TECTHPAE y30paKa, IPOBjePUTH I10-
TOZIHOCT CBaKe CEpPHje CEICKTHBHE XPAbUBE MOUIOTE 32 PAacT U PasBoj
natorena. KoHTposiHK MaTepHjai MOABPTHYTH UCTUM IPUHIUIIMA Te-
CTHpama, Kao 1 y30paK MU y30pKe.

IMpumujenutu oxroBapajyhy TexHuky HaHomema paspjehema ma
Ou ce ocurypaia J0BOJbHA pa3pujeheHOCT nomysanuja canpoGUTHUX
6akrepuja. Hauujeru ox 50 pl 1o 100 pl excrpakra y3opka 1o moaio3u
1 10 CBaKOM paspjehemny.

Wukyouparu nomiore Ha 28 °C u ounraru ux nocnuje 48 cary, a
Hocinje Tora CBakM JiaH y HEepHOMy OJ LIECT JaHa. THITMYHE KOIOHHU]je
R. solanacearum na xpamHBOj moaI03n SMSA A cy mimjedHoOHje-
1e 60je, MbOCHATE, HENPABIIHOT 00JIMKA U BOJACHACTE, a IIOCIIHje TPH
JlaHa MHKyOaluje CpeiliHa UM MOCTaje PyKUYacTa 10 KPBaBOIPBEHA C
YHYTpAIIBUM TIpyraMa Hili Cliupagama.

Harmomena

Ha 0B0j XpamKBOj MOJI031 MOHEKA PAaCcTy U HETUIIMYHE KOJIOHU]E
R. solanacearum, xoje MOT'y OMTH MaJie, OKpyIJIe, IOTIIYHO LipBeHe 0oje
1 HEBOJICHACTE MITH CaMo JIjeIMMUYHO BOJICHACTE, 300T Yera ux je Te-
LIKO PA3JIMKOBATH O KOJIOHH]ja canpo(UTHHX OaKkTepHja.

Kornonuje 3a koje ce cmatpa ja ¢y konouuje R. solanacearum tpe-
0a npeHujeTH Ha yoOuYajeHy XpambuBY OOy U IIPEYUCTHTH Jia 01 ce
JI06HIIe MOjeIMHAYHE M3/{BOjCHE KOJIOHH]E.

Kyntype ce kparko BprjemMe MOTy 4yBatH y ctepuiHoj Boxu (pH 6
J10 8, 6e3 xJ1opa) Ha COOHOj TeMIIepaTypu y TaMH WIIH JIy’Ke BpPHjeMe Ha
Temueparypu ox -68 °C o -86 °C i nuoduimsobane.

W3zonare naentuduxosaru (ITornasmwe VIII Tauka 2. oBor npuio-
ra) u npojeputu naroreHoct (ITornapsse VIII Tauka 3. oor npuiora).

Tymaueme pesyarara CeJIeKTUBHE U30JIAII]je

CenekTHBHA H30JIalMja je HeraTHBHA aKo Ce MOCIHHje LIECT JaHa
HE youaBajy HHKAaKBe OaKTepHjCKe KOJIIOHHje WIIM aKo ce He TpoHaby
CyMIbUBE KOJIOHHUj€ THIIHYHE 3a R. solanacearum , oz ycloBoM Ja ce
HE CyMIba Ha MHXUOMLHUjY 300T KOHKYPEHIIMje WM aHTaroHu3Ma Jipy-
rux OakTepHja U Ja cy THIHYHE KonoHuje R. solanacearum nponalhexe
y TO3UTUBHUAM KOHTpOJIaMa

CenekTHBHA U30JIAIM]a je TIO3UTHBHA aKO CE M3/]BOje CYMIbUBE KO-
nonuje R. solanacearum.

1.4.2. Tloctynak oborahupama

3a oborahuBame ynorpujeOUTH MOTBpheHy U 0100peHy MoIory
wro je momubuxoBana Wilbrink teuna nomiora (Ilormasise X oBor
IPHJIOTa).

OBaj mOCTyNaK ce MOKe NPUMHUJEHUTH 3a CEIICKTUBHO MoBeharme
nonynanuje R. solanacearum y ekcTpakTuMa y30paka, ycibe]l uera ce
noBehaBa U 0CjeTJbHBOCT AeTekiuje. Ha oBaj HauuH ce Takohe 3Havaj-
Ho paspjehyjy naxuduropu PCR peaxmuje (1 : 100). Mehytum, Tpeda
HaroMeHyTH Jia oborahuBame R. solanacearum moxe OUTH HEyCITjelI-
HO 300r KOMIETHIMjE WIM aHTAaroHM3Ma Carmpo(pUTHUX OpraHu3ama
KOjH ce yecTo uctoBpeMeHo oborahyjy. 36or Tora MoXxe OMTH TEIIKO
u3IBOjUTH R. solanacearum u3 Kyntypa 000raheHUX y TE4HOj IOIJI0-
3u. [lopen Tora, y cinydajy ynorpebe ELISA Tecra, ¢ 003upom Ha TO
Jla ce MOIMyNalnje CEePONIOIKH CPOIHUX campoduTa Mory moseharu,
nperiopydyje ce yrnorpeda crneupuuHIX MOHOKIIOHAIHUX aHTUTHjesa
YMJECTO MOJIMKIIOHAIHUX aHTUTHjeIa.

3a oborahusame 3a PCR Tect npenecute 100 pl excrpakra y3opka
y 10 ml Teune mozore 3a oborahinBame KojH je MPETXOAHO MOH]jeIbeH
y amukBore y empysere i 6ounne 6e3 JJHK. 3a obGorahusame 3a
ELISA Tect Mory ce KOpucTUTH BehH JIMjEIOBH EKCTPAKTa y30pKa y Te-
kyhoj momnosu (amp. 100 ply 1,0 ml Texyhe moasore 3a o6orahuBame).

Wukybuparu 72 cara Ha temmeparypu ox 27 °C no 30 °C ca
IpoTpecameM Wi 0e3 poTpecama, ¢ YeroM KojU HHje 0 Kpaja 3aTer-
HYT J1a 61 ce omoryhusio nposjerpaBame.

Jlo6po npomujentatu npuje kopumhema y ELISA niu PCR tecro-
BUMA.

C o6oraheHoM Tekyhom moIOroM moCTymaTi UCTO Kao U ¢ y30p-
L1Ma Y IPETXO/IHO OIHCAHUM TECTOBHMA.

Hanomena

Vronuko ce odekyje na he oborahusame R. solanacearum outn
oHemoryheHo 300r BeJIMKHX IOMyJanuja oipel)eHnxX KOHKYPEHTHHX
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canpoduTHUX OakTepuja, 60JbH pe3ynTaT ce Mory nooutu odorahu-
BambEM EKCTPAKTa y30paKa MpHje HeHTpUdyruparmba ik JIpyrux HocTy-
I1aKa KOHLICHTpHUCaba.

1.5. IF tect
Haueno

Vnorpeba IF Tecra kao maBHOT TecTa HMpoBjepe Mmperopydyje ce
300r HBErOBE JI0Ka3aHe yjeAHAYCHOCTH Y IOCTH3albY 3aXTHjeBaHHUX Hpa-
rOBa 0CjeTJbHBOCTH METO/IE.

Kana ce IF Tect KopucT Kao TNIaBHU TECT mposjepe u ako je IF
OYNTaBahe MO3UTHBHO, AONATHO ce Kao Apyru TecT kopuctd PCR mmn
FISH Tect. Kana ce IF Tect xopuctu kao apyru tect mposjepe u IF
OYUTABaIbE je MO3UTHUBHO, Jajba TECTHPama y LUbY KOMILUICTHPAbHA
aHalIM3a ce N3BOJIE NPeMa Arjarpamy ToKa.

Harnomena
Kopuctutu norBphena u onobpena anrturujena R. solanacearum.

IIpenopyuyje ce oapehuBame TUTpa 3a CBaKy HOBY CEPH]jy aHTH-
tujena. Turap ce neduunine kao HajBehe paspjeheme y kome monasu
10 ONTHUMAJHE peakiHje MPHU TECTHPAby CYCICH3Hje KOja CaIpiKu
10° no 10° henuja mo ml ogrosapajyher coja R. solanacearum y3 xo-
pumheme ¢dayopecuenn-nsornonnjanar (FITC) xomyrara y ckiany
¢ npenopykama npoussohaya. CBu noTBpheHH 1 0J00PEHHU MOIUKIO-
HaJIHM aHTHcepyMu mMamu cy IF turap majmame 1 : 2.000. Toxom
TeCTHpama KOPUCTUTHU pajHa pa3pjehema aHTUTHjena, Koja cy OIH3y
WITH jeJIHaKa THTPY.

Tectupamwe Tpeda M3BPUIMTH Ha CBjeXKE NPUIPEMIBEHUM
€KCTPaKTHMa y30paKa, a o HOTPedHu, TECTUPAE CE MOXKE YCIIjeLIHO
U3BPIINTH U Ha €KCTPAKTUMA KOjU Cy OMJIM YyBaHU Ha TEMIIEPaTypu
o1 -68 °C 1o -86 °C ¢ momartkoM riMieposa. IHIepoa yKIOHUTH
noxasameM | ml mener mydepa (mydepa 3a pacTBapame Tajora),
(ITornmasspe XII oBor mpmiiora), IIOHOBHHM LEHTPH(YIHpameM Ha
7.000 g y Tpajamy ox 15 MHHYTa H pecyCHEeHIOBambEM Talora y jea-
HaKoj 3ampeMuHH IenerT mydepa. OBaj Ano mpouexype 4ecTo Huje
norpebaH, HAPOYUTO AKO CY Y30pLH (PHKCHPAHH Ha MHKPOCKOICKA
IF cTakna ninaMeHoM.

Ha 01BOjeHMM MHKPOCKOIICKMM CTaKJIMMa IMPUIPEMUTH MO3H-
THBHY KOHTPOILY, X TO XOMOJIOTHH WJIM HEKH JPYTU pepepeHTHH H30I1aT
R. solanacearum, pacTBOPEeH y eKCTPAKTy KPOMIMpA H IO H300py Y
nydepy.

Ha ucroj IF mounmu tpeda, raje rox je To Moryhe, KOpUCTHTH U
MO3UTUBHY KOHTPOJY KOjy YHHH MPHPOAHO 3apaykKCHO TKHUBO (JInodu-
JIM30BAHO WIIHM 3aMp3HYTO Ha -16 °C no -24 °C).

HeratuBHY KOHTPOJIY MOTY IpEJICTaBJ/baTH H JHjEIOBU €KCTpa-
KTa y30paKa KOjU Cy Yy paHHjeM TECTHpamy I[0Ka3alll HEeraTHBaH
pesyirar.

V¥ Ilornaspy XI oBOr mpuiora HaBEJEHH Cy CTaHAApAU30BaHU
MO3UTUBHY WM HETaTUBHU KOHTPOJIHU MAaTePHjalH KOjH C€ MOTY YIO-
TpeOJbaBaTH y OBOM TECTY.

Kopuctut MUKpOCKOIICKE IJI04YHLE ca Buie OyHapuyuha, o mMo-
ryhuoctr ¢ 10 oTBOpa npevHuKa HajMambe 6 mm.

HpI/IMI/IjeHMTI/I HUIACHTHYAH IOCTYyIIaK TECTHUpama Ha Y30pKE U Ha
TIO3BUTUBHE U HETaTUBHE KOHTPOJIC.

1.5.1. Mpunpemutn IF muiounie 3a TecTUpame jeHUM O] CIbe-
nehux nmocrynaka

1.5.1.1. 3a Tanore ¢ peJlaTUBHO MaJIOM KOJIMYMHOM HaTaJIOkKEHOT
ckpoba

VY npBu OyHapunmh MHUIIETOM OOMjEPHTH CTAHIAPAHY 3aIPEMHHY
paspjebema ox 1/100 pecycnennoBanor tamora kpommupa (15 ul je
JI0OBOJbHO 3a OyHapumhe mpeyHnka 6 mm — moBehaTu 3ampemMuHy 3a
Behe Oynapunhe). [Totom y ocrane OyHapuuhe y HCTOM pery MHUIIETOM
OJIMjEPUTH CIIMYHY 3ampeMuny Hepaspujehene cycnensuje (1/1) tano-
ra. JIpyru pej ce MoXe KOPUCTHTH Kao JYIUIMKAT IIPBOT MK 3a APYTH
y30paK Kako je npukazano y Lllemu 6.

1.5.1.2. 3a ocrase cycrieH3uje Tajiora

Tpunpemutu nenumanta paspjehema (1/10 u 1/100) pecycnen-
noBaHor Tajora y mydepy 3a tanor. Y jenan pex OyHapuuha numne-
TOM OJMJjEpPUTH CTAHIAPAHY 3alPEMHHY PECYCICHOBAHOT Tajora
u cBakor paspjehema (15 pl je moBosbHO 3a Oynapumhe mpednnka 6
mm — noBeharu 3anpemuny 3a Behe). JIpyru pen ce Moxe KOPHCTHTH
Kao JyIUIMKAT MPBOT MK 3a APYTH y30paK Kao ILITO je MPUKA3aHO Y
Iemu 7.

1.5.2. OcraBuTHu J1a ce KambuIle OCylle Ha COOHO] TeMIepaTypH
WM HX 3arpujesBatu a0 temmeparype on 40 °C mo 45 °C. henuje Oax-
Tepuja Gukcupatu Ha IF miounny 3arpujaBamem (15 munyta Ha 60
°C), mpoBIaveHeM Kpo3 IIaMeH, 95% eTaHoIoM MIH IpeMa HOCEOHHM
yIyTCTBMMa NPOU3BOlaya aHTUTH]jeNa.

VKOJIMKO je TO HEOIXOAHO, (QHKCHUpAHE IUIOYHIIE CC MOTY YyBaTH
3aMp3HYTE y JecuKaTopy y kpaheM BpeMEHCKOM HHTEpBally (HajBHUIIe
JI0 TPU Mjecena).

Paspehera PacyCNeHgoeanor Tanora

1/100  1/1 1/1 /1 1/1 O paspehiersa

PACYENENADBANGT Tanora

(T =Turap) T2 T/4 T/2 T 2T

. 0.0.0.0
IE I'J‘ IS.B.IO

1.5.3. IF mocrymax

B geocrpyka paspehesa
: .

Y3opak 1

LAYnNKKET y30pKa 1
MAM y30pKE 2

1.5.3.1. V ckiagy ca HOCTYIKOM 3a IIPUIPEMY IUIOYMIA 33 TECTH-
pame Kako je omucano y 1.5.1.1

[MpunpeMuTty 1BOCTpyKHU HU3 paspjehema antutujena y IF mydepy.
IpBu 6ynapuunh mopa umaru 1/2 tutpa (T/2), a ocranu 1/4 turpa (T/4),
1/2 tutpa (T/2), Tutap (T) u nBocTpyku turap (2T).

1.5.3.2. ¥V cknany ¢ HOCTYNKOM 3a IPUIPEMY IIJI0YMLA 32 TECTUPaA-
e Kako je onmcano y 1.5.1.2.

[punpemuru pagHo paspjeheme antutujena y IF mydepy. Pagno
paspjeheme yTuue Ha cenuGpu4HOCT.

PaaHa pazpelierha cepymMa/aHTUTHjena

O peuamania paspefetba
pecycnemiosanor Tatora

11 1/10  1/100 npa3koc npasdo
1 2 3 4 L}
6 7 8 9

10

| ysopar 1

| Aynnakat yaopka 1
WK yIopKa 7

Ilema 7. INpunpema miounna y ckiaagy ca 1.5.1.2. u 1.5.3.2.

Topenatu muounie Ha HaBnaxeHW ynujajyhm manup. CBaku Oy-
Hap4uh HOTIYHO UCIIYHHTH paspjehermeM aHTHTHjena. 3anpeMuHa aH-
THTHjes1a MOpa OMTH jeJIHaKa 3alPeMHHH HaHECEHOT eKCTPaKTa.

Vkonuko He nocToje nocebHa ymyTcTBa npoussolhaua antuTHjena,
cnujenuty cibeaehy mpouenypy:

MuKyOupary npeKpuBeHe IUIOYUIE Ha BIaKHOM Hanupy 30 MUHY-
Ta Ha co0HOj Temmeparypu (18 °C no 25 °C).

Kamspuie ca cBake IUIOYHIIE OTPECTH U INIOUYHIIE TAXKJBUBO HUCIIpa-
tH IF mydepom. [Toronutu mounne y IF nydep-Tween na y IF mydep,
y Tpajamy o 1o 5 MuHyTa. COpUjednTH CTBApare aepocoia Wi 1pe-
HOC KarbHia jep Ou Morio 1ohu 10 yHaKpCHE KOHTaMHUHALHje y30pa-
ka. [lounie na>xJbuBO OCYIIUTH yIHjajyhum manupom.

IMopenary rrounne Ha HaBIakeHU ynwjajyhu manup. Bynapunhe
nonyuuty paspujehernm FITC koHjyratom koju ce KOPHCTH 32 Ofpe-
huBame TUTpa. 3ampeMuHa KOHjyrara HaHECEHOT Ha OyHapuuh Mopa
OWTH jesHAaKa 3aIIPEMUHU HAHECEHOT aHTHTHjela.

WHKkyOupaTy IOKpUBEHE IUIOYHIIE HA BIAKHOM ranupy, 30 MuHyTa
Ha cobHoj Temmneparypu (18 °C no 25 °C).

OTpecTu Karubuile KOHjyrara ca Iiodnna. Mcmparu u onpari mio-
YHUIE KAKO je IIPETXOAHO OmHUcaHo. [1104nIe MasKIbHBO OCYIINTH.

Ha cBaku Oynapuuh nunerom Hanujetn ox S pl go 10 pl 0,1M rimu-
nepona ¢ pocharHuM myhepoM MK KOMEPIMjAIHO JOCTYIHO CPEe-
CTBO IPOTHB N30sbehnBarba M CTABUTH MOKPOBHO CTaKJIO.

1.5.4. OunraBame IF Tecra

Ilpernesatn mpUNpeMIbEHE IUIOYULE 07 enUIIyOpECIeHTHUM
MHUKPOCKOIIOM ¢ oxroBapajyhum ¢unrepuma 3a excuurarujy FITC-a,
I0J YJBHOM HIJIM BOJEHOM HMep3ujoM H yBehameMm ox 500 mo 1.000
nyra. IIpernenaru cBaku GyHapuuh y3ayX M MONpPHUjEKO, MO PaBUM
YIJIOM M J1y’K CIIOJbHE UBHIIE. 3a Y30pKe Y KOjUMa je BUIJbUB Malii Opoj
henuja uiM MX yoImiITe HeMa nperieaaT HajMame 40 MUKPOCKOTICKUX
BUJIHUX I10Jba.

ITpBo Tpeba mperienary IWIOYHIY ¢ II03UTHBHOM KOHTposioM. he-
JHje Mopajy OMTH M3pasuTo (IIyOpECIEHTHE U MOTIYHO 00OjeHe Ha
YTBP)EHOM TUTPY aHTUTHjesla WK pafHor paspjehema. Y ciyuajy na
koz1 obojeHoctu gohe o oxcrynama, IF Tect ce mopa nonosuru (Ilo-
rnaBibe VIII Tauka 1. moarauka 1.5. oBor npuiiora).

VrBpautu na num jacHo QuiyopecuentHe henmje koje ce youa-
Bajy y OyHapunhuma umajy Mop(doiorujy KapakTepucTH4Hy 3a R.
solanacearum.

Wnrensurer QuryopecueHnuje Mopa OWTH jeAHAK HIH OOJBH OJ
OHOT' KOjU J1aje MO3UTHUBHYU KOHTPOJIHM HM30JIaT, IIPU jeHAKOM paspje-
hemwy anTHTHjea. 3aHEMApHTH HEMOTIYHO 000jeHe miH ciabo duyo-
pecuentHe henuje.

VKOHKO Ce TIOCyMba Ha KOHTAMHHAIIH]Y, TECT C€ MOPA TOHOBUTH
[HIIp. aKo 300r KOHTaMHHALM]e ITydepa CBE IIOUULE Y CEPHjH ITOKa3yjy
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nosutuBHe henuje wim ako cy nosutuBHe henuje nponalene (u3BaH
OyHapunha) Ha MOBPIINHY TJIOYHILE].

IMoctoju Hexonuko mpobreMa y Be3u ca crenuduunomhy Tecra
uMyHOGIyopecieHlyje. Y KOHIEHTPOBAHOM EKCTPAKTY H3/BOjEHUX
KOHyCa INyIYaHUX JeJ0Ba KPTOJIC WM JEJI0OBa CTaOJ/bHKE YBHjEK ce
OYeKyje W MPUCYCTBO Momynanuja (GayopecueHTHUX henmuja ca HeTH-
MTHYHOM MOP()OIOTHjOM WIIH YHAKPCHA peakiiyja ca canpoGpuTHHM Oak-
Tepujama CIIMYHE BeJIMUKHE U rpahe xkao R. solanacearum.

IMpunukoM ounTaBama y 003HUp ce y3uMajy caMo (IyopecIeHTHEe
henuje TMnUYHE BeaM4YMHE W MOP(OJIOTHjE Yy THTPY WIN PAJHOM pa-
3pjehemy anTHTH]jENA.

Tymaueme ounrapama IF Tecta

VYKOIUKO ce YTBpAM IPHUCYCTBO jacHO (IyopecleHTHHX hemuja
KapakTepUCTUYHE MOP(OIIOTH]je, OPEAUTH Mpocjedan Opoj TUIMIHUX
henmja M0 MUKPOCKOIICKOM BHIHOM IOJbY M M3padyyHaTu OpOj THUMHY-
nux henuja no ml pecycnengoBanor tanora (ITormassse X111 oBor npu-
Jiora).

OunraBame IF TecTa je mo3UTHBHO 3a Y30pKe KOjU MMajy HajMarmbe
5 - 10° Tunmunux henuja mo ml pecycnergoBaHor tasora. OBakaB y30-
paK ce cmarpa IOTCHIHjalHO KOHTAMHHUPAHUM M IOTPEOHO je M3Bp-
ILIUTH J1aJbe TECTUPAIHE.

OuwnraBatbe IF Tecta je HeraTMBHO 3a y30pKe KOjH HMajy Marbe OJf
5 - 10° henmja o ml pecycreH0BaHOr Tajgora i y30pak ce cMarpa He-
raruBHAM. Huje nmorpeGHO J1ajbe TecTupae.

1.6. PCR Ttect
Hauena

Kana ce ynorpe6om PCR Tecra kao mpBor tecra nposjepe 1oouje
nosuTuBaH pesynrar, IF TecT wim u3omanuja Ha MOUIOTY ce KOpPUCTE
Kao ApyrH 00aBe3HHU TecT mposjepe. Ako ce kopumhemem PCR Tecta
Kao Jpyror Tecta mposjepe 1o0Hje TMO3UTHUBAH PE3yNTar, 3a MOCTa-
BJbAbE KOHAuHE AMjarHose Tpeba 00aBUTH Jajbe TECTHUpAE HpeMa
JHjarpamy TOKa.

Kopuiheme oBe MeToj1e Kao IIaBHOT TeCTa MPOBjepe Iperopydyje
Ce CaMO YKOJIMKO je IOCTYITHA CIICLjaIM30BaHa eKCIIepPTH3A.

Hamomena

[IpenuMuHapHa TecTHpama MPUMjEHOM OBe Mertoxe Tpeba
na omoryhe NoHOBJbMBY JerTekuujy HajMmame 10° no 10* henmmja R.
solanacearum 1o ml, koje cy IofaTe eKCTPAKTy y30pKa IPETXOJHO 10-
Ka3aHOT Ka0 HEraTHBHOL.

3a noctu3zame HajBeher cTerneHa 0CjeTJbMBOCTH U CIIEU(YUUHOCTH
y CBHM Jaboparopujuma moTpebHoO je u3Bohere orieaa 3a cTaHaap-
au3annjy (ontumusanujy) merone. Kopuctutu norsphene u ogodpeHe
pearence u nporokoie 3a PCR (ITormtasse XIV oBor mpuiiora). Ilo-
JKEJBHO je orabpaTH MEeTOZ ca MHTepHOM KoHTpoioM. IIpemysern on-
roBapajyhe mjepe ompesa Ja Ou ce u30jeria KOHTAMUHAIMja y30pKa
mwsHOM JJHK. PCR Tect Tpeba na 00aBibajy HCKYCHH CTPYYIbALH, y
CIELU]jaTM30BaHUM JIJaOOpaTOpHjUMa 32 MOJIEKYJIapHy OHOJIOTH]Y.

Herarusue xontpose (3a excrpakuujy JJHK u PCR nocrynax) tpe-
6a yBHjeK y IIOCTYIKY OOpaauTH MOCbEABE Aa OU ce YTBPAWIO A JIH
j€ eBEeHTYaJIHO JIONLIO 10 OMII0 KakBor npeHotemha JJHK.

VY PCR Tect ykibyuntu cibeqehe HeraTuBHE KOHTPOJIE:

- GKCTPAKT y30pKa Y KOME IPETXOJHO TOKOM TECTHpamba HHje JOKa-
3aHO NPHUCYCTBO R. solanacearum,

- my¢ep xopunrhen 3a excrpaxnujy 6axrepuje u JJHK u3 y3opxka,

- PCR peaxunonu MHKC.

VY PCR tect ykibyuuTH cibegehe mo3UTHBHE KOHTPOJIE:

10. aKBOTE pecyCIeHI0BaHUX TAJIOra y Koje je JofaTa Oakrepuja
R. solanacearum (3a npunpemy Bugjetu [lormasme XI Tauka 2. oBor
npuIora),

11. cycnensujy on 106 hemumja mo ml BupynaeHTHOr m3omara R.
solanacearum y Bomu (anp. NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857,
BUJIjeTH

12. axo je moryhe, y PCR Tecty xopuctutu u JJHK excrpaxoBamy
13 MO3UTUBHUX KOHTPOJHHX Y30paKa.

Ja 6u ce u3bjerna Moryha koHTaMHHANHKja, TO3UTHBHE KOHTPOJIE
HPHIIPEMUTH TIPOCTOPHO OJ[BOjEHO OJI Y30paKa 3a TeCTHPAmbE.

C o63upom Ha To na mpumjeHa PCR mporokona 3axTHjeBa Ko-
pumhere eKCTpakTa y30paka ca IITO Make 3eMJbe, PHje MoYeTKa IPo-
nexype n3Bohema TecTa, y30pke KpOMIHPA je MOXKEIBHO I00pO ONpaTH.

V nornagspy XI 0BOT IpHiIOra HABEACHH Cy CTaHAPAM30BaHH I10-
3UTHBHU U HETaTHBHH KOHTPOJHH MaTepHjalii KOJH C€ MOTY KOPUCTHTH
Y OBUM TE€CTOBHMA.

1.6.1. Metone npeunnrthasamwa JJTHK

ITo3UTHBHY M HEraTHBHY KOHTPOIIY KOPUCTUTH KaKO j€ MPETXOIHO
ormcano (Bugjetu y ITormasspy XI oBor npuiora). KonTponHu mare-
pHjall IPUIIPEMHUTH Ha HCTH HAYHMH Kao U y30pKe.

Hocrynue cy pasznuunrte MeToze npeurinhasama umbane JJHK u3
KOMIUIEKCHUX CYIICTpaTa y30pKa y HHby yKIamama naxuoutopa PCR
peakiyje U APYruX €H3MMCKHX peakifja W METO/e KOHIEHTPOBama
umbane JJHK y exctpakTy y3opka.

MeToza koja CIMjear je CTaHIapAu30BaHa 3a KopHiuheme ca 1o-
TBphenom u onodpenom PCR metonom y [Tornasey X1V oBor npuiora.

1.6.1.1. Merona npema Pastriku (2000)

IMunerom onmjeputn 220 pl muzuc mydepa (100 mm NaCl, 10 mm
Tris-HCI [nX 8], | mM EDTA [pH 8]) y EppendorfTy6y on 1,5 ml.

Jonatu 100 pl excTpakTa y30pka U CTaBUTH Y TEPMOOIOK HIIH BO-
neHo xynarmio Ha 95 °C 10 mumyTa.

CraBuTu TyOy Ha JIel y Tpajamy OJf IeT MUHYTA.

Jonaru 80 pl ocHoBHOT mITOK pactBopa Lysozyme (50 mg nu303u-
Ma o mly 10 mm 7ris HCI, pH 8) u uaxy6uparu 30 munyTa Ha 37 °C.

Honatu 220 pl pacreopa Easy DNA® A (Invitrogen), no6po
M3MUjelIaTH Ha BOpTeKcy u nHKyouparu 30 MunyTa Ha 65 °C.

Honatun 100 pl pactBopa EasyDNA® b (Invitrogen) n CHaxHO
M3MHjEIIaTH Ha BOPTEKCY 10 IOCTU3ama YHH(OPMHOT BHCKO3HTETA
y30pKa.

Jonaru 500 pl xnopodopma, u3Mujemaru Ha BOPTEKCY JI0K CE BU-
CKO3HUTET HE yMabH U CMjeca I0CTaHe XOMOTeHa.

Hentpudyruparu na 15.000 g 20 munyrta na 4 °C na ce nmoaujene
(aze u crBopu mMehydasza.

[peneru ropwy a3y y HOBY Eppendorf TyOy.

Jonatu 1 ml 100% etanona (-20 °C), kpaTko MpOMHjeLIaTH HA
BOPTEKCY U MHKyOuparH Ha jexy 10 MuHyTa.

Hentpudyruparu na 15.000 g 20 munyta Ha 4 °C ¥ YKIOHUTH
€TaHOII O] TAJIOTa.

Honarn 500 ul 80% eranona (-20 °C) 1 npoMujelIaTH OKPETambEM
TyOe.

Lentpudyruparu Ha 15.000 g 10 munyTa Ha 4 °C cauyBarH Taor,
a yKJIOHUTHU CTaHOIL.

OcraBuTH TaJIOT Ja ce CYIIH Ha Ba3IyXy MM y BaKyyMCKO]j IIEH-
Tpudyru (DNA speed vac).

PecycnenoBaru tanmor y 100 pl crepunne ynrpadncre Bozme U
OCTaBUTHU Ha COOHO] TeMIlepaTypu HajMambe 20 MUHYTA.

UYysaru Ha -20 °C 1o usBohema PCR-a.

buno xoju Oujenn Tanor u3ABojuTH neHTpudyrupamem u 3a PCR
ynorpujedutn 5 pl cynepuaranra xoju caapxu JJHK.

1.6.1.2. JIpyre metoze

3a excrpakuujy JJHK Mory ce mpuMujeHuTH U Apyre Metoe (HIp.
Qiagen DNeasy Plant Kit), yKOIHKO je NOKa3aHA SKBUBAJICHTHOCT Y
npounmthasawy JIHK n3 koHTponHuX y3opaka koju cagpxke 10° no 107
natoreHux hemmja mo ml.

1.6.2. PCR

IIpunpemuTy y30pke 3a TecTHpame U KOHTposiHE y30pke 3a PCR
npema o700peHrM nportokosrMa (ITormassbe VIII Tauka 1. moxravka
1.6. oBor npunora). [Ipunpemuru paspjeheme excrpakra JJTHK u3 y3op-
ka | : 10 y ynTpaqucToj Boau.

Y HEKOHTAaMMHHMPAHOM MPOCTOPY MPUIPEMUTH ojrosapajyhu pe-
aknuonn Mukc 3a PCR npema o6jaBisenuM npotoxonuMa (ITormasise
XIV osor npunora). Onoopern PCR npoTokon je MyaTHIUIEKC peak-
1ja Koja Takohe ykspydyje yHyrpauimsy PCR KoHTpOIY.

Ipema mpotoxony 3a PCR, momaru 5 pl excrpaxra JIHK na 25 ul
PeaKIMOHOT MHKca y cTepuiHe enpysete 3a PCR.

VKJbYUHTH M HETaTHBHY KOHTpOIy Koja caapku camo PCR peak-
LIMOHH MHKC, @ yMjeCTO y30pKa JOJATH UCTH M3BOP YNTPavyHCTe BOIC
koju je xopuiuhen 3a npunpemy PCR peakunoHor MuKca.

Crasuru enpyBere y ypehaj 3a PCR (thermal cycler) v nokpeHytH
cranaapauzosanu PCR nporpam.

1.6.3. Anamuza PCR npoayxkara

Yuuoxene PCR mpoxykre pa3aBojutu enekrpodope3oM y arapo-
3HOM reny. Y cBaku OyHapuuh 2% (v/v) arapo3Hor rena y TpHuc-alerar
EDTA nmydepy (TAE), (Ilormasse XIV oBor mpuiora) HaHHjeTH Haj-
mame 12 pl ammiukona JIHK u3 cBakor y3opka, nomujemane ¢ 3 pl
00je 1 IPOIYCTUTH Y3 HarloH o1 5 10 8 B o cm. Yrorpujedutu oxro-
Bapajyhu JTHK mapkep, arp. 100 bp marker (100 bp ladder).

O6ojutu enexrpodopercke Tpake JHK y remy nmoramamem rema y
etuauyM 6pomuf (0,5 mg/l) y tpajamy ox 30 no 60 munyra. [Ipenyseru
ozxrosapajyhe Mjepe ompesa pu paay ca OBUM MyTareHOM.

O6ojeHu rei nperiesaTi Ha KparkoTanacHoM Y B TpaHcuiymuHa-
Topy (Hrp. A =302 nm) 1 NOTPaKUTH yMHOKEHE (pparMeHTe O4eKnBa-
HE J[y’KHHE U JIOKYMEHTOBATH HX.

IIpunukoM cBakor HOBOT Hala3a/Cily4aja MPOBjEPUTH ayTEHTHY-
HocT ymHOxeHor PCR mponykra m3Bohemem aHanmse y3 momoh pe-
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CTPUKIMOHUX €H3UMa Ha y30pKy npeocraie ymHoxkene HK, u To
MHKYOAIMjOM TIPU ONTHUMAIIHOj TEMIIEPATypU M Y ONTUMAIHOM Bpe-
MeHy ¢ oxaroapajyhum ensumom u mydepom. Hacrane ¢parmenre
Pa3aBOjUTH eNeKTPO(OPE30M y arapo3HOM Telly Kako je MPETXOIHO
HaBEICHO M mociuje Oojema eTuanym OpomuaoMm Ha YB TpaHcuiy-
MHHATOPY IT0CMATPaTH KapaKTePHCTHIHY MaTpuLy (oOpasal) pectpu-
KUHOHHUX (pparMeHaTa u yrmopeIuTH j€ ¢ IO3UTHBHOM KOHTPOIIOM TIpHje
U TIOCITHj€ pa3/iBajamba.

Tymaueme pesynrara PCR Tecta

PCR Tecrt je HeraruBaH aKko y TECTHPAHOM Y30pPKy HHje BUJUBHB
PCR mpomykT ouekuBaHe AyXuHHE Koju je creuuduuan 3a R.
solanacearum, any je BUAJGUB y CBUM IIO3UTHBHUM KOHTPOIHUM Y30p-
muma (kox Myntuiuieke PCR-a ¢ mpajMepnma 3a yHyTpanimy KOHTPOITY
KOju Cy crermbuyHn 32 OM/bKy qoMahHHa: y TECTHPAHOM Y30PKy ce
Mopa yMHOKHTH Apyrn npoaykT PCR-a oueknBane Benmdnue).

PCR Tecr je nozutnBas axo je BuybuB PCR mpoayKT koju je crie-
uuduyad 3a R. solanacearum u Koju je OYEKHBaHE TY)KHHE U PECTPHU-
KIIMOHOT 00pacia, Moj] yCIO0BOM Ja HHje YMHOXEH HHU Y jSTHOM y30PKY
KOja IpeICTaB/ba HETraTHBHY KOHTpOXNy. Iloy3maHa moTBpaa mo3WTH-
BHOTI' pe3yJITaTa Ipe/CTaBiba U yCIjeLIHO OHABIbAE TECTA C APYTUM
mapoM PCR mpajmepa (ITormasse X1V oBor mpuiora).

Harmomena

VYkonuko ce oueknBaHu (parMeHT (II03UTUBHA peaknuja) roduje y
y30pKy MO3UTHBHE KOHTpOJIE Koja canpxu R. solanacearum y Boau, a
HEraTHBHHU PE3y/ITar 100uje y y30pKy HO3HTHBHE KOHTPOJIE KOja cap-
KN R. solanacearum y eKCTPaKTy KpOMIIMpa, MPETIIOCTaBIba CE Ja je
nouwno no naxubuumje PCR peakuuje. ¥ mynrurnexkec PCR nporoko-
JIMMa KOjU ce M3Bozie yrnoTpedoM yHyTpammsux PCR koHTpora, cMaTpa
ce J1a je JOLUIO 10 MHXUOHIHje peaKiyje ako Huje 100ujeH HujejaH O
JIBa IPOIYKTA.

Takolje, ako ce W3 jefHe WM BHIIE HETAaTHBHUX KOHTpoJa go0uje
OYEKHMBAHU IIPOAYKT, MOXE C€ CyMIbaTH Jia je JIOLUIO JO KOHTaMUHA-
wje.

1.7. FISH Tect

Hageno

Kana ce FISH Tect xao mpBHu TecT IpoBjepe U aKko ce HHME J10-
Ouje Mo3nTHBaH pe3ynTar, Mopa ce crnposectn IF Tect unm n3onauuja
Kao apyru obase3Hu Tect nposjepe. Ako ce FISH Tect xopuctu xao
JIPYTU TeCT IPOBjepe H aKko ce HBHMe J00Hje MO3UTHBAH PE3yNTar, 3a
0CTaBJbake KOHAYHE JiMjarHo3e Tpeba 00aBUTH J]ajbe TECTHPAE Ipe-
Ma Jijarpamy TOKa.

Hamomena

Kopucrutn notsphene n ogobpere onuro-npode crenududane 3a
Gakrepujy R. solanacearum (Ilormase XV oBor mpuiora). IIpenu-
MHUHapHa TECTUpPaba NPUMjEHOM OBe MeTojie Tpeba aa omoryhe nmoHo-
BJBHBY JieTeKnnjy Hajmawe 10° no 10* hemuja R. solanacearum mo ml
JIOJIATHX CKCTPAKTy Y30pKa MPETXOAHO J0KAa3aHOT Ka0 HEraTHBHOL.

IMocrynak Tpeba U3BPLINTH HA CBEKE IPUIPEMIbEHHM CKCTPaKTH-
Ma y30paKa, ajli ¢ YCI[jellIHO MOKe IIPUMUjeHHTH U Ha eKCTPaKT y30p-
Ka KOjH je OMo 4yBaH ca IIMLEPOIoM Ha TeMreparypu ox -16 °C o -24
°C mim oz -68 °C 10 -86 °C.

3a HeraTHBHY KOHTPOJIY yHNOTPHjeOHTH AHMjeI0OBE €KCTPAaKTa y30-

paKa KOju Cy y paHHjeM TeCTHpamy Ha R. solanacearum 10Ka3aHN Kao
HEraTUBHU.

3a TO3UTHUBHY KOHTPOJY IPUIPEMUTH CYCIEH3Hje KOje caiap-
xe 10° mo 10° hemmja/ml 0,01 M docdarnor mydepa (I15) Gakre-
puje R. solanacearum GuoBap 2 (ump. coj NCPPB4156 = PD 2762
= CFBP3857; Bunjern Jlomarak 3) u3 KyaType crape of TpH 10 HeT
nana. [IpunpemMuTy oBOjeHe MUIOUHIIE 32 O3UTHBHY KOHTPOITY Ca XO-
MOJIOTMM MIIM HEKHM JAPYTHM peepeHTHUM H30iaToM Oakrepuje R.
solanacearum, pacTBOPEHHM y €KCTPAKTY KPOMIIHPA, KO ILTO j¢ HaBe-
nieno y IMornasspy XI Tauka 2. oBor mpusora.

Kopumtheme eybakrepujcke onuro-npode odmbexxene FITC-om
omoryhaBa KoHTpomy mporeca xubpuauszanuje jep he ce obojutu cse
ey0aKTepuje MPUCYTHE y yY30PKY.

V Ilornapsey XI Tauka 1. oBor mpuiiora HaBeJ€HU Cy CTaHAApIH-
3UpaHU NMO3UTHBHY M HEraTHBHHU KOHTPOJIHU MaTepHjain KOjU ce MOTY
YNoTpe6sbaBaTH y OBOM TECTY.

KoHTpoitHM MaTepHja TeCTHPaTH IPUMjEHOM HCTE MPOIIEAype Kao
1 y30pKe.

1.7.1. ®ukcupame eKCTpaKkTa KpoMIupa

Cibenehu mpoTokon ce 3acHuBa Ha npouenypu Wullingsi cap.,
(1998):

IMpunpemuru pactBop 3a ¢uxcupame (ITormasme XV osor npu-
Jiora).

TTunerom oxmeputu 100 pl ekcTpakra cBakor y3opka y Eppendorf
enpyBeTy na nenTpudyruparu 7 munyta Ha 7.000 g.

VKJIOHHUTH CcynepHaTaHT u pactBoputH Tajgor y 200 ul ¢pukcarusa
MPUIPEMIBCHOT HajBHIIIE 24 caTa paHUje, IPOMHjEIIATH U MHKYOUpaTu
jenmas cat y ¢prmxunepy. AntepHaTHBHU GHKcaTuB je 96% etanomn. [Ipu
TOME je TOTPeOHO PACTBOPHUTH TaJor U3 Kopaka 5.1.2 y 50 ul 0,01 M
ITb 1 50 pl 96% eranona, nmpomujemaru 1 nHKyOoupatn Ha 4 °C, 30 10
60 MuHyTa.

Lentpudyruparu 7 munyra Ha 7.000 g, yKJIOHUTH CylepHATAHT U
pecycnienoBaru Tanor 'y 75 ul 0,01 M I1b.

VY Oynapuuhe uncTux riounia Hanujetd 16 pl ¢uxcupanux cy-
crieH3uja Kako je mpukasano y llemu 8. Ha cBaky rutoumity HaHujeTn
JIBa pa3yinuuTa, Hepaspujehena yzopka u ynorpujedutn 10 ul 3a npu-
npeMame paspjehema 1 : 100 (y 0,01 M IIB). IIpeocranu dukcupanu
pactBop y3opka (49 ul) aysaru Ha -20 °C Ilocnuje nomaBama jeaHake
3anpemune 96% eranona. Ako FISH TecT Tpeba MOHOBUTH, IEHTPU-
(yrupameM yKIOHHTH €TaHON U JofaTH jenHaky 3ampemuny 0,01 I1b
(y3 Meliame).

¥aoparx 1 Mpazmo Mpasro MNpasmo Yaopmec 2
- @ | ) @
ByHagranh 1 ByHapsul 2 Bymapeaid 3 Byrapwadt 3 Byramaid 5
Yiopaik 1 Mpasto MpazHo Mpasio Yiopax 2
@ ® Q D -
ByHap-mh 6 Byrap-udh 7 Eynap-ad 8 ByHap-udy 9 ByHapadh 10
MNowpoma nnowwaun 1 Mosporea nnowala 2

Iema 8. IMTpuxa3 mounne 3a FISH tect

ITnounme ocymuTy Ha Ba3myXy (wnn y cymmuiy Ha 37 °C) ma ux
(uxcupaTu nposIadeeM Kpo3 miaMeH. Ha oBoM Kopaky ce Moxe mpe-
KHHYTH MOCTYyIIaK U HacTaBUTH cibenehn pan. Ilnounue Tpeda yyBaru
Ha COOHO] TEMIIEPaTypH y CYyBOM MPOCTOPY O3 MmparirHe.

1.7.2. Xubpuaunsarmja

Jlexuaparaunjy henuja U3BPLUINTU Y3aCTOIMHUM MOTANAmEM ILIO-
yuna y 50%, 80% u 90% eraHon, y Tpajamy O HO jeAHOT MUHYTA.
Ino4nme MOCTaBUTH Ha JpiKad U OCYLINTH Ha Ba3/IyXy.

IMpunpeMuTH BIaXHY KOMOpPY 3a MHKYOAaIlMjy Tako IITO c€ JHO
XEPMETUUKH 3aTBOpEHE KyTHje NpeKkpHBa ynujajyhum wmm ¢duiarep-
nanupoM notorwbeHuM y 1 h xubmix (Ilormaesse XV oBor mpuiiora).
Kytujy npetxoqHo HHKYOHpaTH y amapary 3a XHOpHIH3alujy HyKie-
MHCKUX KucenuHa Ha 45°C Hajmame 10 MuHyTa.

Hanecure no 10 pl xubpuausoBaHor pactBopa y ocam OyHap4uha
(Oynapunhu 1, 2,4, 5,6, 7,9 u 10; Bugeru lllemy 7) cBake miouwuie, a
niBa cpexrba OyHapurha (3 u 8) ocTaBUTH IpasHe.

I1pBa n 3aama yetnpu OyHapunha MOKPUTH ITOKPOBHUM CTaKaILEM
(24 mm - 24 mm), nazehu npurome na y Oyxapunhuma He ocraHe Ba-
31yx. CTaBUTH IUIOYHILY Y HPETXOJHO 3arpHjaHy BIAXKHY KOMOPY U XH-
OpUIM30BaTH MET CaTH y anapary 3a xubpuauzauujy Ha 45 °C, y Tamu.

Tpunpemutu Tpu nocyze ca 1 1 yarpauucre Bone, 1 L 1 - hubmix
(334 ml 3 - hubmix n 666 ml ynrpauricre Bone) u | L 1/8 - hubmix (42
ml 3 - hubmix n 958 ml yarpaducre Boae). CBaky mocyay HpPEeTXOIHO
HMHKYOUpaTH y BoAEHOM Kymnaruiny Ha 45 °C.

CKMHYTH TTOKPOBHA CTaKaJllla, a IPEJMETHE IUIOYMIE CTAaBUTH HA
JiprKad.

Bumak npoGe yKIIOHUTH UHKYyOHpameM y Tpajamy o 15 MuHyTa
Ha 45 °C y nocynu ¢ 1 - hubmix.

IpenujeTn apxad IWIOYMNA y pacTBOp 3a npame (1/8 - hubmix) n
HHKyOupar jour 15 muHyTa.

ITnouniie HaKpPaTKo YpPOHUTH Yy YATPAYHCTY BOAY M CTAaBHTH Ha
¢dunrep-nanup. Bumak Biare yKIOHHTH (GuITEp-IanupoM. Y CBaku
Oynapuuh nunerom Hanujetu 5 pl go 10 pl 3amwTuTHOr pacTBOpa mpo-
TuB u3onehuBama (Hnp. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, Y CA unu
€KBHBAJICHTHA) I1a LHjeIIy IIPEAMETHY ILIOYHITY TOKPUTH BEJIMKUM IO-
KPOBHUM cTakioM (24 mm - 60 mm).

1.7.3. OunraBame FISH tecra

[Tnounie mperienatd mMox enu(pIyOpecLEHTHUM MHUKPOCKOIIOM,
xopumthemeM yibane uMepsuje, ¢ ysehamem 630 mnu 1.000 puta. Ca
dunrepom mnpukinagaum 3a  Quyopecuenn-nzoruonujanar (FITC),
eybakrepujcke henuje (yxspyuyjyhu Behuny rpam-neraruBaux henuja)
ce y Y30pKy BHJE Kao (IyopecieHTHO 3eneHe. YmoTpeboM ¢uiarepa
3a TeTpaMeTHIPOJaMHH-5-n3otHonujanar, henuje R. solanacearum,
obojene ca Cu3, Bume ce kao (IyopecLECHTHO LpPBEHE. YIOPEIHTH
mopdonorujy henuja yzopka ¢ mopdonorujom henuja MO3UTHBHUX
xoHTpona. Remuje Mopajy OUTH jacHO (IIOYypEeCeHTHE U Y HOTIYHOCTH
obojene. Ako nohe 110 ozcrynama y obojenoctu, FISH rect (ITornasibe
VIII Tauka 1. noxrauka 1.7. oBor mpuiiora) Mopa ce noHosutH. Ilpe-
rieaaTH cBaky OyHapuuhl y34y’K U MOMPHUjEKO 0] HOPMATHUM YIJIOM U
JIyXK CHOJbHE MBHIIE. 3a Y30pKe y KOjUMa je BUIUbUB Maiu Opoj hemuja
WM UX YOIIIITEe HeMa IperiefaTn HajMambe 40 MEUKPOCKOIICKUX BHAHUX
0Jba.
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VYounTn na 1 cy BUIUBbUBE jacHO (uryopecuenTtHe henuje y Oynap-
yrhnma Mopdosoruje KapakTepucTUyHe 3a R. solanacearum.

Wutensurer QuyopecueHuuje Mopa OWTH jeHAK WIIM jadd HEro
KOJl TIO3UTHBHE KoHTpouse. henuje koje HUCY y MOTIyHOCTH 000jeHe
W ¢y ciabe duryopecueHIyje He y3umajy ce y 003up.

VYKOJIMKO MOCTOjH CyMHba 1A j€ JOLLIO 10 KOHTAMHHAIIM]E, TECT Ce
MoOpa TIOHOBUTH (HIIP. CBE IUIOYHIIE Y CEpUju 300r KOHTAMUHALIH]E ITy-
(epa nokasyjy nosurusHe henyje i cy nosutusne henuje nponahene
n3BaH OyHapunha, Ha OBPIIMHHY IUIOYHIIE).

Tocroju Hexonuko mpobiema y Besu ca cneunduynomhy FISH
TecTa. Y KOHLEGHTPOBAHOM EKCTPAKTY HM3/IBOjEHHX KOHyCa ITyIT4aHHX
JIMjeIIoBa KPTOJIe WIIH CTabJbUKE YBHjEK Ce OUeKyje U IIPUCYCTBO MOIy-
nanyja QuiyopecueHTHUX henuja ca HETUIMYHOM MOPQOJIOTHjOM HIIH
YHaKpCHa peakiuja ca canpopuTHUM OakTepujaMa CIMYHE BEIUYMHE
u rpabe kao R. solanacearum, mazna 3narHo pjehe Hero kox IF Tecra.

VY 063up ce y3umajy camo (ayopeceHTHe henuje THITHYHE BelH-
YyKrHe U Mopdooruje.

Tymaueme pesynrara FISH Tecra

Pesynraru FISH tecta cmarpajy ce Baxehum ako ce y CBUM MO3H-
THUBHUM M HH Yy je[IHOj HeraTuBHO] KoHTponu npumjerom FISH ¢untpa
yoJaBa IPHUCYCTBO jaCHO 3eJeHUX (ryopecleHTHHX henuja ynja je Be-
JIMYMHA ¥ MOpQOJIOTHja TUIINYHA 33 R. solanacearum W aKko ce IpH-
MjeHOM (unTepa 3a poJaMUH youaBajy jacHe IpBeHe (IIyOpecIleHTHE
henmnje. Ako ce youe jacHe hemuje KapakrepucTHuHe Mopdooruje,
OZIPEJIUTH MPOCjedHH Opoj THIMYHKX (uryopeceHTHHX hennja o Mu-
KPOCKOIICKOM BHJIHOM IIOJbY W H3padyHaTH Opoj THIMYHHX hennja 1o
MUJIIIATPY PECYCNEHI0BAHOT Tajiora. ITOTeHIMjaqHO MO3HUTHBHUM
ce cMmarpajy y3opuu ca Hajmawe 5 - 10° tunnynux henuja no ml pe-
CyCIEH/I0OBAHOT TAJIOra U MOTpeOHa Cy MM Jajba TecTHpama. Herarus-
HHUM C€ CMarpajy y3opi ¢ Mame ox 5 - 10° tunmunnx henunja mo ml
PecyCIeHI0BaHOT Tajora.

FISH Tect je HeraTuBaH ako ce MpuUMjeHOM QuiTepa 3a poIaMuH
HE youe CHaXKHO (iyopeclieHTHe IpBeHe heluje uuja je BeaudyuHa U
Mopdonoruja TunuyHa 3a R. solanacearum, mox yCIOBOM Ja ce IpH-
MjeHOM (uiITepa 3a POAAMHH YOue THUIIUYHE U3PA3UTO (IIyOPECLIEHTHE
upBeHe henuje y npenapariMa MO3UTHBHE KOHTPOJIE.

1.8. ELISA TecroBu
Haueno

3060r penaruBHO HUCKe ocjesbuBocTH, ELISA ce Moxe npumuje-
HUTH caMo Kao HeobaBesnu noxatHu tect nopen IF, PCR win FISH
TecToBa. Ako ce npumjewyje DAS ELISA, o6aBe3HO je MpeTxomHo
oborahuBame eKCTPakTa U yrnoTpeda MOHOKIOHAIHUX aHTHTHjEJIA.

Ooorahusame y3opaka npuje npumjene ELISA Tecta moxe 6utn
KOPHCHO jep ce Ha Taj HauuH noBehaBa 0CjeTIbUBOCT TECTa, alli MOXKE
OUTH M HEYCIIjeIIHO 300I KOMIIETHIHje OCTAJINX OPraHU3aMa y y30pKy.

Hamomena

Kopuctut morBphenun u 0100peHH W3BOp aHTHTHjena 3a R.
solanacearum.

IIpernopy<ssHBO je fa ce TUTAp OJPE/IH 3a CBAKy HOBY CEPH]y aHTH-
Tujena. Turap ce nedunuiie kao Hajeehe paspjeherme ko Kojer ponazu
JI0 ONTHMAJIHE PeakKlHje PU TECTHPay CycreH3uje koja caapxku 10°
1o 10° hemmja/ml xomomorHor coja Gakrepuje R. solanacearum y3 Ko-
punrheme oaropapajyhux KoHjyrara CeKyHIapHUX aHTUTHjela mpema
npernopykama npoussohada. TokoM TecTuparma, Tpeda KOPUCTUTH aH-
TUTHjeNa y pagHuM paspjehemnuma koja Cy OaM3y WM jeqHaKa TUTPY
(opMyanuje T0CTyIHEe Ha TPIKHILTY.

Onpenuty THTap aHTHTHjena Ha cycnensuju o 10° mo 10° hemmja
o ml xomosoruor coja 6akrepuje R. solanacearum.

3a HeraTHBHY KOHTPOJIYy KOPHCTUTH CKCTPAKT y30pKa KOjH je y pa-
HHUjeM TecTHpamwy Ha R. solanacearum OMO HEraTMBAaH M CYCICH3HU]Y
GakTepuje, ¢ KOjOM He J0Ja3d IO YHAKpCHE peakuuje, y hocharHom
nydepy ¢ noxarkom conu (PBS).

3a MO3UTHBHY KOHTPOJY KOPHCTHTH aJIHKBOTE €KCTPAKTa y30pKa
KOjU je y paHujeM TecTupamy 6MO HeraruBad, nomwujemane ca 10° mo
10* henuja/ml Gakrepuje R. solanacearum 6wosap 2 (urp. coj NCPPB
4156 = PD 2762 = CFBP 3857). 3a ynopeluBame pe3yiarara Ha CBaKoj
MHKPOTHTAPCKOj IUIOYH KOPUCTHTH CTaHAApAHY cycreHsujy ox 10° o
10° henuja/ml 6akrepuje R. solanacearum y PBS-u. Ilo6punute ce na
MO3UTHUBHE KOHTPOJIC HA MUKPOTHTAPCKO] II0YH Oyay 100po o/1BojeHe
0]1 y30paKa Koju Ce TECTUPAjy.

V¥ IMoraspy XI Tauka 1. OBOT mpuiiora HaBEJEHHU Cy CTaHIap/u-
30BaHM TO3UTHBHU U HETAaTHBHU KOHTPOJIHM MaTEPUjali KOjU CE MOTY
ynoTpe6IbaBaTh y OBOM TECTY.

KoHTpoaHu MaTepHjal TeCTHPaT! Ha HCTH HAYMH Kao H y30pKe.
W3BpiueHa je Banuaanuja asa npotokona 3a ELISA tect.
1.8.1. Unmupexrna ELISA (Robinson Smith u cap., 1995)

VYnorpujedurn amuksore ox 100 pl go 200 pl excrpakra y3opka
(y HEKUM CllydajeBHMa ce 3arpHjaBameM deTupu MuHyTa Ha 100 °C y

BOJICHOM KyTaTWy M OJIOKY 3a 3arpHjaBame MOTY CMarbUTH Heclie-
IU(UYHA PE3yITaTH).

Jlonaru jenHaky 3anpeMuny ydepa 3a odiarame ABOCTpYyKe jauu-
HE ¥ IPOMHjEIIaTH Ha BOPTEKCY.

Hanujetn anmuksote on 100 pl y Hajmame nBa OyHapurha Ha Mu-
KpoTuTapcke ioue (Hrp. Nunc-Polusort viin eKBUBAJICHTHA) U UHKY-
6uparu jenan car Ha 37 °C nim npexo Hohn Ha 4 °C.

VYkioHUTH eKkcTpakT u3 OyHapuuha. Mcnparu Oynapunhe Tpu myta
pactBopoM PBS-Tiveen, a mocibeitu pacTBoOp 3a UCIHPAHE OCTABUTH
y Oynapunhuma HajMame TeT MUHYTa.

Ipunpemutn oxaroapajyhe paspjeheme antutHjena 3a R.
solanacearum y nydepy 3a Onokupame. 3a HoTBpheHa u oxobpena
aHTHTHjeJIa Koja Cy JOCTYIHA Ha TPXKUINTY KOPHCTUTH IperopydeHa
paspjehema (00M4HO ABOCTpYKa KOHIICHTpAIIMja TUTPA).

Jonatu 100 pl y cBaku GyHapunh u HHKyOHparH jexan car Ha 37

VYKIIOHUTH pacTBOp aHTUTHjena u3 OyHapuuha w ucnparu OyHap-
yuhe, Tpu nyta pactBopom PBS-Tween, a nocibe i1 pacTBOp 3a HCIHU-
pame ocTaBUTH y OyHapunhnMa HajMarbe IIeT MUHYTa.

[punpemuru oarosapajyhe paspjeheme cekyHaapHUX aHTUTHjea
— KoHjyrara ankanHe ¢ocdarase y mydepy 3a onoxupame. Joxgaru 100
ply cBaku Oynapunh u uHKyOupar jenan cat Ha 37 °C.

VKIIOHUTH KOHjyrar aHTuTHjeia u3 OyHapuwha u omparu OyHap-
yphe, Kao 1ITO je IPETXOHO OIHCAHO.

VY cBaku Oynapuuh nomarm 100 pl pactBopa cyncrpara ankaiHe
tdocdarase, nHKyOUpaTH y TaMH Ha COOHOj TEMIIEPATypH M OYHTaTH
arrcopnuujy npu 405 nm y uaTepBany ox 90 MunyTa.

1.8.2. DASI ELISA

ITpunpemutn oxrosapajyhe paspjeheme MOMHKIOHATHUX HMY-
Hom00ynMHa 3a OakTepujy R. solanacearum y nydepy 3a oOnarame
pH 9,6 (ITornasmse XII oBor mpunora). Harujetu 200 pl y cBaku Oy-
Hapunh. Muky6uparu getnpu 10 ner catu Ha 37 °C min 16 catn Ha
4°C.

Bynapuuhe ucniparu tpu nyra pacrsopom PBS-Tween.

VY najmame 1Ba Oynapunha Hanujetn 190 pl excrpakra y3opka.

Ha cBaxoj 1io4u 10/1aTH MO3UTHBHY U HEraTUBHY KOHTPOILY, U TO
CBaKy y 1o Ba OyHapuuha.

WukyOuparu 16 catu Ha 4 °C.
bynapunhe ucripatn tpu myra pacrsopom PBS-Tiveen.

Tpunpemutn onrosapajyhe paspjehere MOHOKIOHAIHMX aHTH-
THjena criennduuHux 3a O6akTepujy R. solanacearum y PBS-u, xoju
canpxu u 0,5% roseher cepymcxor andymuna (BCA), u mannjern 190
ply cBaku Oynapunh. Muxyouparu asa cara Ha 37 °C.

Bynapuuhe ucnparu tpu nyra pacrsopom PBS-Tween.

IMpunpemuru oxrosapajyhe paspjeheme aHTHMUIINHX HMYHOITIO-
OysiMHa KOHjyrupaHuX ca ankaiHoMm ¢ocdarazom y PBS- u. Hanujern
190 pl y cBaku 6ynapunh. Unkyouparu nga cara Ha 37 °C.

Bynapunhe ucnpatu tpu myTa pactsopom PBS-Tween.

[MpunpeMuty pactBop cymncrpara ankanne docdarase koja caap-
xu 1 mg n-uurpodpernn dpocdara mo ml mydepa cyncrpara. Hannjern
200 pl'y cBaku Oynapuuh. IHKyOupatu y Tamu Ha COOHOj TeMIieparypu
1 O4MTATHU arncopnuujy npu 405 nm y nepuony ox 90 mumyTa.

Tymaueme pesynrara ELISA Tectosa

ELISA TecT je HeraTuBaH ako je MPOCjedHA ONTHYKA T'yCTHHA
(OD) y Oynapunhmnma ¢ mymumkatom y3opka < 2x OD y Gynapunhy
C HEraTHBHOM KOHTPOJIOM €KCTPAaKTa y30pKa, MOJI yCIOBOM Jia Cy CBE
BpujenHocTH OD mo3uTHBHUX KOHTpona u3Haj 1 (HakoH 90 mMuHyTa
uHKyOaIuje ca cyncrparom) u 1a cy Behe o1 ABOCTpYKE BPHjEAHOCTH
OD 1100ujeHnX 3a HeraTHBHE EKCTPAKTE y30pKa.

ELISA TecT je mo3uTHBaH ako je MPOCjeYHA ONTHYKA I'yCTHHA
(OD) y 6ynapunhnma ¢ gyrumkaTom y3opka > 2x OD y Oynapuuhy ¢
HEraTHBHOM KOHTPOJIOM €KCTPAaKTa y30pKa, O] yCIIOBOM Jia Cy BpHje/-
Hoctu OD 3a cBe OyHapuuhe ¢ HeraTuBHOM KOHTpoJioM < 2x OD y 0Oy-
HapunhnMa ¢ ITO3UTHBHOM KOHTPOJIOM.

Axo ce y ELISA tecty ounTajy HEraTHBHHU pe3ylTaTH y OyHap-
yrhKrMa ca o3UTUBHOM KOHTPOJIOM, TO YKa3yje Jia TECT HUje MPABUIIHO
M3BEICH WM 12 je JOoIuIo 1o nuuxubumuje. Axo ce y ELISA tecty oun-
Tajy MO3UTUBHU PE3yNTaT! y OyHapunhiMa ¢ HeraTHBHOM KOHTPOJIOM,
TO yKa3yje Ja je IOUUIO O YHAKPCHE KOHTAMUHALN]€ HJIH JI0 HeCIIeLH-
(huyHOT Be3arba aHTUTH]ENA.

1.9. buonomiku Tect
Hanomena

[IpenmMMHHAPHO TeCTHpame OBOM MeTooM Tpeba ma omoryhn
MOHOBJFMBO OTKpHBame mpucyctBa 10° mo 10* CFU 6axrtepuje R.
solanacearum 1o ml, 10AATHX EKCTPAKTHMA y30paKa KOjU Cy Y PaHHjeM
Tectupamwy O HeratusaY (ITormasise X1 oBor npuitora).
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HajBeha 0cjeT/bHBOCT AETEKIUje MOXKE Ce OUEKUBATH aKO C€ KOPH-
CTe CBjexke IPUIIPEMIbEHH EKCTPAKTH y30paKa 1 ONTUMAJHH YCIOBH 3a
pact u pa3Boj narorera. MeljyTum, oBa MeTo1a MOXKe YCI[jeLIHO Ja ce
[IPUMHUjCHU U YIIOTPeOOM EKCTpakaTa Koju Cy YyBaHH Ca DIHLEPOJIOM
Ha Temmieparypu o -68 °C mo -86 °C.

Cibenehu nportokon ce 3acHuBa Ha Janse (1988)

3a cBaku y3opak kopuctutu 10 GHibaka ocjeT/bHBE COpTE Ma-
panajza y dasu tpeher npasor gucta (Hnp. Moneumaker nnu apyre
copre 3a Kojy je yTBpheHo y 1abopaTopHjCKUM yCIOBHMA 2 je jeaHa-
Ke ocjeTspuBOCTH). [leTasby o rajemy Ombaka ce Hanase y IloraBipy
XVI oBor mpuitora. 3a 0By CBPXy MOXe C€ YIOTPHjeOUTH H ILUIaBH
nartiuyad (Hop. copra Blalck Beaty wnn copTe jeqHaKe OCjeTIEHBO-
CTH), alli caMo OuJbke y (a3u 2-3 JucTa 10 MOTHyHOr pa3Boja Tpeher
npaBor jgucra. CHMITOMH Ha IUIaBOM MAaTIMIIAHY Cy ClaOuju U Cro-
puje ce pas3Bujajy, a ce mpenopydyje kopuiheme Miaaux Ousbaka
napazajza.

Pacnopeauti 100 pl excrpakra y3opka Ha OHIbKE 32 TECTHPAEbE.

VHOKynanuja HHjeKIHjoM

Cra0spiKe MHOKYJIUCATH HEMOCPEIHO M3HAJ KOTHJICIOHA HHjeK-
LUjOM C TaHKOM uriioM (He MamoM of 23G). Y30pak MmoaujenuTy Ha
OusbKe, TAKO Ja cBaka Ousbka 100uje oaroapajyhy KommduHy.

WHokyanuja 3ape3nBambeM

Jprxehn 6uspKy Melhy mpcTuMa, MHIETOM HAHU]eTH KAIUBHIY (OKO
5 ul do 10 pl) pecycnienmoBaHor Tajnora Ha CTaOJbUKY, U TO U3Mehy
KOTHJIEIOHA | 1pBOT Jjncta. CTEPUIHIM CKaJIlesioM HAIPaBUTU JHja-
TOHAJIHY Pe3, IyT OKo 1 cm u ay0ok oko 2/3 nebibuHe cTabibuke, moye-
BILIM OJl HAHECCHE KaIUUBHIE PECYCIICHAOBAHOT Tanora. YBpcTo 3aTBo-
PUTHU pe3 CTEPUITHUM Ba3€IMHOM U3 ILIPHIIA.

IMo3uTnBHA KOHTpOJIA: KOpHcTehn MCTY METOMy MHOKyIHMCaTd 5
Gubaka cycriensujom o 10° 1o 10° henmja mo ml Boze mo3Hare Kyoiry-
pe R. solanacearum, BUpyJIEHTHOT coja OroBapa 2.

HeraruBna KOHTpOa: HHOKYIHCATH 5 Orbaka, Kopuctehn CTepri-
Hu nienet nydep (mydep 3a pactBapame tanora). busbke 3a mo3uTHBHE
U HEraTUBHE KOHTPOJIE OZIBOJUTH O OCTAJIMX OMJbaKa.

BuibKe rajuty y KapaHTHHCKHM [POCTOpHjamMa J10 YETHPH CEAMHU-
ne Ha 25 °C no 30 °C, y3 10BOJbHY KOJMYHMHY CBjeT/Ia U BHCOKY Bla-
JKHOCT W aJIeKBAaTHO 3QJIMBAaTH Ja OM ce CIIPUjedriIo HaKyIUbamke BOIC
i yBeHyhe 300r Hepocrarka Boje. Y LHJby CIpeYaBama YHAKPCHE
KOHTaMHUHAlWje, OMJbKE ITO3UTHBHE U HEraTHBHE KOHTPOJIC TajUTH Ha
jacHO OJIBOjEHHMM CTOJIOBHMA Y CTaKJICHHKY HIIM IOJIHIAMA Y KOMOPH
3a PacT WM, y Clly4ajy Ja je MpOCTOp OrpaHHYEH, MOOPUHYTH ce Ja
cy OuJbKe jacHO Of1BOjeHEe u3Mel)y MojeIMHUX MOCTyNaKa y TOKY U3BO-
hema nporenype. Ako ce OHIbKE 3a Pa3IHYUTE Y30pKEe MOpPajy TajuTH
613y jesHa ApYyroj, pa3aBOjUTE UX MOrOAHUM Mu1aTHOM. [la3uTu na He
nohe 10 yHaKpcHE KOHTaMHHAIMje MPUIHKOM IPHXpPambHBarba, 3aiu-
Bama, Tperie/jamba U CBAKOT JAPYror MocTyrnka ¢ oubkama. On Kibyd-
He Ba)XHOCTH je JIa y CTaKJICHMIIMIMA M KOMopaMa 3a rajeme He Oyne
HHUKAaKBHX MHCEKAara jep OHM MOTY IIpeHHjeTH OakTepHjy ¢ y30pka Ha
y3opak. [Iparutu nojaBy cumnroMa yBeHyha, enuHactuje, xjopose u/
WIIH 320CTajarbe Y MOPacTy.

W3 3apaxenux ouspaxa nzonosaru ([Tormassbe IV Tauka 1. moaray-
ka 1.3. oBor mpuiora) u uaeHtHUKOBaTH mpeuninhene Kyarype R.
solanacearum (Ilornasibe VIII Tauka 2. oBOr npuora).

AKO ce Tociije TP HeJjelbe He MojaBe CUMITOMH, o0aBuTh IF/
PCR/m30manujy Ha y30pKy OMjenoBa cTa0JbHKa IyKHHE | cm ca cBake
OusbKe 3a TecTUpame. AKO TeCT OyJe HO3UTHBAH, IPUMUjEHUTH METOJ
3acejaBama paspjehera Ha XpaHIJbUBY HOUIOTY.

Wnentuduxosaru cse npeunithene kyarype R. solanacearum.
Tymaueme pesynrara GHOIOIIKOT TecTa

Banuanu pesyiaratu OHONIOMIKOT TecTa ce 100Mjajy ako OusbKe y
MO3UTUBHO] KOHTPOJIU IMOKA3yjy THUIHYHE CHMIITOME, aKO C€ U3 THX
OHJbaKa MOXKE TIOHOBO M3IBOJUTH OaKkTepHja M ako Ha OMbKaMa Hera-
THBHE KOHTpOJIE He aol)e 10 mojaBe cuMnToma.

Buosnowmky TecT je HerarHBaH ako TeCTHpaHe OMJbKE HUCY 3apa-
xkeHe R. solanacearum, a mox yclOBOM 1@ je yTBpeHO MpPHUCYCTBO R.
solanacearum y O3UTHBHAM KOHTpOJIaMa.

BHOJIONIKY TECT je MO3UTHBAH aKO Cy TECTHpaHEe OMIbKE 3apakeHe
R. solanacearum.

2. UnenTudukannoHu TeCTOBH

Wnentudukanuja uucre Kyatype poOujeHMX wm3omara R
solanacearum Bpum ce xopumhemeM HajMarbe J[Ba O] HABEJICHNX Te-
CTOBa KOjU CE€ 3aCHHBAjy HA Pa3IMYUTHM OMOJIOIIKAM HPHHIAIINAMA.
Ilpema morpebu, yKJbYuHTH HO3HATE pedpepeHTHE M30/IaTe 3a CBAKM
tect (Ilormassse XI oBor mpuiora).

2.1. OarajuBayky ¥ €H3MMCKH TECTOBH 33 MICHTH(UKALIN]Y

@DEHOTUIICKA CBOjCTBA YHHBEP3aJIHO MPUCYTHA WM OACYTHA KOJ
Gakrepuje R. solanacearum yTBpIUTH IpeMa Metoxama Lelluomm u
Stead (1987), Klement u cap. (1990), Schaad wn cap. (2001).

TecroBn OueKHuBaHH PE3YNTATH

CTBapaH,e QJnyopecueHTHor IIUTMCHTA -

I'panyne nonu-(3-xuapokcudytupara +
Oxcunanujckn/pepmenrtarujcku (O/F) 0+/F-
TecT

AKTUBHOCT KaTajase +
Tect okcunasze no Kopaiy +
Penyxuuja HuTpara +
Kopumihemwe nurpara +
Pact Ha 40 °C -
Pacty 1% NaClI +
Pact y 2% NaCl -

AKTHBHOCT aprUHUH-TUXUAPOTIA3e -
Pasnarame xenaruna -
Xwunponuza ckpobda -
Xuaponusa ecKyanHa -

CrBapame jeBaHa -
2.2, IF tect
[punpemutu cycnensujy ox npudmmwkao 10° hemuja mo ml y IF
nybepy.
Ipunpemutn aBoCTpyKa paspjeherma pacTBOpa MOTOAHOT aHTHCE-
pyma.

Hpumujenntn IF noctynak (ITormabe VIII Tayka 1. moarauxa
1.5. oBor npwuora).

IF tect je nozutuBan axo je IF tutap Kyntype jenHak TUTPY MO3H-
THBHE KOHTPOJIE.

2.3. ELISA tect
Hamomena

Ipu npumjenn camo J1Ba TecTa UIeHTH(UKALU]e, He TPUM]jeHhHBa-
TH IPYTH CEPOJIOIIKH TECT y3 OBaj.

[punpemure cycnensujy ox oko 10® henuja mo mly 1 - PBS.

Crposectu oxnrosapajyhn nocrynak ELISA ca MOHOKIOHaNHMM
aHTUTHjeNuMa criennGuaHuM 3a 6axrepujy R. solanacearum.

ELISA Tecr je nosutuBas ako je ELISA Bpujenqsoct ountama Kyi-
Type jefiHaKa HajMarbe TIOJIOBHHU BPHjEIHOCTH IO3UTHBHE KOHTPOJIC.

2.4. PCR tect

[punpemuru cycrnensujy ox npubmmknao 10° henmja mo ml y yi-
TPa4UCTOj BOIIH.

Sarpujatu 100 pl cycnensuje hemuja Gakrepuje y 3aTBOPEHHM
ernpyBeTamMa y TepMOOJIOKY I y BPEIOM BOICHOM KYMATHIY YCTHPH
munyTa Ha 100 °C. Jlo ymorpebe y3opmu ce Mory dysaru Ha -16 °C
10 -4 °C.

Vrnorpujebutn oxaroapajyhe PCR mporuenype 3a yMHOXKaBarbe
cneuuduuHux (pparmenara R. solanacearum [Hip. Sea u cap. (1993),
Pastrik & Maiss (2000), Pastrik u cap. (2002), Boudazin u cap. (1999),
Opina u cap. (1997), Weller u cap. (1999)].

Wnentudukanuja R. solanacearum je nozurusHa ako cy PCR mpo-
JIYKTH MCTE BEIMYUHE M UMajy UCTH MOIUMOpGhH3aM Ty)KHHE PECTPH-
KIHOHUX (hpparMeHara Kao ¥ NO3UTHBHH KOHTPOJIHH H30JIaT.

2.5. FISH Tect

[punpemuru cycnensujy ox npubmmkHo 10° henuja mo ml ynrpa-
4HCTE BOJIE.

Ipumujerntu FISH nocrynak (ITormassbe VIII Tauka 1. moaratdxa
1.7. oBor mpuIora) ca HajMarbe ABHje OMHUro-npode criennduyne 3a R.
solanacearum (Ilornasspe XV oBor npuiora).

FISH TecT je mo3uTuBaH ako Cy MOCTHTHYTE PEaKIHje KyIType U
[O3UTUBHE KOHTPOJIC jeTHAKE.

2.6. Ilpopunupame macHux kucenuna (FAP)
Kyntypy rajutu Ha Tpuntukasza-coja-arapy (Oxoid) 48 caru Ha 28

Ipumujenntn oarosapajyhu FAP nocrynax (Janse, 1991; Stead,
1992).

FAP Tect je mo3utuBaH axo je mpodui TeCTUpaHe KylaType HaeH-
THYaH MPO(HUITY TTO3UTHBHE KOHTPOIE. [IpHCYCTBO KapaKTepUCTHIHIX
macHux kucenuna: 14:0 30X, 16:0 20X, 16:1 20X u 18:1 20X, u ox-
cyctBo 16:0 30X y Benukoj Mjepu ykasyjy Ha Ralstonia sp.

2.7. MeToze KapaKkTepH3anuje coja

Kox cBaxor HOBOT ciydaja u3onauuje R. solanacearum, Ipemnopy-
dyje ce o0aBJbame KapaKTepH3aluja coja, IPHMjEeHOM jeIHe Of CJbe-
nehnx merona.
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IIpema notpedH, y cBaki KOpUIINEHU TECT YKIbYUHTH ITO3HATE pe-
(hepenTHE cojeBe.

2.7.1. Onpehuare GuoBapa

R. solanacearum ce nujenu Ha OMOBape Ha OCHOBY CHOCOOHOCTH
kopuiihemwa u/uiy OKCUIAIMje TPU AUcaxapuia U TPU XEKCO3Ha ajKo-
xona (Hayward, 1964. u Hayward w cap., 1990). XpanspuBe nozsore
3a oxnpehuBame OuoBapa onmcane cy y [lormaBmpy X oBor mpuiiora.
Tect ce MOXe yCIjelIHO OOABUTH HHOKYJIHCAEM IIOIONe YHCTUM
KynTypama usonara R. solanacearum u nukyoupameM Ha 28 °C. Axo
ce mojutora pacriopean y 96 crepmianx Oynapunha Ha oxrosapajyhoj
wioun (200 pl mo Oynapumhy), y poky ox 72 cara MOXeE € YOUHTH
npoMjeHa 60je o] MacIMHACTO3EIICHE 10 XKYTe, IITO 03Ha4YaBa MO3UTH-
BaH PE3yNITaT TECTa.

buosap
1 2 3 4 5
Kopumiheme:
Manro3a - + + - +
Jlaxro3a - + + - +
J1 (+) uenobuosa - + + - +
Manuron - - + + +
CopOuron - - + + -
Jynuunron - - + + -
Buosap 2 ce nujenu Ha nonQeHOTUIIOBE TOMOhY TOIATHHX TECTO-
Ba.
Buosap 2A Buosap 2A ( BII/;OBap 2T
HabheH y Tpo-
ow chery) | Ko | "IN 04D
o : : +
Kopumihemwe
ME30-MHO3H- + - +
TOMNa
Kopumtheme B B "
J1-pubo3e
g{if;’;ggfﬁf a cnaba crmaba BHCOKA
! Buojemu Lelliot u Stead (1987).
2.7.2. 'eHOMCKH OTHCAK IIpcTa
MonekynapHa audepeHnyjanmja cojeBa |y KOMIUIGKCY —R.

solanacearum moxe ce TocTuhiu MPUMjEeHOM HEKOIIMKO METO/1A, YKIbY-
qyjyhu cipenche:

Anannza nonumopdusMa Jy)KHHE PECTPUKLHOHHMX (parMeHara
(RFLP), (Cook u cap., 1989).

PCR nonassbajyhux Huzosa, kopunthemem npajmepa REP, BOX n
ERIC (Louws u cap., 1995, Smith u cap., 1995).

Ananuza nonumopdu3Ma JTy)KMHE YMHOXEHHX (parmenara
(AFLP), (Van der Wolf u cap., 1998).

2.7.3. PCR metoze

Creru¢muanan PCR npajmepu (Pastrik u cap., 2002; Buneru ITorma-
BJbe XIV 0BOr pumiora) Mory ce yrnorpujedutu 3a nudepeHuunjanujy
cojeBa koju npumnazaajy rpymnu 1 (6uosapu 3, 4 u 5) u rpynu 2 (6uosa-
pu 1, 2A u 2T) Gaxrepuje R. solanacearum, Kaxo je IpBOOUTHO OUIIO
yrBpheno meronom RFLP (Cook u cap., 1989) u cexBeHIMOHUpambEeM
16C pJIHK (Taghavi u cap., 1996).

3. Tecr norBpae

Tect npoBjepe MaTOreHOCTH ce KOPUCTH 33 KOHAYHO OTBphUBambe
npucycTBa R. solanacearum M 3a NpOIjeHy BUPYISHTHOCTH KyJITypa
nieHTHGUKOBAHUX Kao R. solanacearum.

[punpemutu wHOKYIyM of npuOmmwkHOo 10° hemmja mo ml u3
KyJITypa HM30JaTa KOju Ce TeCTHpa, CTapocTu 24 1o 48 catu u oarosa-
pajyher u3onara no3utuBHE KOHTpOIe R. solanacearum (unp. HLIIITB
4156 =TI 2762 = LIDBIT 3857; [Tornassbe XI oBor npuiora).

Wnokynucaru crabipuke 5 10 10 Miagux cujaHana OCjeTJbHBHX
COPTH TMapajiaj3a WK IIaBor namiMyana y ¢pasu 3 npsa aucra (ITorma-
BJbe VIII Tauka 1. noxrauka 1.9. oBor mpuiiora).

MHokynucaHe cejaHle MHKyOuparu 10 aBe Heajesbe Ha 25 °C o
28 °C y3 BUCOKY peJIaTHBHY BIQXKHOCT U a/ICKBaTHO 3aJIMBaTH Ja Ou ce
n30jerno HaKyIMJbarke BOJE WM CTPEC Off CyIIE.

Kon nHOKyIanuje Y4uCTUM KyITypama, THIIHYHO yBeHyhe ce moja-
BJbYje y POKy ot 14 naHa. AKo 1ociMje OBOT EPHO/Ia CUMITOMH HUCY
HPUCYTHH, J00MjeHa KyITypa ce He MOXKe IOTBPIUTH Kao IAaTOreHH
usonar R. solanacearum.

IojaBy cummnToMa yBeHyha /WM eNMHACTHjE, XJIOpPO3e U 3a0-
CTajarba y mopacry.

W3onanujy u3 Omjbaka ca CHMITOMHMA W3BDLIUTH ONCTPAHH-
BambEM JMjea CTabJbUKe AY)KMHE 2 cm W3HAI MjecTa MHOKYJalHje
KOjH C€ 3aTHM YCHTHH M PAacTBOPH y MaJjOj KOJMYHHU CTEPHIIHE JIeC-
TunoBade Boje i 50 mm docdarnom nydepy ([Tormasme XII oBor
npuiora). M3onanuja natoreHa ce MoToM BpPLIN pa3Ma3oM J0OHjeHOr
Mariepara Ha ofarosapajyhy cenexrusny nomiory (Ilormasmse X oBor
HpHIIora), Koja ce MHKyoupa 48 o 72 cara Ha 28 °C. Ilocimje yera ce
MpaTy pacT KOJIOHWja THITMYHUX 3a Oakrepujy R. solanacearum.

ITornassse IX - JlaGoparopuje ykibydeHe y ONTHMH3ALHN]Y U BaJIH-
JIalKjy TPOTOKOJIa

Jlaboparopuja Mjecto JprxaBa
Eimahnungssicherhett . betnlwm Ayerpuia
Departement Gewasbescherming Merelbeke Benruja
Plantedirektoratet Lyngby Jlancka
Central Science Laboratory York Enrnecka
i(:g(?rtlls}}/l Agricultural Science Edinburgh IIkoreka
Laboratoire national de la Angers Dpanycka
protection des vegetaux, unite de
Laboratoire national de la
proceon e Vg SN okhos opamyers
terre
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Ihemauxa
Pflanzenschutzamt Hannover Hannover Hemauka
State Laboratory Dublin Hpcka
Dipartimento di Scienze e Bologna Urammja
Tecnologie Agroambientali
Regione Veneto Unit — Periferica Verona Uramja
per i Servizi Fitosanitari
Eggsiréagrslgisgnlztlgemene Emmeloord Xomauauja
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Xomauauja
Direccao-Geral de Proteccao das Lisab I
Culturas isabon opryrain
g(fcrll;;(;r]l?];?agnostlco de Salamanca Inanuja
Instituto Valenciano de Instituto Ilnanuja
Investigaciones Agrarias
Suedih Unyerity of Uppsila lneaca

IMornasibe X - XparmuBe MoIOre 3a U30JAlKjy U Tajerme OakTe-
puje R. solanacearum

1. Onure xpaHspHBe MOJJIOTE
1.1. Xpansbusu arap (NA)
Xpansbusu arap (Difco) 23 g
JHectunoBana Boga 1 1

PacTBopHTH CacTojKe M CTEpHIMCAaTH y ayTokiaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.

1.2. Arap ca kBacueMm, nentorom u riykos3oM (YPGA)
Excrpakr kBacua (Difco) 5 g

Bacto pepton (Difco) 5 g

JI(+) myko3a (monoxuapar) 10 g

Agar Bacto (Difco) 15 g

JectunoBana Boja 1 1

PacTBOpHTH cacTojke M cTepuincarH y aytokiaBy Ha 121 °C 15
MUHYTA.

1.3. Arap ca caxaposom u nentonoM (CITA)
Caxapo3a 20 g

Bacto pepton (Difco) 5 g

K XTIO, 0,5 g

MrCO, 7X,0 0,25 g

Agar Bacto (Difco) 15 g

JectunoBana Boja 1 1

pH 7,2-7,4

PactBoputH cactojke M crepwincatu y aytokiaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.
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1.4. KenmaHoBa TeTpa3osinyM-10/y10ra
Kacamuno kucenune (Difco) 1 g
Bacto pepton (Difco) 10 g

Jlekctpo3a 5 g

Agar Bacto (Difco) 15 g
JecrunoBana Boza 1 1

PactBopuTH cacTojke M cTepwincaTi y aytokiaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.

Oxnagutu Ha 50 °C u goxatu pactop 2,3,5-TpreHuI-TeTpaso-
nuyM-xiopuna (Cuema), CTepuIMcaHor GUIATPUPABEM, KaKo OH ce 10-
Onita KOHaYHa KOHIEHTpamuja o1 50 mg/l.

2. IlotBpheHe 1 0100peHe CeNeKTHBHE XPaHIbUBE MOIOre

SMSA nopnora (Englebrecht, 1994, usmjene npema Elphinstone
u cap., 1996)

OcHoBHa mojyiora

Lacamuno kucenune (Difco) 1 g

Bacto pepton (Difco) 10 g

Timunepon 5 ml

Agar Bacto (Difco), (Buan nHanomeny 2) 15 g
JlectunoBana Boza 1 1

PactBoputH cactojke M crepwincatu y aytokiaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.

Oxuanure Ha 50 °C 1 10/1ajTe OCHOBHH BOJICHH PacTBOp cibeaehnx
cacrojaka, CTepuiIncaH GpuiITpupamem, aa oucte noduwim npeasuhene
KOHA4HEe KOHIIEHTpaIHnje:

Kpucran Buoner (Curma) 5 mg Ha |

Honumukcun-b-cyndar (Curma I1-1004) 600 000 V (oxo 100 mg)
Hal

Bauntparnun (Curma B-0125) 1 250 V (oxo 25 mg) na L
Xnopambenuxon (Curma 1-3175) S mg na L
Hennmunun-I" (Curma [1-3032) 825 V (oko 0,5 mg) Ha L
2,3,5-tpudennn-rerpasonuym-xnopus (Curma) 50 mg va L
Hanomena

Jlpyru peareHcH y OJJHOCY Ha FOpPEHaBe/IeHe MOTY yTHIIATH Ha pacT
Oakrepuje R. solanacearum.

VYumjecto Agara Bacto (Difco) moxe ce xopuctut Agar Oxoid
6p. 1. Pact R. solanacearum je y ToM city4ajy CIIOpPHjH, i CE MOXKE
YMambUTH U PACT KOHKYPEHTHHX canpodura. 3a GpopMuparmbe THITHIHIX
xosioHHja Oakrepuje R. solanacearum moxna he tpebatu | 10 2 nana
BHIIIE, a LIPBEHO 000jerme MOoke OUTH cBjeTIvje U Audy3HHje, HEro Ha
Agaru Bacto. IToBehamwem koHIeHTpanuje Gauurpamuaa Ha 2500 V/1
yMamyje ce mopacT MOoIy/aluje KOHKYPEeHTHHX OakTepuja, 6e3 yTuiaja
Ha pact O6akrepuje R. solanacearum.

Xpam¥By IOIJIOTY ¥ OCHOBHY PAacTBOpP aHTHOMOTHKA YyBaTH Ha 4
°C Ha TAMHOM MjeCTy U YIOTPUjeOUTH ¥ POKY O Mjecell AaHa.

Ilpuje ymorpebe, ca mouiora ce ykjiamba MOBPIIMHCKA KOH/ICH3a-
nuja.
IMomtore ce He CMHjy IPETjEPaHO OCYLINUTH.

HakoH npurnpemMarma CBaKke HOBE CEPHje XpaHJbHBE MOUIOTE, Tpe-
6a 00aBUTH KOHTPOJY KBAJIMTETA IMOJJIOTE 3acHjaBameM CyCIICH3HUje
pedepentne kyarype R. solanacearum (Ilormaesse XI oBor mpmuiora)
u npahemeM cTBapama TUINYHUX KOJIOHHja IIOCIHje 1Ba IO IeT JaHa
nnKybarmje Ha 28 °C.

3. Illomephene u odobpene xpanmuge noonoze 3a 0bocahusarse
SMSA Tteuna nomora (Elphinstone u cap., 1996)

IMpunpeMuTy Kao 3a ceIeKTUBHY noory SMSA, anu u3octaBuTu
Agar Bacto u 2,3,5-TpueHHI-TeTpaszon-XJI0puI.

Monudukosana Wilbrink Teuna nopsora (Caruso u cap., 2002)
Caxapo3a 10 g

IIporeosa nenton 5 g

K,HPO, 0,5 g

MgSO0, 0,25 ¢

NaNO, 0,25 g

JectunoBana Boja 1 1

CrepunmsoBatu y ayTokiaBy Ha 121 °C 15 MuHyTa U OXJNaauTH
Ha 50 °C.

Jlonatu OCHOBHH pacTBOp aHTHOMOTHKA Kao 32 SMSA Teuny mo-
JUIOTY.

IMornassse XI - CrangapaAn30BaHl KOHTPOIHU MaTEPHjaIn

1. Cranaapan30BaHu KOHTPOJIHH MaTepHjain JOCTYITHH Ha TPHKH-
Ty

Bakrepujcku H301aTH

Tpenopy4yje ce xopuinhemwe cibenehux OakTepHjcKUX H30IaTa
Kao CTaHAapAHOr pe(epeHTHOr MaTepujana OWIO 3a MO3UTUBHE KOH-
Tpoiae (Tabena 1) WM TOKOM ONTHMH3AlMje TECTOBA y IHIbY H30je-
raBamba yHakpcHHUX peakuuja (Tabena 2). CBU Cy COjeBH JOCTYNHH Ha
TPXKHUIUTY ¥ MOTY c€ HaOaBUTH KOJ:

1) National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB),
Central Science Laboratory, York, UK,

2) Culture Collection of the Plant Protection Service (PD),
Wageningen, Holandija,

Collection francaise de bacteries phytopathogenes (CFBP), INRA
— Station de

3) phytobacteriologie, Angers, Francuska.

Tabena 1. SMT nonuc pedepeHTHHX u3oimara Oakrepuje R.
solanacearum

Osnaka Bpoj. Jlp>xaBa mo- Buo-
NCPPB SMT Ocrane osnaxe pHjexIa Bap
CFBP 4582, Pr
NCPPB 4153 6 3020, EURS11 Erunar 2
CFBP 4585,
NCPPB 4154 10 550, EURS21 Typcka 2
CFBP 4587, Pr
NCPPB 3857 12 1140, EURS26 Enrnecka 2
CFBP 4598,
NCPPB 1584 23 EURS49 Kumap 2
NCPPB2505 | 24 | CEBRAN | limsercka 2
CFBP 4601, :
NCPPB 4155 26 502, EURSS5 benruja 2
PD 2762 .
NCPPB 4156* | 71 * CFBP 385’7 Xonanauja 2
NCPPB 4157 66 LNPV 15.59 ODpanirycka 2
CFBP 4608,
NCPPB 4158 39 Port 448, Topryran 2
EURSS5
NCPPB 4160 69 IVIA-1632-2 lnaxuja
NCPPB 4161 76 B3B Hemauxa
CFBP 2047,
NCPPB 325 41 KEL60-1, CAZl 1
R842
CFBP 4610,
NCPPB 3967 42 R285, GONg7 Kocrapuka 1
CFBP 4611,
R303/571 .
NCPPB 4028 43 CIP310, i Konymb6uja 2
SEQ205
CFBP 4612,
NCPPB 3985 44 R578, CIP312 ITepy 2T
CFBP 4613,
NCPPB 3989 45 R568, CIP226 Bpazun 2T
CFBP 3928,
R276/355,
NCPPB 3996 46 CIP72, ITepy 3
SEQ225
CFBP 4614,
R280/363 ;
NCPPB 3997 47 CIP49, ? Aycrpanuja 3
HAYO0131a
CFBP 4615,
R297/349,
NCPPB 4029 48 CIP121. Ipu Jlanka 4
CMIb2861
NCPpB 4005 | 49 | CFBEXI6 | gy | 4
CFBP 4617,
NCPPB 4011 50 R288, HEmps2 Kuna 5

* VrotpebbaBaTi Kao CTaHAAPAHH pedepeHTHH coj OakTepuje R.
solanacearum 6uosap 2 (paca 3).

Harmomena

AyTEHTHYHOCT FOPCHABEICHHIX COjeBa MOXKE CC TAPAHTOBATH CAMO
aKo cy Ha0aBJbCHH U3 Ay TEHTHYHE 30UpKE KYITypa.
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Tabena 2. SMT nonuc pedhepeHTHHX CEPOSIOIIKH WM TEHETCKU
cponHuX OakTepuja 3a ynorpedy Mpu ONTHMH3ALUjU TECTOBA JCTEK-
nuje

= CFBP 3857) rajene 48 carn na SMSA ocHOBHOj nouio3u y 10 mm
tdocdaraom mydepy konuenTparmje npudmmkao 2 - 108 cfu/ml. To je
00uyHO c1abo MyTHa cycrieH3uja ontuyke rycrune 0,15 na 600 nm.

' Coj koju y ceponowrum mecmosuma (IF u/unu ELISA) mooice
VHAKPCHO peazosamit ca NOAUKIOHATHUM CepyMUMA.

@ Coj 00 Kkoea ce y HeKkum 1a6OPAMOPUTUMA MOJICE YMHONICUMU
PCR npodykm dysxcune cauune Oyicunu Koja ce ouexyje npu ynompeou
cneyupuunux npajmepa OLI -1 u Y-2 (IToenasmwe XIV 0602 npuioea).

OV gehunu mecmosa bu mMoeao oamu yHaKpcHy peakyujy, au je
NO3HAMO Oa ce jaswa camo Ha bananama y MHOoHe3uju.

JloJbeHaBeICHH CTaHAapIHU KOHTPOIIHU MaTepHjal MOXKe ce JOOu-
TH U3 30upke kyarypa NCPPB.

JInodunuzosane rpanysie ekcrpakra kpomnupa uz 200 3apaBux
KpTOJIa KPOMIMPA Ka0 HEraTHBHA KOHTPOJIA 3a CBE TECTOBE.

JInodunuzoBane rpanyne excTpakta kpommupa u3 200 3xpaBux
kproma kpomrupa ca 10° go 10* u 10* mo 10° henuja R. solanacearum
6uosap 2 (coj NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) xao no3urisHa
koHTpoa 3a ceponomke 1 PCR tectoe. C 003upom na nuopunmsa-
[Hja yTH4de Ha BUTAIHOCT henMja, OHe HUCY NPUKJIAJHE Kao CTaHxap/-
Ha KOHTPOJIA 3a U30JIAIM]Y MK OMOJIOIIKE TECTOBE.

dopmanrHoM QuKcHpaHe cycreHsuje bakrepuje R. solanacearum
6uosap 2 (coj NCPPB 4156 = PD 2762 = CFBP 3857) ca 10° henuja/ml
Kao MO3UTHBHA KOHTPOJIA 32 CEPOJIOLIKE TECTOBE.

2. Ipunpema MO3UTHBHUX M HETaTHBHUX KOHTPOJIA 32 OCHOBHE Te-
crose nposjepe (PCR/IF u FISH )

HampaButn  cycneHsujy  KyAType BHpYJIEHTHOT coja R
solanacearum paca 3 / 6uosap 2 (ump. coj NCPPB 4156 = PD 2762

o) W3Bagntn koHyc mymuaHor aujena u3 200 kproma Oujene cop-
Nélﬁl,(g Bpoj SMT | Ocrane o3nake | Wnentudukanuja Te KpoMIUpa 3a Koje je MO3HATO Ja HHUCY 3apaxkeHe OaktepujoM R.
solanacearum.
NCPPB 51 CFBP 1954 Bacillus polymyxa OO6panuty KOHyce yoOM4ajeHOM METOJIOM M PECyCNeH/I0BaTH Ta-
4162 (1) gory 10 ml.
NCPPB Pseudomonas Tpunpemutn 10 crepunnux mukpoenpysera oz 1,5 ml ca 900 pl
52 CFBP 1538 marginalis pv. pecycreH/I0BaHor Tajora.
4163 marginalis (1) :
Y npBy mukpoenpysety nogaru 100 pl cycnensuje R. solanacearum
NCPPB Burkholderia 1 M3MUjelaTy Ha BOpPTeKCy. Y cibefehux meT MUKpoenpyBeTa mpurpe-
4164 - CFBP 2227 cepacia (2) MHTH JIellUMalHa paspjehema Oakrepujcke cycreHsmje.
o - OBHX IIECT MUKPOCIPYBETA Ca 3aPaKCHUM E€KCTPAKTOM KOPUCTH-
NCPPB - CFBP 2459 Ralstonzgp icketti TH 3a TI03UTHBHY, a YSTUPH MUKPOCIIPYBETE Ca HE3apaKEHUM EKCTPaK-
4165 2 TOM KOPUCTHUTH 32 HETaTUBHY KOHTpOIy. Y CKJIaay C THM, O3HA4HTH
NCPPB 58 CFBP 3567 | Ralstonia pickettii MHKpPOCTIPYBETE.
4166 CSL Pr1150 v Mmcpoegp_yBeTama ox 1,5 ml npunpemuTy anuksore 012[ 100 pl
TaKo ja ce j00uje JAeBeT KOIMja CBAKOT KOHTPOIHOT y3opka. [lo ymo-
N::ll;l;B 60 CII:EPZ;‘SQS Ralstonia sp. (1) Tpebe uyBatu Ha -16 °C 1o -24 °C.
ITprcycTBo 1 KOMMUHHY NPHUCYTHE R. solanacearum y KOHTPOIHAM
NCPPB 53 CFBP 3575 Burkholderia y3opuuma 1peo norepauth IF Tectom.
1127 andropogonis (1) 3a PCR rect u3Bpumru excrpaxiujy JJHK y nosutuBHuM 1 Hera-
NCPPB Burkholderia THBHHM KOHTPOJHHUM y30pIIFMa 32 CBAKY CEPHjy Y30paKa 3a TCCTHPAbE.
353 >4 CEBP 3572 caryophylli (1) 3a IF n FISH TecToBe M3BPIINTH TeCTHUPArbE MO3UTHBHUX U Hera-
- THBHHX KOHTPOJIHHX y30paKa 3a CBaKy CEPHjy y30paKa 3a TECTHPAEbC.
NCPPB 55 CFBP 3569 Burkho.lder la Kon IF, FISH u PCR TectoBa moTpeGHO je YTBPAUTH MPUCYCTBO R.
945 cepacia (1) solanacearum y xoutenrpanuju ox Hajmarbe 10° u 10* henmuja/ ml xkox
NCPPB Burkholderia MO3UTHBHUX KOHTPOJIA M HU Y JEIIHO] HETATUBHO]j KOHTPOJIH.
3708 56 CFBP 3574 glumae (1) TTornassbe XII - [Tydepu 3a Tect nporeaype
; Crepunucanu mydepu Koju HUCY OTBapaHH MOTY C€ 4yBaTH J0 Io-
N;:S];T)B 57 CFBP 3573 %‘;ﬁi’;ff‘ffj)" iy fana.
1. Ilydepu 3a excrpakumjy 1.1. Excrpakimonu mydep (50 mm ¢o-
NCPPB 59 CFBP 3568 D'B case B o et iybep, pH 7)
3726 zset(ziv)e (ijc(gjrzum OBaj mydep ce KOPUCTH 32 EKCTPAKLM]Y OaKTepHje 13 OMIbHOT TKH-
NCPPB CFRP 2619 Ba XOMOTCHN3AIIMjOM HIIM TPECEHEM.
1168 61 PO 339 Enterobacter sp. (1) Na,HPO, (anxnnposann) 4,26 g
KH,PO,2,72 g
NCPPB P
4160 62 IPO 1695 | Enterobacter sp. (1) Jecrunosana Boza 1 1
PactBopuTH cacTojke, mpoBepuTH pH 1 cTepuicary y ayTokIaBy
NCPPB 63 CFBP 4621 Ochrobactrum Ha 121 °C 15 munyTa.
4170 IPO S306 anthropi (1) (2) Cibezehin cacTojui MOTy OHTH KOPHCHH:
NCPPB CFBP 4622 | Curtobacterium sp.
4171 “ | woiess 1)@ Hanovera iy
NCPPB 65 1PO 1696a | Pocudomonas sp. Pahuljice Lubrol Jeduokynant (*) 05g
4172 DC cunukon nporus CpeZncTBo npoTus 1 ml
NCPPB B PD 2318 Aureobacterium TjCHherba njemena (*)
4173 sp. (2) Tetranatrijev pirofosfat AHTHOCKHUJIAHC lg
NCPPB i Polivinilpiroli B PCR -
174 31 IVIA 1844.06 Fi lavob(c;jtz)zum sp. P 201(;/(;81(11)’1{/0}’ 1(‘1‘(());1 e3ame Tgpapmxn(in 50¢g

* 3a ynorpeOy KOJI METOE SKCTPAKIIHjE XOMOTCHH3AIIH]OM.

1.2. Iener mydep (mydep 3a pactBapame tanora— 10 mm docdar-
uu nydep, pH 7,2)

OBaj mydep ce KOPHCTHU 3a peCyCIeHI0Babe 1 paspjehuBarme exc-
TpakTa KoHyca u3Bal)eHHX 3 ITy[YaHWX [MjeioBa KPToia KPOMITHpA,
MOCJIMje KOHIIEHTPOBAMA TAJIOra HEHTPU(YTHPABEM.

Na,HPO, - 12H,0 2,7¢g
NaH,PO, - 2H,0 04¢g
JlectunoBana Boya 11

PactBopuTH cactojke, mpoBeputi pH u cTepuiticati y ayToKIaBy
Ha 12I'C 15 munyTa.

2. [ydepu 3a IF Tecr

2.1. TF mydep [10 mm docdarau nydep ¢ gonarkom conu (PBS),
pH7.2]

OBaj mydep ce KOpUCTH 3a pa3pjehuBarmbe aHTHTHjeIIA.

Na,HPO, - 12H,0 27¢g
NaH,PO, - 2H,0 04¢
NaCl 8g
JlectunoBana Boa 11

PactBopuTH cactojke, mpoBeputH pH u cTepuiticari y ayToKiIaBy
Ha 121 °C 15 munyTa.
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2.2. IF nydep — Tween

Ogaj nmydep ce kopuctu 3a ucnupame IF miounma.
IF nydepy nonaru 0,1% Tween 20.

2.3. ®ocaruu nydep ¢ munepoaom pH 7,6

Ogaj mydep ce KOPUCTU Kao PacTBOP 3a MpeKpHBarme OyHapurha y
IF tecty na Ou ce mojayana (yopecieHImja.

Na,HPO, - 12H,03,2 ¢
NaH,PO,-2H,00,15 ¢
Glicerol 50 ml
JecrunoBana Bojga 100 ml

Komepuujamuu pactopu uip. VectashieldR (Vector Laboratories)
wn CitifluopR (Leica). 3. ITycdepn 3a unmupextan ELISA Tect.

3.1. Iycep 3a obnarawme gBoctpyke jaunne, pH 9,6

Na,CO, 6,36 ¢
NaHCO, 11,72 g
JlectuioBana Bozia 11

PactBopuTH cacTojke, mpoBepuTi pH 1 cTepuiicary y ayTokiIaBy
na 121 °C 15 munyra.

Kao antnoxcuaanc Moxe ce goxata Harpujym cyndut (0,2%).
3.2. 10X docaruu mydep ca nomarkom conu (PBS), pH 7,4

NaCl 80¢g
KH,PO, 2¢g
Na,HPO,.12H,0 29¢g
KCl 2g
JlectunoBana Bosia 11
3.3. PBS-Tween

10X PBS 100 ml
10% Tween 20 Sml
JlectriioBana Boja 895 ml

3.4. Ilydpep 3a Onokupame aHTUTHjena (Mopa OWUTH CBEXe IpH-
MIPEMIbEH)

10X PBS 10 ml
IMomuBuanmmmponngon-44000 (PVP-44) 2¢g

10% Tween 20 0,5 ml

Mujeko y mpaxy 05¢g

JlectmiioBana Bozia Jonynure 1o 100 ml

3.5. PactBoOp cymnctpara ankanue ¢pocdarase, pH 9,8
Jueranonamua 97 ml
800 ml

Tomujemaru u nogecutu pH Ha 9,8 konrenrposanom HCL. [omy-
HHUTH JCCTHJIOBAHOM BOZIOM JI0 | suTpa.

Jonajre 0,2 g MgCl,

PactBopuTe 1Be TabmeTe cymcrpara docdarase ox 5 mg (Curma)
Ha 15 ml pactBopa.

4. Ilydepu 3a DASI ELISA Tect
4.1. Tlydep 3a obnarame, pH 9,6

JlectuiioBana Bosia

Na,CO, 1,59 ¢
NaHCO0, 2,93 g

Na,CO, 1,59 g
NaHCO, 2,93 g

JlectunoBana Bosia 1000 ml

PactBopuTH cactojke u nogecutd pH Ha 9,6.
4.2. 10X docdaruu nydep ca nogarkom comu (PBS), pH 7,2 no 7,4

NaCl 80 g NaCl 80 g
NaH,PO,2H,0 4 g NaH,PO,2H,0 4 ¢
Na,HPO,.12H,0 27 g Na,HPO,.12H,0 27 g
JlectumoBana Boza 1.000 ml

4.3. PBS-Tween
10X PBS 50 ml
10% Tween 205 ml
JlectmiioBana Bojia 950 ml

4.4. Iydep cyncrpara, pH 9,8

Jueranonamuna 100 ml

JlectuiioBana Bojia 900 ml

Tomwujemaru u nogecutn pH Ha 9,8 koHuenTposanom HCI.

IMornaesse XIII - Onpehusarme HuBoa konTamunanwje y IF u FISH
TECTOBUMA

1. U36pojaru npoceuan Opoj THIMIHUX (yopecleHTHHX henuja
I10 BUTHOM I10JbY (I1)

¢ =nu2/4I2K2

rje je

1 = Koe()UIHjeHT 1moJba (Bapupa o 8 10 24 3aBHCHO OJT THIIA OKY-
Japa)

K = xoedunmjent tyde (uujesn) (1 nnm 1,25)

I' = noBehame objextnsa (100x, 40X, UTA.).

2. W3pauynaru O6poj TunnvHux GuyopecnenTHux henuja mo OyHap-
ynhy MUKpPOCKOIICKE

mioyute (C)

C=c-Clc

raje je

C = noBpumHa Oynapunha IF mounne ca Buie Oynapunha u
C = NOBpLIMHA N0Jba 00jeKTHBA.

3. Uzpauynaru 6poj Tunmynux QuryopecueHTHNX henuja mo ml pe-
CYCHEHIOBaHOT TajIora

N

N=C-1.000/y - F raje je

y = 3aIpeMUHA PECyCIICHI0BAHOT TaJlora y cBakoM OyHapuuhy u
® = dakrop paspjehema pecyCrieHJ0BaHOT Tallora.

Iornasise XIV - ITorBplenn n 0100peHN TPOTOKOIIM U peareHCH
3a PCR

Hanomena

IpenumuHapHa TecTUpama Tpeba 1a oMoryhe NOHOBIBHBY JETEK-
uujy on HajMame 10° no 10* henunja R. solanacearum no ml ekcrpakra
y30pKa.

TokoM HpenMMHUHAPHUX TeCTHpama He cMuje 1ohM 10 mojaBe Jia-
JKHO TMO3UTUBHHUX PE3y/Tara KoJ ogadpaHnx 6akTepujCcKUX H30Jiara.

(ITormassse XI oBor mpuiora)

1. ITporokoun 3a myarumiekc PCR ca ynyrpammom PCR koHTpo-
1o (Seal u cap., 1993)

1.1. OMUroHyKJICOTUTHH MTPajMepH

V3gopuu npajmep OLI-1 5°-GGG GGT AGC TTG CTA CCT
GCC-3’

Huzsoxau npajmep Y-2 5°-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG
AGT-3’

OuekuBaHa Jiy’nHa yMHOXeHOT nponssoza u3 JIHK Gakrepuje R.
solanacearum = 288 bp (map npajmepa PSA).

1.2. PCR peakuyoHu MUKC

P Konnuuna no Konauna

eareHc ° .
PpeaKiuju KOHIICHTpaLHja

CrepuiHa ynTpadncra

Bola 17,65 ul

10 - PCR pufer' (15 mM

MeCl) pufer! ( 250 1 (1,5 mM MgCL)

Cwmjeca d-NTP (20 mM) | 0,25 pl 0,2 mm

Ipajmep OLI-1 (20 uM) | 1,25 pl 1 uM

ITpajmep Y-2 (20 uM) 1,25 ul 1 uM

Taq polimeraza (5 U/

uhl 0,1 ul 0,5U

3anpemMuHa y30pKa 2wl

VkynHa 3anpeMuHa 25 ul

! Banuoayuja memoode uzspwena je y3 kopuutherse Taq polimeraze
Perkin Elmer (AmpliTaq ili

Gold) i Gibco BRL.

1.3. Ycnosu PCR peakuuje

W3Becrn cipenehn mporpam:

1 nukayc: 2 munyta Ha 96 °C (nenarypauuja nanua JJHK)

35 mukityca: 20 cexynau Ha 94 °C (nenarypanuja nanna JJHK)
20 cexynau Ha 68 °C (Be3uBame npajMepa)

30 cexynau Ha 72 °C (xubpuausanmja)
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1 mukiyc: 10 munyTa Ha 72 °C (KOHAYHO NPOJYXKABaHE) IPHKATH
Ha 4 °C

Hamomena

OnruManHy ycnoBH Kopuinhera oBOT porpama cy aehuHIHCaHn
3a xoputhewe Ha PCR Perkin Elmer 9600 thermal cycler. Moanudu-
Kalyja Tpajamba Kopaka IMKiIyca 35 je BjepoBaTHO MOTpeOHa y ciiydajy
ynotpebe npyrux mMozuena thermal cycler.

1.4. AHanu3a npoayKTa yMHOXXaBamba PeCTPUKIMOHUM CH3UMOM

PCR npoussoan ymuokenu u3z JHK R. solanacearum ucnombasajy
KapaKTCPUCTHYHE HOINMOPU3ME Y TyXKHHH PECTPHKIIMOHUX (parme-
Hara ca ensuMoM ABa II mocnuje nuky6anmje Ha 37 °C.

2. IIporoxoin 3a PCR npema Pastrik u Maiss (2000)

2.1. OMUroHyKJICOTUIHH TTPajMEpH

Y3Bonnu npajmep Ps-1 5°- agt cga acg gea geg ggg g-3°
Hmssonnu npajmep Ps-2 5°- ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca-3’

OuexnBaHa y)KHHA YMHOKEHOT npon3Boza u3 naxna JJHK 6axre-
puje R. solanacearum = 553 bp.

2.2. PCR peakuyoHu MUKC

Peareric Komnumna o Kownauna

PpeaKIuju KOHIIEHTpaIHja

Crepuina ynTpaqucta | ¢ ohs

BOJA ’ "

10 - PCR mydep' (15 .

mm MgCL) 2,5ul 1 - (1,5 mm MgCl,)

BbCA (dpakunja B)

Cwmjeca a-HTII (20 mm) | 0,125 ul 0,1 mM

Ipajmep Ilc-1 (10 mm) | 0,5 pl 0,2 um

Ipajmep I1c-2 (10jM) | 0,5 pl 0,2 um

Taq nonumepasa (5

V/H)<!> 0,1 pul 0,5U

3anpemMuHa y30pKa Sul

VkynHa 3anpeMuHa 25 ul

' Bamoayuja memode usepwena je y3 xopuuherse polimeraze
Perkin Elmer (AmpliTaq ili Gold) u Gibco BRL.

Harmomena

OnrtumaiHu ycnoBu kopumihema OBOr mporpama JeduHHCcaHd
cy 3a kopuihewe Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycleru sa
Gibco Taq nommepasoM. IIpy HCTHUM KOHIIEHTpaIHjaMa MOXe Ce KO-
puctutu u Perkin Elmer AmpliTaq v nydep.

2.3. Yenosu PCR peaxumje

UsBecru cipenehn nporpam:

1 nuxiryc: 5 munyta Ha 95 °C (nenarypanuja tanna JJHK)

30 cexynmu Ha 95 °C (nenarypauuja anua JJHK)

35 nukiyca: 30 cexynau Ha 68 °C (Be3uBame npajmepa) 45
cexyHau Ha 72 °C (mpomykaBarbe KOIHje)
1 nukiyc: 5 muHyTa Ha 72 °C (KOHa4YHO MPOYyKaBambe) Ip-

sxaru Ha 4 °C

Harnomena

OnTuMainHu ycioBu Kopuinherma oBOr nporpama JeGHHUCAHU Cy
3a koputithewe Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycler. Monu-
¢ukanuja Tpajama Kopaka UKIyca 35 je MoX/Ia oTpedHa y cirydajy
ynorpebe n1pyrux mozena thermal cycler.

2.4. AHanu3a npoayKTa YMHOXKaBamba PECTPUKIIMOHUM SH3UMOM

PCR npoussonu ymuoxkenu u3 JHK R. solanacearum ucnosbasajy
KapaKTepUCTHYHE HOTUMOPhH3ME y Ty)KUHU PECTPUKIUOHUX (hparme-
Hara ca eHsuMoM Tag | mocnuje mukyOauuje Ha 65 °C 30 MunHyTa.
Pectpuxnuonu ¢parmMenTn 100HjeHN U3 crienudUIHOr (parMeHTa R.
solanacearum cy Bemnause 457 bp u 96 bp.

3. IIporokon 3a mynturuiekc PCR ca ynyTpamsmom PCR koHTpO-
nom (Pastrik u cap., 2000)

3.1. ONHMroHyKJICOTHIHU IpajMepu

V3Boguu npajmep RS-1-F 5°-ACT AAC GAA GCA GAG ATG
CAT TA-3’
HusBonnu npajmep RS-1-R 5°-CCC AGT CAC GGC AGA GAC
T-3’
V3Boguu npajmep NS-5-F 5°-AAC TTA AAG GAA TTG ACG
GAAG-3’

Husonnu mpajmep NS-6-R 5’-GCA TCA CAG ACC TGT TAT
TGC CTC-3’

OuekuBaHa JyXkHMHa yYMHOXeHor mpousBoga u3 JHK R
solanacearum = 718 bp (map npajmepa PC).

OuexnBaHa qy:KHHA yMHOXkeHOT tpousBoga u3 18C pPHK ynytpa-
e kouTpose = 310 bp (map npajmepa HC).

3.2. PCR peakiuoHu MUKc

P Kommuunamo  Komauna

eareHc p .
peakuuju KOHIICHTpaIHja

CrepuiHa yarpaducra Boga 12,625 pl

10 - PCR mydep' (15 mM

Mech yep' ( 250 1- (1,5 mM MgCL)

BSA (¢ppakuuja B) (10%) 0,25 pl 0,1%

Cwmjeca d-NTP (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM

ITpajmep RS-1-F (10 uM) 2 pl 0,8 ul

Ipajmep RS-1-F (10 puM) 2,0 ul 0,8 ul

g;))aJMep NS-5-F (10 uM) 0,15 ul 0,06 il

gl))ajMep NS-6-R (10 pM) 0,15 ul 0,06 pl

Taq nonumepasza (5 U/ul) (1) 0,2 pl 1U

3anpemMuHa y30pKa Sul

‘YKyIHa 3anpeMuHa 25 ul

' Memooa je nomephena Taq nonumepazom Perkin Elmer
(AmpliTaq ili Gold) i Gibco BRL.

2 Konyenmpayuje npajmepa NS-5-F u NS-6-R ¢y onmumuszosane
3a eKCMpPaKyujy KOHyca nynuanux oujenosa Kpmoaa KpoMnupa mMemo-
dom xomozenusayuje u npevuwhasarwem JJHK npema Pastriku (2000).
Axko ce exkcmpakyuja 0basma mpecerem will ako ce npuMjersyjy opyee
memode usosajarwa JIHK, nompebno je nonoso onmumuszoeamu Kow-
yenmpayuje peazenaca.

3.3. Yenosu PCR peaximje

UsBecrn cipenehn mporpam:

1 mukiryc: 5 munyta Ha 95 °C (nenarypanuja tanna JJHK)

30 cexynau Ha 95 °C (nenarypauuja nanna JJHK)

35 nukiyca: 30 cexynu Ha 58 °C (Be3uBame npajmepa) 45
cexyHau Ha 72 °C (xubpuauzanuja)
1 nuxiryc: 5 MuHyTa Ha 72 °C (KOHa4YHO MPOJY)KaBambe) JIp-

skatu Ha 4 °C
Hamomena

OnTnMaiHi yciioBr Kopuinhema oBOr Iporpama JeGHHUCaHN Cy
3a kopuihewe Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycler. Moau-
(ukanmja Tpajama Kopaka nukiyca 35 je Mokaa nmorpedHa y ciyuajy
ynorpebe npyrux mMozena thermal cycler.

3.4. Ananu3a npojgyKTa yMHOXKaBamba peCTPUKIIMOHUM €H3UMOM

PCR npoussoau ymHoxenu us JIHK R. solanacearum wcnospa-
Bajy KapaKTepUCTUYHE MonuMopdusMe y TyXKHHH PECTPUKIMOHHX
(parmenara ca ensumom Bsm I wim nzocxuzomepom (Hrp. Mva 1269
I) mocnuje nnkyoanuje Ha 65 °C y tpajamy ox 30 MunyTa.

4. IIporoxon 3a cnieuuduuan PCR 6uosapa (Pastrik u cap. 2001)
4.1. OMUroHyKJICOTU/THH TTPAjMEpH

Vspomun mpajmep Rs-1-F 5-ACT AAC GAA GCA GAG ATG
CAT TA-3’

Hmssoxau mpajmep Rs-1-R 5°-CCC AGT CAC GGC AGA GAC
T-3’

Huseommn npajmep Rs-3-R 5°-TTC ACG GCA AGA TCG CTC-3°

OuekuBaHa JyXuHa yMHOXeHor mpomsBoga u3 JHK R.
solanacearum:

ca Rs-1-F/Rs-1-R =718 bp
ca Rs-1-F/Rs-3-R =716 bp
4.2. PCR peak1ioH1 MUKC
Coer¢uann PCR 3a 6uosap 1/2

el
CrepuiHa ynrpadncra Boga | 12,925 pl

l{gg'g]SR pufer' (ISmM— 15 5 1- (1,5 mM MgCl,)
BSA (frakcija V) (10%) 0,25 ul 0,1%

Cwmjemma d-NTP (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM

Prajmer Rs-1-F (10 uM) 2 ul 0,8 uM
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Prajmer Rs-1-R (10 pM) 2 ul 0,8 uM
Taq polimeraza (5 U/ul) (1) |0,2 ul 1U

3anpemMuHa y30pKa Sul

VkynHa 3anpeMuHa 25 ul

! Metogze cy notsphene Tag polimerazom Perkin Elmer (AmpliTaq
ili Gold) i Gibco BRL.

Crnennduunn PCR 3a 6uosap 3/4/5

Pearcrc Komununna no | Konauna )
peaxuuju KOHIICHTpaIHja

Crepuina yntpauncra Boga | 14,925 pl

ix?gc};ZC)R pufer' 15mM |5 5 1 (1,5 mM MgCl,)

BSA (frakcija V) (10%) 0,25 ul 0,1%

Cwmjeca d-NTP (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM

Prajmer Rs-1-F (10 uM) 1l 0,4 uM

Prajmer Rs-3-R (10 uM) 1 ul 0,4 uM

Taq polimeraza (5 U/ul) (1) |0,2 pl 1,0U

3anpemMuHa y30pKa 5,0 ul

VkynHa 3anpeMuHa 25,0 ul

O Memooe cy nomephene Taq polimerazom Perkin Elmer
(AmpliTaq ili Gold) i Gibco BRL.JI.
4.3. Yenosu PCR peaxnuje

W3Bectu cibenehu mporpam 3a crenupuyHe peakiuje 3a 6uosap
1/2 n Guosap 3/4/5:
1 mukiryc: 5 munyta Ha 95 °C (nenarypanuja tanna JJHK)
30 cexynnu Ha 95 °C (nenarypaunja nanua JTHK)
35 nukiyca: 30 cexynau Ha 58 °C (Be3uBame mpajMepa)
45 cexynnu Ha 72 °C (xubpuanzanmja)

1 umkiyc: 5 munyTa Ha 72 °C (KOHAYHO MPOJY)KABAKE) JIp-

skaru Ha 4 °C
Hamomena

OnTuMaiHi yclioBr Kopuinhema 0OBOr Iporpama cy Ae(puHHUCAHH
3a xkoputhewe Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycleru. Monu-
¢uxanuja Tpajama Kopaka HUKIyca 35 je MOKa IOTpeOHa y ciydajy
ynorpebe apyrux mozaena thermal cyclera.

4.4. Ananusa npoAyKTa yMHOKaBamba PECTPUKIIMOHUM €H3UMOM

PCR npounssoan ymuoxenn uz JIHK R. solanacearum ca npajme-
puma Rs-1-F i Rs-1-R ucnospaBajy kapakTepucTudHe monumopus-
Me y JyKHHH PECTPUKIMOHMX (pparmMeHara ca eHsuMoM Bsm I wim
nzocxuzomepom (Hrp. Mva 1269 1) nocnuje uaky6amuje Ha 65 °C y
Tpajaby of 30 munyta. PCR nponssoxn ymuoxenn u3 JIHK 6akre-
puje R. solanacearum ca npajmepuma Rs-1-F i Rs-3-R Hemajy mjecta
pecTpHKLyje.

5. Ipunpema 6oje 3a enexrpodopesy

5.1. bpomdenon mraso (10% KOHIIEHTPOBaHH PacTBOP)

Bpomdenon miaso 5 g

JlecrunoBana Bosia (Ougectunoana) 50 ml

5.2. Tlydep 3a 6ojeme

I'manepoin (86%) 3,5 ml bpomdenon mraBo

(5.1) 300 ul [lectunosana Boxa

(6bunectunosana) 6,2 ml

5.3. 10x Tris acetatni u EDTA pufer (TAE), pH 8,0 Tris pufer 48 g

I'manujanua cupherna kucenuna 11,42 ml

EDTA (auuarpujymosa co) 3,72 g

JectunoBana Boga 1 1

Paspujenure jeHOM npHje yrnorpeode.

JlocTynaH je u Ha TP)KHUIUTY (HIP. HHBUTPOICH HIIN 3aMjCHAa).

Tornasse XV - I[Torephenu u onodpenu pearencu 3a Fish tect

1. Osuro npobe

Creru¢uyna npoda 3a R. solanacearum OLI-1-CY3: 5’-ggc agg
tag caa gct acc ccc-3’

Hecnenmgpuuna eydakrepujcka nmpoda EUB-338-FITC: 5’-gct gee
tec cgt agg agt-3’

2. PactBop 3a (uxcupame

PactBop 3a (uxcHpame caapxu napadopMaIIexus Koju je TOK-
cuuan. Hocurtr pykaBuie u He yaucaru ra. [Ipenopydyje ce pany au-
recTopy.

2.1. 3arpujaru 9 ml Boze 3a ynoTpely y mporeaypama MoJeKyaap-
He Ouornoruje (HIp. ynrpadrncte Boae) Ha oko 60 °C u nonaru 0,4 g ma-
padopmanaexuza. [lapapopmangexn ce pactBapa mocimje 104aBamka
5 xarm 1N NaOH u mujenrama Ha MarHETCKOj MjeIaTHIlH.

2.2. Ilomecurn pH Ha 7 nomajyhm 1 ml 0,1 M docdaruaor mydepa
(PB; pH 7,0) u 5 xanu 1N HCI. Bpujennoct pH nposjeputu u momohy
HHIMKATOp Tpaka u ako je morpebro noaecure pH momohy HCI mnm
NaOH.

VY pactBopuMa ¢ napadopmainexuaom He ynorpedsbaBaru pH-me-
Tap.

2.3. Ilpoduntpuparu pacTBop kpo3 meMOpancku ¢uirep ox 0,22
wm ¥ 10 nasbe ynorpede uyBati Ha 4°C 1 3alITUTUTH OJ1 TIPALIKHE.

3. 3X Hybmix

NaCl2,7M

Tris-HCl 60 mM (pH 7,4)

EDTA (cTepunu3oBana GpuiTpupameM Hu y ayTokinasy) 15 mM

Paspujenure 10 jenaHIyT IpemMa noTpedH.

4. PacTBOp 32 XHOpHIU3aLH]y

1X Hybmix

Harpujym nonenmn cyidar (SDS) 0,01%

Formamid 30%

TIpo6a EUB 338 5 ng/ul

ITpo6a OLI-1 ili OLI-2 5 ng/ul

ITpunpeMuTH KOIUYMHE pacTBOpa 3a XHOPUIM3AIHMjy peMa IIpo-
pauynnma y TabGemu 1. 3a cBaky miiounily (ca 2 pasiuuuTa y30pKa y
nymrkary) Tpe6a 90 pl pactBopa 3a xubpuausanmjy. Baxuo: dopma-
MH/I je BeOMa TOKCHYaH M 3aT0 HOCUTH PYKaBHUIIE U IIPEIy3eTH 10TPeO-
He Mjepe orpesa!l

Tabena 1. IIpeuiokeHe KONMMYMHE 3a IPUIPEMAbe CMjece 3a XH-
Opunuzanujy

bpoj crakanana 1 4 6 8 10
Crepwina yrrpasuceta | o34 | gy 4 | 1386 | 184,8 | 231
BO1a

3 - Hybmix 30 120 | 180 | 240 | 300
1% SDS 09 | 36 | 54 | 72 9
Dopmamu 27 108 162 216 270

IIpo6a EUB 338 Sng/ul | 4,5 18 27 36 45

IIpo6a OLI-1 ili OLI-2
5 ng/ul

VYkynHa 3anpemuHa ([ji) 90 360 540 720 900
Hanomena

4,5 18 27 36 45

CBe pacTBOpe KOjU CaJpiKe OJIUIO-IPode OCjeT/bUBE HA CBJETIIOCT
qyBaTd y Mpaky Ha -20 °C.

TokxoM ynorpede 3alITHTHTE UX OJ] JUPEKTHE CYHUYEBE CBjE€TIIOCTH
WTH eNIEKTPHYHOT CBjeTIIa.

5. 0,1 M ¢ocdarnu mydep, pH 7,0

Na,HPO, 8,52 ¢
KH,PO, 544¢
JlectriioBana Boja 11

PactBopuTe cacTojke, mpoBepuTe pH 1 cTrepuimmre y ayTokiIaBy
Ha 121 °C 15 munyTa.

IMornassbe X VI - YenoBu rajema miaBor nartivijana 1 napajaaja

Tlocujaru cjeme mapanajza (Lycopersicon esculentum) u muiaBor
natayana (Solanum melongena) y nacTepr3oBaHH KOMITOCT 3a CjeMe.
IIpecaauty cujanie ca MOTIYHO Pa3BHjeHUM KOTHIICIOHUMA (O] JeceT
10 14 nana) y mactepu3oBaH KOMIIOCT y CaKcHjama.

[Ipuje nHOKYIAIMje, Mapaiaj3 i IIaBK MaTIUan 61 Tpebaso 1a ce
raje y CTakJIeHHKY 110]] cJbe/ichuM ycioBruma:

JyxuHa nana: 14 catu Wi OpUpOIHA TyKUHA [aHa, aKo je TykKa
on 14 catu

Temmneparypa:

nuesHa: ox 21 °C o 24 °C

Hohna: ox 14 °C o 18 °C

OcjersbuBa copra napanajsa: Moneymaker
OcjeTspHBa copTa IuIaBor narimyauna: Black Beauty





