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Rijec gostujucéeg urednika
Postovani Citatelji Glasila Future,

pred Vama je specijalno izdanje Casopisa posveceno profesoru emeritusu Bogdanu Cvjetkovicu.
Svojim znanstvenim i struénim radom, koji traje viSe od pola stoljeca, prof. Cvjetkovi¢ ostavio je
znacajan i neizbrisiv trag ne samo u Hrvatskoj nego i svjetskoj fitopatologiji i fitofarmaciji.
Ostavljajuéi iza sebe brojne generacije diplomiranih inZenjera agronomije svojim entuzijazmom i
predanoscu fitopatologiji uspio je ,,zaraziti* te biti predani mentor 18 magistara znanosti te 8 doktora
znanosti. Sirokog znanja i znanstvenih interesa magistrirao je na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu u Zagrebu iz podrucju biljne virologije, a doktorirao na svojem alma mater Agronomskom
fakultetu u Zagrebu kod profesora Josipa Kispatic¢a na podrucju biljne mikologije. U zelji da ovim
brojem djelomi¢no oslikamo S$iroko podrucje interesa prof. Cvjetkovica, ovo specijalno izdanje
obuhvada tri izvorna znanstvena rada te dva prethodna priopéenja iz podruc¢ja biljne mikologije,
bakteriologije te virologije. Kraj ovog specijalnog izdanja posvecen je crticama iz Zivota dr. Zeljka
Jurjevica, jednog od doktora znanosti koji je doktorirao pod mentorstvom prof. Cvjetkovica, a trenutno
s uspjeSnom karijerom u Sjedinjenim Americkim drzavama (EMSL Analytical, Inc.). Izrazito mi je
drago da su se sudjelovanju u ovom broju odazvali znanstvenici koje se bave fitopatologijom na
podrucju Hrvatske, ali i kolege iz inozemstva, dajuci svoj znacajan doprinos kvaliteti ovog specijalnog

izdanja, ali i izrazavaju¢i pijetet prof. Cvjetkovicu.

Prvi rad kolegica DuSice Kovacevi¢, Katarine Zecevi¢ te Ivane Stankovi¢ s Poljoprivrednog fakulteta
Univerziteta u Beogradu govori o djelomi¢noj molekularnoj karakterizaciji izrazito polifagnog virusa
mozaika krastavca izoliranoga iz dvije biljke bozura sa simptomima mozaika i kloroti¢nih prstenova.
Nakon potvrde virusa seroloSkim i molekularnim metodama sekvenciranjem dijela genoma
proteinskog omotaca utvrdeno je da izolati iz bozura pripadaju u podgrupu IA. Autorice skrecu
pozornost da bi bozur kao trajnica mogao imati znacajnu epidemiolosku ulogu u kontekstu znacajnog

izvora ovog virusa.

Rad kolega Kirila Bahcevandzieva te Anténia A. Monteira (Research Centre for Natural Resources,
Environment and Society - CERNAS, Portugal) vodi nas u podru¢je fenotipskih i genotipskih
interakcija izmedu razlicitih kupusnjaca te ekonomski znacajnog uzro¢nika plamenjaca kupusnjaca
(Hyaloperonospora brassicae). Kroz istrazivanje je utvrdeno da izolati navedenog patogena iz
razli¢itih podrucja Europe pokazuju razlicite stupnjeve patogenosti. Analizirani model gen-za-gen
otvara nove mogucnosti istrazivanja rezistentnosti kod razli¢itih kupusnjaca te gena za patogenost

uzro¢nika plamenjace.

Da su na gljivi¢ne patogene osjetljive i invazivne biljne vrste govori rad autora Darija Ivica i Adrijane

Novak (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu). Analizom stabala pajasena sa simptomima
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suSenja i propadanja na podru¢ju Nacionalnog parka Krka utvrdena je prisutnost 15 razlicitih vrsta
polifagnih gljiva iz rodova Diaporthe, Diplodia, Dothiorella, Fomitiporia, Fusarium,
Paraconiothyrium, Peroneutypa, Rosellinia, Schizophyllum te Verticillium. Autori isticu da je ulogu

utvrdenih gljiva u susenju i propadanju ove invazivne vrste potrebno utvrditi testovima patogenosti.

Prethodno priopéenje doktorice znanosti Katarine Martinko i studentice Ivone Novakovi¢ sa
Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta donosi preliminarne rezultate in vitro istraZivanja
protugljivicnog djelovanja esencijalnih ulja timijana, divljeg mazurana i lovora na uzro¢nika crne
trulezi plodova razlicitih poljoprivrednih kultura (Aspergillus niger Tiegh.). Autorice zakljucuju da
prvenstveno eteri¢na ulja timijana i divljeg mazurana imaju veliki potencijal kao fumiganti u kontroli
crne trulezi uskladiStenih poljoprivrednih proizvoda, te kao takvi predstavljaju svojevrsnu alternativu

trenutno Cesto koriStenim fungicidima.

Prethodno priopcenje doktorice znanosti Jelene Plavec (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu)
opisuje uzro¢nika bakterioznog paleza lijeske (Xanthomonas arboricola pv. corylina) utvrdenog
metodom lancane reakcije polimerazom iz rasadnika i komercijalnih nasada lijeske na podrucju
Hrvatske. Imajuci u vidu sve vecu popularnost ove kulture u nasoj zemlji autorica skrec¢e pozornost da
¢e u buducnosti biti potrebno povesti vise paznje u pra¢enju ovog ekonomski znacajnog patogena
svrstanog na listu reguliranih nekarantenskih Stetnika ne samo lijeske, ve¢ i drugih vrsta iz roda

Corylus.

Crtice doktora znanosti Zeljka Jurjeviéa sazimlju razli¢ite dijelove profesionalnog razvoja prof.
Cvjetkovica, ali ujedno predstavljaju i jednu toplu Zivotnu pricu protkanu zajednickim trenucima

provedenima s profesorom.

Vezuéi se na zivotopisne crtice dr. Jurjevicéa, i osobno kao jedan od doktoranada, mogu reci da bi se o
liku 1 djelu prof. Cvjetkovi¢a mogla napisati ne jedna, nego vise knjiga. Na kraju mogu rec¢i da mi je
bila iznimna cast i zadovoljstvo intenzivno suradivati s profesorom sve do njegovog odlaska u
mirovinu. [ danas, sa Zivotopisnim priCama i neograni¢enim prakti¢nim iskustvom, dragi mi je
sugovornik na Zavodu za fitopatologiju u ¢iji razvoj je utkao znacajno razdoblje svojega Zivota i

kojem je dao svoj neprocjenjivi obol!

Prof. dr. sc. Darko Vonc¢ina

qu I/ /[ii,; i
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Xanthomonas arboricola pv. corylina, uzro¢nik bakterioznog paleza lijeske

(Corylus avellana) u rasadnicima i komercijalnim nasadima lijeske u Hrvatskoj

Xanthomonas arboricola pv. corylina, the causative agent of bacterial blight of hazelnut

(Corylus avellana) in nurseries and commercial plantations in Croatia
Jelena Plavec!*
prethodno priopcenje (preliminary communication)
doi: 10.32779/gf.7.4.5
Citiranje/Citation’
Sazetak

Xanthomonas arboricola pv. corylina (Xac) je uzro¢nik bakterioznog paleza lijeske (Corylus avellana
L.). Iako je bolest najznacajnija na obicnoj lijeski, mogu biti zarazene i druge vrste roda Corylus spp.,
kao §to su C. maxima, C. pontica i C. colurna. Buduci da prisutnost Xac na ovim biljkama za sadnju
moze izazvati "neprihvatljiv ekonomski uc¢inak", bakterija je svrstana od 2019. g. na listu reguliranih
nekarantenskih Stetnika (eng. Regulated Non-Quarantine Pest, RNQP). Bakteriozni palez lijeske
rasprostranjen je u svim glavnim podru¢jima uzgoja lijeske diljem svijeta. Bolest je posebno Stetna u
rasadnicima i mladim nasadima, jer su biljke osjetljivije dok su mlade. Medutim, jake zaraze mogu se
vidjeti i u starijim proizvodnim nasadima. Kako se povrSine pod lijeskom posljednjih godina

povecavaju, u drugim zemljama tako i u Hrvatskoj, povecala se i ucestalost i znacaj ove bolesti.
Kljuéne rijeci: bakteriozni palez, identifikacija, kontrola, RNQP, fitosanitarne mjere.

Abstract

Xanthomonas arboricola pv. corylina (Xac) is the causal agent of bacterial blight of hazelnut (Corylus
avellana L.). Although the disease is most significant on European hazelnut, other Corylus spp., such
as C. maxima, C. pontica, and C. colurna can also be infected. As its presence on plants intended for
planting can cause an “unacceptable economic impact”, the bacterium has been listed as a regulated
non-quarantine pest (RNQP) since 2019. Bacterial blight of hazelnut is widespread in all major

hazelnut-growing regions worldwide. The disease is especially detrimental in plant nurseries and

! Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu, Centar za zastitu bilja, Gorice 68b, 10000 Zagreb, Republika Hrvatska.

* E-mail: jelena.plavec@hapih.hr (dopisna autorica).

2 Plavec, J. (2024). Xanthomonas arboricola pv. corylina, uzro¢nik bakterioznog paleza lijeske (Corylus
avellana) u rasadnicima i komercijalnim nasadima lijeske u Hrvatskoj. Glasilo Future, 7(4), 56—63. / Plavec, J.
(2024). Xanthomonas arboricola pv. corylina, the causative agent of bacterial blight of hazelnut (Corylus
avellana) in nurseries and commercial plantations in Croatia. Glasilo Future, 7(4), 56—63.
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young orchards, as the plants are more susceptible in their early stages. However, severe infections can
also occur in orchards later during exploitation. As the area of hazelnut orchards has increased in
many countries, including Croatia, in recent years, the incidence and importance of this re-emerging

disease has also increased.
Key words: bacterial blight, identification, control, RNQP, phytosanitary measures.
Uvod

Xanthomonas arboricola pv. corylina (Xac) je uzro¢nik bakterijske palezi lijeske (Corylus avellana
L.). Iako je bolest najznacajnija na obicnoj lijesci, C. maxima, C. pontica i C. colurna (EPPO, 2004)
takoder mogu biti zaraZeni. Uslijed porasta intenzivnog uzgoja lijeske posljednjih godina u svijetu
(FAO, 2020), porasla je i uCestalost bolesti uzrokovane Xac. U Republici Hrvatskoj lijeska se takoder
sve vise uzgaja te je od 2012. godine s 2400 hektara zabiljezeno povecanje na 8230 hektara u 2022.

godini (https://ec.europa.eu/eurostat).

Simptomi bakteriozne paleZzi javljaju se na listovima, pupovima, plodovima i drvenastim dijelovima
biljke. Prvi simptomi uocljivi su u prolje¢e na pupovima koji se ne otvaraju, ili se ubrzo nakon
pocetnog razvoja suse (Miller et al., 1949; Lamichhane i Varvaro, 2014). Karakteristi¢ni simptomi
bolesti vidljivi su na listovima kao sitne, nepravilne, nekroti¢ne pjege okruZzene kloroti¢nim
prstenom. U povoljnim uvjetima temperature i vlaznosti, pjege se Sire i spajaju, te se stvaraju vece
nekroti¢ne zone nepravilnog oblika. Listovi se suSe i rubovi se oStecuju te biljke izgledaju kao da su
spaljene plamenom, po ¢emu je bolest i dobila naziv (Miller et al., 1949; Arsenijevi¢, 1997). Blago
uleknute, tamne, vodenaste pjege mogu se pojaviti i na ovojnici (egzokarpu) ploda, no rijetko
zahvacaju jezgru (Miller i et al., 1949). Mlade grane se suSe, a njihova zaraza ima i najveci
gospodarski znacaj jer je to dio biljke koji daje plod (Miller i sur., 1949). Na deblu i ve¢im granama
dolazi do pojave rana ispod kojih je nakon uklanjanja kore vidljiva tamna nekroza koja difuzno prelazi
u zdravo tkivo. Na tim se mjestima tijekom razdoblja visoke vlaznosti mogu vidjeti i kapi ljepljivog
zuckastog bakterijskog eksudata (iscjetka) koji se tijekom vegetacije prenosi kapima kise te tako
omogucava sekundarne zaraze (Miller et al., 1949; Arsenijevi¢, 1997). Intenzitet zaraze, uz okoliSne
uvijete, posebno ovisi o starosti biljke. Najvece su Stete u rasadnicima i mladim nasadima (1-4
godine), gdje zaraza Cesto zavrSava slabljenjem i odumiranjem biljaka iako su znacajne Stete
zabiljeZene 1 u starijim nasadima (Slika 1). Gubitci prinosa prosje¢no iznose oko 10%, ali zabiljezeni

su i drasti¢ni gubitci od 90 do 100% (Miller et al., 1949; Prunier et al., 1976; Lamichhane i Varvaro, 2014).

Opcenito, bakterijski biljni patogeni prenose se vodom, odnosno kisSnim kapima, vjetrom, razli¢itim
vektorima (ukljucujuci i ovjeka) no zarazeni sadni materijal glavni je put unoSenja i Sirenja ovog
uzrocnika (Lamichhane i Varvaro, 2014). Kontrola bolesti se postize fitosanitarnim certificiranjem

sadnog materijala. Bakterija Xac je od 2019. klasificirana kao regulirani nekarantenski Stetni
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organizam (RNQP). RNQP je definiran kao ,,nekarantenski Stetnik ¢ija prisutnost u biljkama za sadnju
utjeCe na namjeravanu upotrebu tih biljaka s ekonomski neprihvatljivim ucinkom i koji je stoga
reguliran na teritoriju ugovorne stranke uvoznice* (Picard et al., 2017), a razvijeni su i kategorizirani
brojni prikladni dijagnosticki alati i laboratorijske procedure kojima se dijagnosticira pojedine
bakterijske vrste iz ove skupine ili im se pomoc¢u njih analizira geneti¢ka raznolikosti i struktura
populacija te mehanizmi patogenosti (Catara et al., 2021). Buduéi da je prag RNQP na sadnom
materijalu lijeske 0%, na sadnom materijalu lijeske Xac ne smije biti prisutan. Novim sustavom u
podrudju biljnoga zdravstva i sluzbenih kontrola, na snazi od kraja 2019. godine, kontrola RNQP na
bilju namijenjenom sadnji u nadleznosti je ovlastenih specijaliziranih subjekata. Kako bi se provjerila
uskladenost sadnog materijala proizvedenog u Hrvatskoj sa zahtjevima u podrucju biljnoga zdravstva,
u 2023. godini po prvi se puta provodio program posebnog nadzora usmjeren na rasadnike. U okviru

navedenog programa uzeti su uzorci lijeske za analizu na Xac iz dva rasadnika, 3 uzorka iz jednog te 7

uzoraka iz drugog rasadnika, ukupno 10 uzoraka.

Slika 1. SuSenje dijela stabla lijeske uzrokovano bakterijom Xanthomonas arboricola pv. corylina
(Foto: Dario Ivi¢).

Figure 1. Drying of part of the hazelnut caused by the bacterium Xanthomonas arboricola pv.
corylina (Photo: Dario Ivié).
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Materijali i metode

Dijelovi oboljelog tkiva lista, pupoljka i kore grancice macerirani su u sterilnoj destiliranoj
vodi. Macerat je naslojen na plo¢e s hranjivim agarom (NA) i inkubiran na 27 °C 48 h.
Karakteristi¢ne pojedinacne zute kolonije su zatim precijepljene na hranjivu podlogu ekstrakta kvasca-
dekstroze-CaCO3 (YDC) (Schaad et al., 2001) i inkubirane pod istim uvjetima. Izolirane
pojedinac¢ne Zute, konveksne kolonije upotrijebljene su za molekularnu potvrdu. Izdvajanje
DNA iz bakterijskih kolonija izvedeno je pomocu komercijalno dostupnog kompleta DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodata. Radi potvrde izolata
konvencionalnom lan¢anom reakcijom polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR)
izvedena su dva testa, jedan koji je specifi¢an za predstavnike vrste X. arboricola 1 cilja gen qumA
koriStenjem para pocetnica XarbQ-F/XarbQ-R (Pothier i sur., 2011) te drugi, koji ima visoku
specifi¢nost prema corylina sojevima a cilja dio fisX gena, koriStenjem para pocetnica XapY17-
F/XapY17-R (Pagani, 2004; Pothier et al., 2011). UmnoZeni produkti razdvojeni su elektroforezom u
1% -tnom agaroznom gelu, obojeni otopinom GelRed (Olerup SSP, West Chester, PA, SAD) i
vizualizirani pod UV transiluminatorom (UViTech, Cambridge, Engleska, Ujedinjeno Kraljevstvo). U
sve PCR testove ukljucena je DNA izolirana iz referentnog soja X. a. pv. corylina NCPPB 3037 (Corylus
avellana - Ujedinjeno Kraljevstvo, 1978) kao pozitivna kontrola (K*), a reakcijska smjesa s dodatkom
vode umjesto uzorka (W) predstavljala je negativnu kontrolu. Od produkata umnoZzavanja dobivenih

PCR-om odabrana su po 2 izolata s obje lokacije i poslana na sekvenciranje (Genewiz, Njemacka).
Rezultati

1z prikupljenih uzoraka izolirani su razliciti bakterijski sojevi na plo¢icama s hranjivim agarom. U 9

od 10 prikupljenih uzoraka utvrdeno je prisustvo bakterija koje formiraju male, okrugle, Zute i sjajne

kolonije, karakteristi¢nih za rod Xanthomonas (slika 2, A i B).

Slika 2. Izgled kolonija X. arboricola pv. corylina na (A) hranjivom agaru (NA) i (B) na hranjivoj
podlozi ekstrakta kvasca-dekstroze-CaCO3 (YDC) nakon 72 h (Foto: Jelena Plavec).

Figure 2. Appearance of X. arboricola pv corylina colonies on NA (A) and YDC (B) medium after 72
h (Photo: Jelena Plavec).
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U 9 od 10 analiziranih bakterijskih sojeva umnozeni su PCR produkti ocekivane veliCine.
Produkt od 402 bp dobiven koriStenjem para pocetnica XarbQ-F/XarbQ-R potvrdio je
pripadnost vrsti X. arboricola, dok je drugim parom pocetnica (XapY17-F/XapY17-R) umnozen
fragment fisX gena oCekivane velic¢ine od 943 bp koji je karakteristi¢an za vrstu Xac (slika 3). Analiza
odabranih sekvenci dobivenih iz produkata umnozZenih pocetnicama XapY17-F/XapY17-R potvrdila
je prisutnost Xac. Hrvatski izolati pokazali su od 99,88% do 100% nukleotidnu identi¢nost s Xac
sojem IVIA 3978 (CP076534) izoliranim iz lijeske u Spanjolskoj. Na temelju izgleda kolonija na
hranjivim podlogama NA i1 YDC, te na temelju molekularne detekcije, analizirani izolati
prikupljenih u dva rasadnika u Hrvatskoj najvjerojatnije pripadaju bakteriji X. arboricola pv.
corylina. Radi konacne identifikacije, uz ove preliminarne metode, trebalo bi provesti i ostale
biokemijsko-fizioloske analize i test patogenosti izolata. Navedene uzorke bi ubuduce trebalo testirati
novim protokolom za specificnu detekciju Xac-a koja ukljucuje konvencionalni PCR te PCR u

realnom vremenu (Katuzna et al., 2023).

M1 X1 X2 X3 Xacl Xac2 Xac3 Xacd W K+ M2

Slika 3. PCR produkt veli¢ine 943 bp umnoZen pocetnicama XapY17-F/XapY17-R; X1, X2, X3 -
uzorci prikupljeni u rasadniku 1; Xacl, Xac2, Xac3, Xac4 -uzorci prikupljeni u rasadniku 2; W -
negativna kontrola; K+ pozitivna kontrola; M1 —marker 100 bp, M2 —marker 200 bp (oba markera
Dye Plus, Takara, Japan).

Figure 3. PCR product size 943 bp amplified with primers XapY17-F/XapY17-R; X1, X2, X3 - samples
collected in nursery 1; Xacl, Xac2, Xac3, Xac4 - samples collected in nursery 2; W - negative control;
K+ positive control; M1 — marker 100 bp, M2 — marker 200 bp (both markers Dye Plus, Takara,
Japan).

Rasprava i zakljuéci

Raniji rezultati su pokazali da je Xac prisutan u komercijalnim nasadima lijeske u kontinentalnom
dijelu Hrvatske (neobjavljeni rezultati), te su uslijed povoljnih okoli$nih uvjeta za razvoj bolesti,
zabiljeZene i znacajnije Stete. Slicna iskustva prijavljena su i u zemljama regije (Proki¢, 2014; Popovi¢

et al., 2023) posljednjih godina. Medutim, preliminarni rezultati izloZzeni u ovom radu potvrduju da je
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Xac prisutna i u rasadnicima u Hrvatskoj, §to je u skladu s ranije objavljenim tvrdnjama da je zarazeni

sadni materijali uobiCajeni izvor ove bolesti u cijelom svijetu (Lamichhane i Varvaro, 2014).

Kad je bolest ve¢ prisutna u nasadima, preporucuje se rezidba i uklanjanje zarazenih dijelova biljaka i
zatvaranje rana. Bakrovi spojevi, koji se i inace koriste za kontrolu biljnih bakterioza (Agrios, 2005)
koriste i za zaStitu od Xac, uglavnom u kombinaciji s ditiokarbamatima. Premda primjena tih
pripravaka daje ve¢inom zadovoljavajuce rezultate, uglavnom ako se radi o povrsinskim populacijama
Xac, pojava na bakar otpornih sojeva Xac trenutno predstavlja glavnu prijetnju ucinkovitom
upravljanju bakterioznom palezi lijeske u ugrozenim nasadima (Gardan, 1983; Lamichhane i Varvaro,

2014).

Ipak, najucinkovitija kontrola bakterioza i dalje je prevencija. Uz sadnju otpornih kultivara, kojih je
uslijed povecanja globalne proizvodnje ljesnjaka i nasada lijeske takoder sve vise (Webber et al.,
2021), najvaznija preventivna mjera je koriStenje zdravog sadnog materijala (Janse i Wenneker, 2002;
Lamichhane i Varvaro, 2014). Zemlje EPPO regije (eng. European and Mediterranean Plant
Protection Organization) usvojile su propise kojima se moze znacajno poboljsati zdravstveno stanje
sadnog materijala, a ukljuCuju provodenje fitosanitarnih mjera, nadzor rasadnika i provedbu
certifikacijskih shema (Janse i Wenneker, 2002). U kontekstu pregleda rasadnickog materijala na
latentne infekcije, koje bi inace ostale neotkrivene i postale izvor primarne infekcije u novim nasadima
(Catara et al., 2021; Kaluzna et al., 2023) posebno je vazan razvoj brzih, osjetljivih i vrlo specificnih

metoda, odnosno dijagnostickih alata za preciznu dijagnostiku Xac.
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