IPUJIOT

INEMA TECTHUPAIbA 3A JIMJAI HOCTUKY, IETEKIIMIY U
MJAEHTUOHUKALINITY TTPOY3POKOBAYA
TIPCTEHACTE TPYJIEXXW KPOMITHPA

TTornasibe 1
OBJIACT ITPUMJEHE HIEME TECTUPAA

TIpukaszaHa WemMa TeCTUPaba OMUCY]jE PA3INUUTE NOCTYIIKE YKIbY-
UeHe y:

1) Anjar€o3y npcreHacte TPyJIekn Ha Kprosiama u Oujbkama Kpom-
nupa,

2) aerexuujy Clavibavetr michiganensis ssp. sepedonicus y y3op-
LMa KPToJia KPOMIIUpa U OUibKama,

3) unentuduxanujy Clavibavetr michiganensis ssp. sepedonicus
(C. m. subsp. sepedonicus).

TTornasme 11
OIIIITA HAYEJA

V nornasssuma I11- X1 oBor mpunora Hanase ce CTaHAapIHH IPOTO-
KOJIH 34 [OjeNHe METo/e, OTBpheH: 1 010OpeHN PeareHCu U 10jeIu-
HOCTH Be3aHe 3a IPUMpeMy MaTepujana 3a TeCTHpambe U pedepeHTHor
marepujana. Y Tlornassby III 0BOI npuiora Hajasu ¢e M CHUCAK Jia-
Goparopuja YK/bYUEHUX Y IIPOLEC ONTUMU3ALMJE U BAIUWAALU]E 11PO-
TOKOJIA.

C 0031poM HA TO jia NPOTOKOJM YKJbYUY]y METOAE ACTEeKLMje
KapaHTMHCKOI OpraHu3Ma, WITO MOApasyMHjeBa U yNOTPeOy KMBUX
pedepentnux kyarypa C.m. subsp. sepedonicus, mpoueaypa ce Mopa
U3BOJUTH Y NPONUCAHUM KapaHTUHCKUM YCJIOBUMA ca ojroBapajyhum
o0jexTuMa 3a ofjlarame, UyBambe M YHUIITaBabe OTIajla y CKIaay ca
IIpaBujiHUKOM.

TTapamerpu TecTuparsa Mopajy 00e301jeauTH YjeAHAYCHE 1 [10HO-
BJbuBe HUBOE peTekunje C. m. subsp. sepedonicus npema nponucaHum
NParoBUMa 0CjeT/bUBOCTH M0JEAMHNX METOHA.

O0aBe3Ha je NpeLn3Ha IPUIPEMA O3UTUBHUX KOHTPOJIA.

Tecrupame y ckialy €a 3aXTUj€BAHUM [PAIOM OCJETIbUBOCTH
N0pasyMujeBa MPABUIIHO [OCTABI/bALE, OAPIKABABLE U KAIMOPUCAHE
ompeMe, MAKBHBO PyKOBAIbe U UyBae pearcHaca, Kao U IIpeiy3u-
Mae Mjepa 3a CIpeuaBarbe KoHTaMIHaIje u3Mehy y3opaka, HIIp. pa-



31Bajarbe MO3MTUBHUX KOHTPOIA Of y30opaka 3a tectupatse. Ja 6u ce
u30jerne aiMUHUCTPATHBHE WM APYTe IPELIKE, MOPAjy C& NPUMjEHH-
BaTH CTaHIapy KOHTPOJIe KBAIUTETa, T0ceOHO PpH 03HAUABAKLY y30-
paxa u Bohemy TOKyMEHTAIH]e.

CyMiba Ha MIPUCYCTBO MATOTEHA Y Y30PKY OpasyMujeBa MO3uTH-
BaH PE3yJITAT TECTA MPOBjEPE Y30pKa, KAO LITO j& NPHKA3aHO y Anja-
rpaMuma ToKa.

Axo je pesyntar mpBor Tecta nposjepe (IF mmm PCR/FISH) mo-
3UTHBAH, Taja ce CyMmba Ha mpucyctso C. m. subsp. sepedonicus u
MOTpeOHO je MPUMHJEHUTH U IPYTH TecT Nposjepe. AKO je pesyarar
U JIPYTOT TeCTa TO3UTHBAH, TaJa je CyMba MOTBPHEeHa M TeCTHpame
CE HACTABJbA MPEMA ONMUCAHO] WEMU. AKO je PE3yJTar Apyror Tecta
HerarnsaH, Taaa ce cmarpa aa C. m. subsp. sepedonicus Huje npucyTan
Y Y30DKY.

[losuTtuBan pesyntar IF Tecta neduHuIne ce Kao MO3UTUBHO OYH-
TaBame IF Tecta norBpheno u npyrum tectoM nposjepe (PCR/FISH).

[loTBpheHo TPHCYCTBO TATOTEHA MOAPA3yMHjeBa H3ONMAIN]Y U
naentnduranujy uncre kyarype C. m. subsp. sepedonicus u norspay
NaTOreHOCTH.

1. IIpuka3 nujarpama Toka

1.1. [lema yrBphuBama MPUCYCTBAa HPOY3pOKOBaYd MPCTEHACTE
TPYASKH Y KpToaama 1 Ou/bKama KpoMnupa ca THIHYHUM CHMITOMH-
ma npcerenacrte Tpyaexu (Iema 1)

[NocTymnak TecTHpama ce IpUMjeIbYje 38 KpToie U OHbKe KPOM-
nupa ca TUIHYHEM CHMIITOMHMA WM CHMIITOMHMA KOjH H3a3UBajy
CYMIBY Ha TIPHCYCTBO MPOY3POKOBata MpcTeHacte Tpyrexu. [locTymak
YKJbY4YYje TeCT IPOoBjepe, U30Malljy NaToreHa U3 3apaXkeHOT CIIPOBOI-
HOT TKMBa Ha XPaHJBbHBY HOIIOTY U, Y CIlydyajy MO3UTUBHOT Pe3yJTaTa,
naentnduranujy uucte kyarype C. m. subsp. sepedonicus.

Illema 1.

Kprona(e) kposiipa win GiupKa(e) KPOMITHPA ca CHMITTOMIMA Koji yKasyjy Ha
nperenaery Tpynes’
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Vaopak je sapasen Gaxrepijos C. . ]

1) Onnc cMMNTOMA HABEMEH j€ Y Ta4KK1 2. OBOT NOMIAB/bA.
2) Onrosapajyhu TecTOBH Cy:

- IF tect (Tauka 4. 0BOr Norassmba),

- PCR recr (Tauka 6. 0BOT NOrassba),

- FISH TecT (Tauka 5. OBOT MOTJIaBIba).

3) Maxo je nzonanyja naroreHa u3 OUbHOT MaTepHjaia ca THIHI-
HUM CHMNTOMMMA NMPUMJEHOM METOAE paspjeera W 3acujaBarba Ha
XPAHJbUBY MOAJIOTY JEAHOCTABHA, OBA] MOCTYNAK MOXE OUTH 3HAYA]HO
oTekKaH y y30purma y nooamasioj dpasu undekuuje. Canpopurhe dax-
TepHje Koje ce pa3Bujajy Ha 000JbEIOM TKUBY MOTY MPEPACTH WK MH-
XHOUpaTy MaToreHa Ha XpaHJbUBO] MOUIO3H. 3aT0 ce Mpenopyuyje Ko-
puniheme 1 HECeNeKTURBHE U CEIEKTHBHE XpaHJbUBe Mouiore (Haj0ohe
MTNA) unu npuMjeHa OUOJIOIIKOT TECTa W3 Tayke 7. OBOT MOTIABIbA.

4) Onuc Tunuune MopQoNorHje KOJIOHN]E HABENCH je y Tauku 8.
OBOT NOIABIbA.

5) Axo je pesy/nTar u30siaLMje HeraTmeaH, a cumnromu Gosectn
THIMYHY, Ta/a je MOTPeOHO MOHOBUTH HOCTYIIAK H30JMAlHje TaTOreHa.

6) Tloysznana wupentuduxaunja uncre kyarype C. m. subsp.
sepedonicus NOCTHKE CE& MPUMJEHOM TECTOBA HABEACHMX Yy Tauku 9.
OBOT [OIJIABJbA.

7) Tect naroreHocTn onucax je y tTadkn 10, 0BOr norassba.

1.2. Mema 3a yrphusawe npucycrsa u uaeHtndurkaunjy C. m.
subsp. sepedonicus y y3opuuMa Kproiga Kpomimpa 0e3 BUUBHUBHX
cummToma (I1lema 2)

Illema 2.
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1) Ctangapana BenruurHa y3opka je 200 kproua, a ako Ha pacrio-
naratby Hema 200 kprona, MOCTYNaK C€ MOKE CNPOBECTH W HA MAbUM
y30pLmMa.

2) MeTofie eKCTpakIije W KOHIIGHTPOBakha MaroreHa OMucaHe ¢y y
TauKku 3. OBOT MOIIABIbA.

3) Ako Cy pes3y/TaTh HajMare ABA TECTa KOjU CY 3aCHOBAHM HA
PaznUYUTIM OHOJIOLIKMM HayeluMa MO3WTHBHH, MOTPeGHO je H3Bp-
LIUTH W30JALHjY U HMOTBPAUTH MPHCYCTBO TaroreHa. M3ppmutH Oap
jenau tect nposjepe. Kaza je pesysnrar Tecra HeraTHBaH, cMarpa ce aa
Jj€ y30pak HeraTupaH. Y Clydajy Jia je pe3ydrar TOT TecTa MO3UTHBaH,
MOTPeOHO je U3BPIIUTH IPYTH UIIU BUIIE TECTOBA TIPOBjepe KOju CY 3a-
CHOBAHW Ha PA3JIMYWTUM 61/]0J'[0LLIKVIM Ha4deauma na ou ce noTBpANO
MO3UTHBAH PE3YNTAT. AKO Cy PE3YJITATH OCTAINX TECTOBA HEraTHBHU,
cMarpa ce Ja je Taj y30pak HeraruBaH. /lajke TecTupame HHje MoTped-
HO.

4) Tect umynoduyopecuerunje (TF) - KOPUCTUTH MOJTMKIOHANHA
anTuTHjena 3a IF Tect, a JoJaTHa MOHOKIIOHAJIHA aHTUTHjeNa oMoryha-
Bajy Behy crenuduIHOCT (Tauka 4. OBOT MOTTIABIBA).

5) PCR Ttect - kopucTuTi notepheHe n 0100peHe peareHce n npo-
Toxkoxe 3a PCR (Tauka 6. 0BOT TIOTIaBIba).

6) FISH Tecrt - xopucTuTé NoTBphere peareHce u MpOTOKoIe (Tad-
Ka 5. OBOT MOIIaBba).

7) CenexTBHA M30naidja; Y MHOTHM CIydyajeBUMa KOpUIIhemhe
MTNA umu NCP-88 xpanspusux noanora u 1/100 paspjehema pecy-
CMEH0BAHOT Taj0ra je oxrosapajyha mMeroaa 3a AMPEKTHY M30Jauujy
C. m. subsp. sepedonicus. TuUNn4YHE KOJIOHU]E CE MOjaBbY]Y TPU 10
JIeceT J1aHa TI0CIHje 3aCHjaBamba Ha XPaHIBUBY MOJUIOTY, KaJ/ia MX j& MO-
ryhe TIpeYnCTUTH U UASHTU(UKOBATH NaTtoreHa. [1apuBuM BalhereM
1 MPUIPEMOM KOHYCA MyMUYAHOT AMjeNa KPTosie Kpomnupa usdjerasa ce



nojasa canpoutHux GakTeprja ca KPTosia KpOMMUPA, KOje Ha XPaHIbH-
BOj NMO/U03M KOHKYpuiy kostoHuju C. m. subsp. sepedonicus 1 mory je
npepacTi. AKO C€ MaTOreH HE MOXKE U30J10BATH HA XPAHILUBO] MOAJIO3H,
noTpeGHO je NOHOBUTH MOCTYNaK n3osnaumnje kopuherwem onbaka n3
Guosowkor Tecta (Tauka 8. 0BOT MOMIaBba).

8) Buosowkn Tect ce kopuctu 3a wm3onaumjy C. m. subsp.
sepedonicus u3 ekcrpakra cenekTuBHUM oforahuBamem y Onsbkama
naasor naranyada (Solanum melongena). Tect 3axTujesa onTUMaHe
ycJ0Be MHKyOaLMje Kao LITO j& HABEACHO y 0BOj MeToan. TOKOM npu-
MjeHe 0BOT TeCTa, HajBjepoBaTHuje je na Hehe nohu 1o nojase Gakrepuja
Koje HHXIOupajy pact u pa3soj C.m. subsp. sepedonicus Ha XpaHJBUBIM
nomrorama MTNA mm NCP-88 (Tauka 7. 0BOT OTIaBIba).

9) Tunuuna mopdosornja KoJIOHNjE onncaxa je y tauku 8. osor
[IOIJIaBIbA.

10) Tajerse Gakrepujcke KyaType uian GUONOLIKN TECT MOry OuTH
HeycnjewH 300r KomMneTnurje uan nuxudbnunje canpoputiim Gak-
Tepujama. AKO Ce Y TECTOBHUMA NpOBjepe 100Mjy jaCHO MO3UTHBHK
pesylTaty, a pesylITaTd H3oJallije cy HeraTHBHH, IOHOBUTH TeCTOBE
M3071aI7je U3 HCTOT PeCyCIIeHI0BAHOT TAIoTa I IOHOBUTH y3UIMame
CIIPOBOIHOT TKHBA Ha MjecTy Be3UBarba CTONOHA KOJ KPTOIa H3 HCTOT
y30pKa I, aKo je OTpeOHo, TeCTHPATH JOoNaTHE y30PKe.

11) Iloy3nana waeHTudukammja yuctux kKyntypa C. m. subsp.
sepedonicus MOCTHKE Ce M3BONCHEM TECTOBA OMHCAHMX Y Tadyk 9.
OBOT TIOTJIaBJbA.

12) TecT maToreHOCTH OMKUCAH je y Tauku 10. OBOT TOTIaBba.

Hauesno - TToctynak TeCTuparma HAMUJEHEH J& 38 OTKPUBARE MPU-
CyCTBA CKPHBEHE 3apase y KPTosiamMa KpoMnupa.

IMo3nTuBan pesynTar HajMare 4Ba TECTa MPOBjepe, 3aCHOBAH Ha
Pa3IMUUTHM OMOJIOLIKMM HAYEJINMa, J0MyHbYje C& M30JIaLnjoM MaTo-
reHa, nocjuje Hera, y ciyuajy n3onaumje THnuaHUX KOJTOHH]ja, Canjenn
norepaa uncre kyatype C. m. subsp. sepedonicus. TTo3utnsan pesyi-
Tar camo jeIHOT Off TECTOBA MPOBjepe HHMje T0BOJbAH Na O ce y30paK
CMAarpao BjePOBATHO 3aPAKCHUM.

TecroBu nposjepe u n3onaunja Mopajy omoryhuti HUBO ocje-
TipuBOCTH netekimje 10° no 107 henmja/ml pecycnennoBaHor Tanora,
YKJBYUCHOT Ka0 MO3UTHBHA KOHTPOIA y CBaK0j CEPHUjH TECTOBA.

1.3. Mlema 3a yTBphuBame npucycrsa u naeHrupurkaunjy C. m.
subsp. sepedonicus y y3opuuma OGusbaka kpomnupa 0e3 cumnToma
(Lllema 3)

Ilema 3.
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1) TlpenopyueHe BEJMYMHE Y30paKa HABEACHE Cy Yy Tauku 3.
noaTauka 3.2. 0BOT MOMIABIbA.

2) EkcTpakiija natoreHa n METoAe KOHLUEHTPOBAA ONMHUCAHE CY Y
Tauku 3. noaTauka 3.2. OBOT MOMIABIbA.

3) Axo cy pesyiTaTi HajMame 1Ba TeCTa KOji Cy 3aCHOBaHHU Ha pa-
3IMYUTHM OUOJIOLIKUM HAYeIUMa TO3UTUBHHU, MOTPEOHO j€ M3BPIIUTH
M30J1aLKjy M MOTBPAY MpUCycTBa narorexa. M3epiutn 6ap jenax tect
nposjepe. Kaaa je pesyarar Tecta HeraTuBaH, CMaTpa ce aa je y3opak
HeratneaH, ¥ cilyuajy a je pe3yJrar Tor TeCTa no3uTHBaH, noTpedHo
j€ M3BPLINTH APYrH WM BHLLIE TECTOBA MPOBjEPE KOjU CY 3aCHOBAHH
Ha Pa3MIUTUM OMONIOLIKKUM HaueaMma Ja Ou ce NOTBPANO MO3MTHBAH

pesyarar. Ako Cy pe3yJITaTn 0CTaanX TECTOBA HEraTHBHM, CMaTpa ce Ja
je Taj y3opak HeratupaH. Jlambe TeCTUpame HUjE MOTPEOHO.

4) CenexTuBHA M30/1aLM]a 1 THITMHHA MOPDOIIOTH]a KOJIOHH]E OK-
CaHu Cy y Tauku 8. OBOT NOMIaBJba.

5)TF Tect onucan je y Tauku 4. 0BOT MOMIABIbA.

6) PCR TecTOBM OMKUCaHK Cy y Ta4Kh 6. 0BOT NOMIAB/bA.
7) FISH Tect onuicaH je y Tauku 5. 0BOT NOMIaBba.

8) BUOJIOLLKN TECT OMUCAH j& y Ta4Kn 7. OBOT MOMIABIbA.

9) l'ajeme OakTepHjcKe KYITYpe WM OUONOIIKH TECT MOTY OWTH
HeycnjewH 300r komneruuuje min nuxnduumnje canpodurHim Gak-
Tepujama. AKO Ce€ Y TECTOBMMA MpoBjepe n00ujy jaCHO NO3UTHBHK
PE3yJITaTH, @ PE3yATaT W30JALN|E Cy HEraTHBHU, MOHOBUTH TECTOBE
M30J1aLMjE U3 UCTOT PECYCTIEH0BAHOT TAJI0rA WM MOHOBUTH y3UMAathe
CIIPOBOJIHOT TKMBA Ha MjECTy Be3WBarba CTOJIOHA KO KPTOJa M3 UCTOT
y30pKa U, aKo je MoTpeOHO, TECTUPaTH TOJaTHE Y30PKE.

10) Iloy3nana wmneHTHbUKanmja yucTux Kyntypa C. m. subsp.
sepedonicus MOCTIKE Ce M3BONCHEM TECTOBA ONMCAHUX Y TauykH 9.
OBOT TOTJIaBJbA.

11) Tect maroreHoCTH ONHCaH je y Tadku 10. 0BOT MOTNaBIha.

2. BusyelHU TIpersies] 3a OTKPHBABE CUMIITOMA TIPCTEHACTE TPYJIEIKU
2.1. buspke KpoMmmpa

V €BponcKUM KJIMMATCKUM YCIOBMMA CUMIITOMH C€ PHJETKO MPO-
HaJa3e y MoJby, ¥ TO YeCTO TeK Ha Kpajy ce3oHe. OCHM TOra, CUMIITOMH
Cy YECTO TPUKPUBEHHU MM C& MOTY 3aMUjECHUTH Ca CUMIITOMUMA pY-
ruxX OWJBHUX O0JIeCTH, cTaperba OusbaKa MM MeXaHWUKUM oITeherhu-
Ma. 3aTo C€ CHMIITOMH MOTY BPJIO JIAKO IIPEBU/TJETH MPUINKOM IIperiie-
nay nosby. Cumnromu ysenyha pasinkyjy ce 0 OHMX KO NPOy3POKO-
Baua MpKe Tpyaexn; yseHyhe je 00nuHO Cropo 1y noueTky orpaHnye-
HO HA MBHLE JMCTOBA. MUaay 3apaskeHn JIMCTOBU YECTO HACTABIbAjY
pacT, Maaa y 3apaxeHnM AMjeJ0BUMA CIOPH)E, LWTO 10BOAN 10 (HOopMu-
pama TUCTOBA HEOOWUHOT 00uKa. 300T OI0Kane CIpOBOIHOT TKHBA Y
TOBEM JHjely cTabJbuKe, Ha TUCTOBUMA ce n3Mely TMCHUX Hepapa ye-
CTO 110jaBJbY]y XJOPOTUYHE, )KYTO-HAPAHIIACTE TTOBPIIMHE. BpeMeHOM
npomnazajy 3apakeHy JHUjeIOBH JIMCTA, IMCTOBY, M YaK M CTaOJbHKE.
YecTo 101a3H caMo 110 CMaberba BeIHTHHE JICTOBA U KpToia. [loBpe-
MEHO cy OMIbKE 3aKprKiballe.

2.2. Kprone kpommnupa

VY Hajpanujoj a3y mojaBe cMMITOMAa TKABO KPTOJE j& CTAKIACTO
WM NPO3UPHO, O€3 OMEKLIABAbA OKO CMPOBOAHON TKHMBA, MOCEOHO y
GJM3MHI My MYAHOT JKjea Kproe. Y nynyaHom Aujeny KpToJie, mpeTeH
CMPOBOJHOT CHCTEMA MOXKE OUTH MAJIO TaMHUjK 0] yoOuuajeHor. TTpau
JIAKO YOUJbHMB CUMNTOM je skyhikacTra Goja CrpoBOAHOI NPCTEHA, @ Kaaa
ce KpToJia 6J1aro CTUCHE, U3 CIIPOBOTHUX CYI0BA N3I1a3e Malle KOJIMIUHE
Marepuje cupacTe KOH3UCTEHIIUje, Koja calapiki MIJIMOHE OakTepuja.
Moryh je pa3Boj nojae 6paoH (cMmehe, Mpke) 60je CITPOBOHOT TKUBA
¥ CUMITOMH Ha KPTOIH CY Y OBOM CTalAWjyMy CJIHUHH CHUMIITOMHMA
MpKe TPyJexku Kojy npoy3pokyje Ralstonia solanacearum. V nouerky,
CHMIMTOMH Cy OrPAHMYEHH HA JEaH JM0 CPOBOJHOT NMPCTEHA, HE 00a-
BE3HO 0aM3y Mymnka, a KaCHUje CE MOCTENEeHO MPOLINPYjy HA LMjen
npered. Kako nndexunja Hanpenyje, 101a3u 10 NOTNYHOr NPONaaatba
CIIPOBOIHOT TKHUBA; CIIOJBHU M YHYTPAIIHH IHO KPTOJIE MOTY C& pa-
31BOjUTH. Y KacHUjUM (pazama MHGEKIHje Ha HOBPIIMHK KPTOJIa 110ja-
BJBY]JY C€ TIyKOTHHE, Koje Cy 4eCTo IpBeHKacTocMele 6oje Mo uBMIama.
HemagHo je y EBpomnu 3a01IbEKEHO HEKOIMKO CIydajeBa MojaBe CHMII-
TOMa I7]j€ j& CPEIUIITE KPTOJe TPYHYIO HCTOBPEMEHO Ca CIIPOBOIHIM
MPCTEHOM, LUTO j€ J0BEJIO A0 CEKYHIAPHOr HANaja MaroreHa ca crea-
pPambeM YHYTpallbUX WYN/bUHA W Hekpo3a. TIpucycTBO cexyHaapHnx
r’buBa WK 0aKTepuja MOKE NPUKPUTH CHMITOME, YCJbE HEra MOxke
OuTH TeLKO, Yak 1 Hemoryhe, pasinkoBaTH y3HaNPenoBajie CUMITOME
TIpcTeHAcTe TPYISKH Of APYTHUX TPYISKHU Kprosa. Moryha je mojasa u
HETHIIUYHUX CUMIITOMA MIPCTEHACTE TPYJICHKH.

3. [Ipunpema y3opaka
3.1. Kprone kpomnupa
Hanomena

1. cranpapaHa Beauuuna yzopka je 200 kprosna no recry. Mu-
TEH3MBHH]E y30pKOBaLE 3axTHjeBa n3soheme sehier Opoja TecrtoBa Ha
y3opnumMa Te BenudrHe. Behn 6poj kprona y y3opky noseuihe 10 HHXA-
onnuje nwau he oTexarn Tymauemhe pesynrara. Kana je Ha pacmonaramy
Mambe KPTOJia, TIOCTYIAaK C& MOKE MPHMHJEHUTH U 3a Y30PKe ca Marme
on 200 kproia;

2. BaJMIalUja CBUX METoJa 3a yTBphUBame IPUCYCTBA MATOTEHa,
KOj€ Cy OIIMCaHe Yy JIa/beM TEKCTY, 0a3upa ce Ha TECTUPakby y30paKa ol
200 kprona;

3. eKCTPaKT KPOMIIHPA KOjI je OIHCAH y NajbeM TeKCTy MOiKe ce
KOPUCTUTH 1 32 YTBPhHBAILE NPHCYCTBA MPOY3POKOBALA MPKE TPYJICHKH
kpomnupa Gakrepuje Ralstonia solanacearum.

IMpouenypa koja MPETXOAN NPUMPEMH Y30pPKA: ONPATH KPTOJE,
ynorpujeduru oxrosapajyha nesmudexunona cpeacrsa (npu Ko-



puirherwy PCR Tecta ynorpujedbuth jenimberba XJI0pa pain yKiamarba
esentyanto npucytror JIHK narorena) u aerepuente nsmely cakor
Y30pKa, T€ OCYLLIMTH KPTOJIE Ha Ba3ayXy.

[loctynak mpama je MoceOHO KOPHCTaH, ajlu He M 00aBe3aH 3a
ciydajeBe 00paje y3opaka ca BehoM KOJTMYNHOM 3eMJbE TIPU U3BOheY
PCR Tecta miu nporiesype AUPEKTHE U30Jalmje.

3.1.1. YnctuM ¥ 1e3uH(GUKOBAHUM CKAJTENIOoM WM HOXKEM 3a Mo-
Bphe YKIOHUTH TOKOKHUITY €a MyMYaHoT Arjena KpToie Tako Jia ce BUIe
CIIPOBOIHU CY0BH. [1ayKJbUBO M3PE3aTH Madd KOHYCHHU JIHO CIIPOBOMI-
HOT TKWBA Ha TyTMYaHOM JIMjely, 3aXBarajyin MTo Mame OKOJHOT, He-
CIPOBOHOT TKUBA.

HanomeHna

- CBE KPTOJIE €A MOTEHLMjATHO CYMIbHBAM CUMNTOMMMA NPCTEHA-
CTE TPYJNEKH OABOJUTH NOCEOHO U TECTUPATH;

- aKO ce TIPUINKOM Baljera KOHyca U3 MyITYaHoT JHujelia youe mo-
TEHIUjATHN CUMIITOMH TIPCTEHACTE TPYJIEKH, KPToJe Tpeda BU3YeIHO
nperienat. CBaky mpecjeueHy KpToy ca OBaKBUM CHMIITOMHMA Tpe-
0a OCTaBUTH JIBa JlaHa HAa COOHOj TeMIIepaTypy, a HOTOM YyBaTH Y Ka-
panTuHCKHM yenosuma (Ha 4 °C no 10 °C) 1o cnpoBohersa TecTHparba.
CBe KpTolie Y Y30pKY (YKIBYuyjyhul 1 OHE ca CYMBUBIM CHMIITOMHAMA)
Tpeba YyBaTH Ha HAYUH IPOTIUCAH OBUM IPABHITHUKOM.

3.1.2. U3Baljene KoHyCe U3 TyMUYAHOT JUjela KPTOJie KOju caapike
JIMJEJIOBE CMPOBOMHOT TKHBA CTABUTH Y CTEPUIIHE MOCY/IE KOJE C& MOTy
3aneqaruTn U/Wian XepMETHUKN 3aTBOPUTH (ako cy mocyae seh yno-
TpebIbaBaHe, MOPajy ce TeMEeJbHO OYUCTUTH U Ae3MH(DUKOBATH YIOTpPe-
060M cpezicTaBa Ha 0a3d jeIUmberha XJopa). Y30pKe je MOKEJHHO 0Max
obpaauTh. Ako To HEUje Moryhe, TOTpeOHO je UyBaTH WX y MoCcynn 6e3
noparka nydepa, Hajayxe 72 yacay Gppuxknaepy niam Hajayxe 24 qaca
Ha co0HOj Temnepatypn. Tokom uyBarba 10s1a31 10 CyLeHa n cydepy-
3allije CPIKHOT JifjeNa KoHyca, Kao U 710 pacTa U pa3Boja campodura,
ITO MOKE OMETATH YTBphUBamke IPUCYCTBa OaKTepHje IPoy3poKoBada
NPCTEHACTE TPYJIEHKH.

3.1.3. M3BaheHe koHyCe n3 nyn4aHor aunjesa Kproue o0paanTH Ko-
puimhemeM jeaHor o cibeiehux nocTynaka:

a) n3BaljeHe KOHYCE NPEKPUTH JOBOJLHOM KOMuiHOM (oko 40 ml)
excrpakuronor nydepa (ITornasbe V 0BOr npuiora) u ueHTpudyru-
partu Ha 50 10 100 oOpraja/MuH. YeTHPHU Yaca Ha TeMIepaTypu UCIOx
24 °C unu on 16 1o 24 vaca y3 xiahemne;

6) n3BaljeHe KOHYCE XOMOINEHM30BaTH CA JOBOJLHOM KOJMUYHHOM
(oko 40 ml) excrpakunonor nypepa (TTornasme V oBor npusora),
ouno y Mjemanuiy (amp. Waring wnu Ultra Thurax) 6uno npooibemeM
Y 3aTBOPEHO] KeCH 3a Malepaijy 3a jeMHOKparTHy ymnotpedy (HIp. Kece
Stomacher nin Bioreba oa uspcror nosntena, 150 mm - 250 mm, cre-
PUIIM30BAHE 3padetem), kopuctehn rymenn ueknh win oarosapajyhn
anapar 3a mauepupame (Hnp. Homex).

Hamomena

AKO Ce y30pLn XOMOreHu3yjy y OneHaepy, nocToju Bejauka omna-
CHOCT O]l BHXOBE YHAaKpCHE KoHTamuHalmje. [Ipey3eTu Mjepe ompe-
33 C IIWJBEM CIPEYaBamba HACTajatba aePOCOa WM MPOCHIIAkha TOKOM
eKCTpakiije. 3a CBaKM y30pakK YIOTPHjeOuTH CTepUIN30BaHe HOXKMNE
n nocyze. Tokom npouenype PCR, cnpujeuntn nperoc JHK Ha koH-
TejHepe naK anaparypy 3a mauepupame. 3a PCR tect npenopyuyje ce
Mallepupame y30paka y KecHuraMa 3a jeIHOKpaTHy yrnoTpedy U aajbe
kopuinherse enpyBeTa u Ty0a 3a jeTHOKpaTHY yIoTpedy.

3.1.4. Onnnty cynepHaTaHT. AKO je NpeBuLIe MyTaH, pasdncrpu-
TH ra yntpaueHTpudyriuparmemM Ha Mamem Opojy obpraja (HajBuiue
180 g, 10 munyTa Ha Temneparypu ox 4 °C no 10 °C) unu BakyyMm-
ckoM dunrpanujom (40 um mo 100 um), TokoM Koje ce duntep mo-
JIATHO ucnupa excTpakunonum nydepom (oko 10 ml) - (TTornaswe V
0BOT NPUJIOTa).

3.1.5. U3BpiinTH KOHIIEHTpHUCabe Gpakiiuje OakTepuje neHTpudy-
rupameM Ha 7.000 g 15 munayTa (wim 10.000 g 10 MuHyTa) Ha TemIie-
parypu oa 4 °C no 10 °C, nocauje uera ce naxksbnuso, 6e3 MujeLuarba ca
TAJIOrOM, OJJINBA CYNEPHATAHT.

3.1.6. PecycniennioBatu tanor y 1,5 ml nener mydepa (mydepa 3a
pactBapame Tasora), (TTornaswe V oBor npuiora). O 0BE KOJIMUMHE
kopuctutn 500 pl 3a tectupame na npucyctso C. m. subsp. sepedonicus,
500 wn 3a Tectuparse Ha npucycTso Ralstonia solanacearum n 500 pl
kao ped)epeHTHH MartepHjal 3a dyBame. Y MOCheIH, pedepeHTHH
1o ox 500 pl monaty cTepuiIHy IMIEPOS Y KOHAYHO] KOHIEHTPAIiji
on 10% 1o 25% (v/v), npomMujeliaryi u 4yBati Ha Temneparypu oa -16
°C no -24 °C (Henjesbama) nian Ha Temneparypu on -68 °C no -86 °C
(Mjecermima). JlgjesioBe OflBOjeHe 3a YTBphUBame NpUCYCTBa OakTe-
pHja TOKOM TecTHpama dyBatu Ha Temmeparypu on 4 °C mo 10 °C. He
npenopyyyje ce BHIISCTPYKO 3aMp3aBarbe M OIMp3aBame. Y ClIydajy
norpede 3a TPAHCIIOPTOM Y30paKa, y30PKE JOCTABUTH Y NPEHOCHBOM
(bpmxunepy y poky on 24 no 48 qacosa.

3.1.7. BaxHo je ma ce cBe mo3uTWBHEe KoHTpoie C. m. subsp.
sepedonicus 1 y3opumn apxke 04BOjeHO aa Ou ce n3bjerna KoHTamuHa-
uuja. OBo ce onHocu 1 Ha IF miounue v apyre TecTose.

3.2. busbke kpomnupa
Hanomena

3a orkpuBame nareHTHUX nonyiaunja C. m. subsp. sepedonicus
npernopyuyje ce TecTupawe 30MpHuX y3opaka. TToctynak ce moxe
TMOTOJTHO TIPYMUjEHUTH Ha 30MpHE y30pke ca Hajsuine 200 mujenosa
crabsbuke (y3UMame y30paka TOKOM CIPOBOheHa Haazopa ce Mopa
3aCHUBATH Ha CTATUCTUYKU PEIPE3CHTATHBHOM Y30DKY HCIHMTHUBAHE
OnsbHe normynaumje).

3.2.1. Yncrum ne3uHprUKoBAHUM HOKEM MM MaKa3ama 3a pe3naly
oapesari 1 cm 10 2 cm gomwer anjena ceake crabibuke, 0amMax n3Haj
MOBPIIMHE 3eMJbUIITA. J{HjenoBe CTab/bUKE Ae3MHOUKOBATH KPATKHM
notanameM y 70% eTaHola W onMax OCYIIUTH YIHjajyiuM TamupoM.
CTaBuTH MjenoBe cTabBUKE y 3aTBOPEHY CTEPUITHY TTOCYAY.

3.2.2. Obpanutu Aujenose cTabJbuKe MoMohy jemHOT off ciberehnx
nocrynaka:

a) nujenose cTabbUKE NPEKPUTH JOBOJLHOM KOJMYMHOM (npu-
GanxkHo 40 ml) excrpakupnonor nyepa (ITornasbe V 0BOr npusiora) u
yarpaneaTpudyruparu Ha 50 1o 100 obrt/min yeTnpu yaca Ha TeMIe-
parypu uctof 24 °C wim 16 mo 24 daca y3 xnaheme;

0) mujenoBe cTabBUKE M3MAICPUPATH Y UBPCTO] KECH 3a Marepa-
ujy (anp. Stomacher unu Bioreba) ca ofrosapajyhoM KoTHIMHOM €K-
crpakuonor nydepa (Iornasmwe V oor npuiiora), kopucrehin rymeHu
uekuh nnn oarosapajyhy onpemy 3a mauepupame (Hnp. Homex). Ako
To Huje moryhe, anjenose crabsblike yysarn y Gppiknaepy Hajuyxe 72
yaca WK Ha coOHOj TeMIlepaTypu Hajnyxke 24 daca.

3.2.3. HakoH 15 MUHYTa TAI0XKEHa, OUIUTH CyTIEPHATAHT.

3.2.4. Jlajbe m30uCTpaBame eKCTPAKTa WM KOHIICHTPOBAmbE (hpak-
nuje GakTepuja 0OMIHO HMje MOTpedHO, aiu ce Moxe rmoctuhu Qu-
TPUPAEM W/ WM LEHTPUDY THPAEM.

3.2.5. Tlopnjennt 4NCTH WK KOHLEHTPOBAHN EKCTPAKT y30pKa Ha
1Ba jeaHaka aujenaa. JenHy nososuHy vyBati Ha temneparypu oa 4 °C
1o 10 °C tokom TecTupara, a APyry NoJOBHHY OCTABMTH 32 CJy4aj
ynoTrpede y JOJaTHAM TECTHpamHMa: ¥ eKCTpakT ce aonaje om 10%
1o 25% (v/v) CTepuIHOr IIUIEepoNa U uyBa Ha TeMmeparypu of -16
°C no -24 °C (nenjesbama) nian Ha remneparypu o -68 °C no -86 °C
(mjecenuma).

4. TF Tecr

Haueno: Ynorpe6a IF Tecra kao miaBHOr TECTa NPoBjepe npenopy-
uyje ce 300r HEeroBe 10Ka3aHe YjeAHAUEHOCTH Y MOCTH3AY 3aXTHjeBa-
HUX NPAroBa 0CjETIbUBOCTH METOJE.

Kazna ce IF TecT kOpUCTH Kao MIaBHM TecT nposjepe u ako je IF
OUUTABALE NIO3UTUBHO, TONATHO CE€ Kao Apyru TecT kopucTu PCR unu
FISH Tect. Kaga ce IF Tect KopucTy Kao ApyTu TecT mposjepe u IF
OUMTABAMKE € MO3UTUBHO, 1a/ba TECTHPAA C LINJBEM KOMIUIETHPAA
aHaIM3a Ce N3BOAE NPEMa Jujarpamy ToKa.

Hanomena

Kana ce IF TecT KOPUCTH Ko IABHU TECT MPOBjEPE, YBUJEK KO-
PUCTUTH MOJMKIOHAIHA aHTUTHjENA. Y ciyuajy nosurusHor IF ouu-
Tapakba ¢ MOJIUKIOHAIHUM aHTUTHjENNMA, 1ajba POBjepa yIoTpebom
MOHOKJIOHAJIHUX aHTHTHjeNa Moxe noseharti crnenu(uuHOCT, aad |
YMatUTH OCJET/bUBOCT TECTA.

Vnorpujebutn anrurujena 3a pedepenrun coj C. m. subsp.
sepedonicus. TTpenopyuyje ce onpehusarme THTpa 3a CBAKY HOBY CEpHjy
antuTujena. Tutap ce neduunwe kao Hajsehe paspjeherse y kome 10-
TTa3u JI0 ONTHMAJHE PeaKilje IPU TECTHPaby CYCIeH3Uje Koja Canpiku
10° mo 10° henwmja o ml oxroBapajyher coja C. m. subsp. sepedonicus y3
xopuihese ¢uyopectens-m3otuonujanar (FITC) konjyrara 'y ckiaiy ¢
npenopykama npoussohada. Hepaspujehena nonukioHanHa n MOHOKIO-
HasiHa antuTijena tpeda aa umajy IF tutap vajmame 1 : 2.000. Tokom
TeCTUpama KOPUCTUTH pajHa paspjeherba aHTUTH]jeNa, Koja cy OIm3y Uil
jennaxa tutpy. Kopuctutu notepheHa u onodpeHa aHTUTHjena.

Tectuparme TpeGa U3BPIINTH Ha CBje)Ke TIPUMPEMIBEHUM eKCTPaK-
THMa Y30paKa, a Io IMOoTPedH, TECTHPabe €& MOKE YCITjelIHO U3BPIIATH
1 HA eKCTPAKTHMA KOju cy OWin dyBaHu Ha Temneparypn ox -68 °C 1o
-86 °C ca noaarkom rauueposa. Ianuepos yKioHuTH goaasamwem 1 ml
nenet nydepa (mydepa 3a pacTBapame TAI0Ta), TOHOBHUM IEHTPU(Y-
rupameM Ha 7.000 gy Tpajamy of 15 MUHYTa U pecyClIeHI0BakeM Ta-
JIoTa 'y jeiHaKo]j 3anpeMunn nenet mydepa. OBaj 1uo nporenype 9ecTo
Huje noTpedaH, HAPOUMTO AKO CY Y30PLM (PUKCHPAHN HA MUKPOCKONCKA
IF cTakna nnameHom.

Ha ()IlBOjeHVIM MUKPOCKONCKUM CTaKJIMMa MPUNPEMUTHA MO3H-
THUBHY KOHTPOJY, M TO XOMOJIOTHH WJIM HEKU APYrH pe)epeHTHN H30-
nat C. m. subsp. sepedonicus, pacTBOPEH Y eKCTPaKTy KpOMIHpPA U 0
u3bopy y mydepy.

Ha ucroj IF nmountu Tpeba, Taje Tox je To Moryhe, KOpUCTUTH U
MO3UTHBHY KOHTPOJY KOJY YMHM MPUPOAHO 3aPAKEHO TKMBO (JIMO(H-
JIM30BAHO UM 3aMP3HYTO Ha TemnepaTypu oa -16 °C no -24 °C).

Herar1iBHy KOHTPOJIY MOTY NMPEACTAB/BATH W ANJEIOBH EKCTPAKTA
y30paKa Koju Cy y PaHMjeM TECTHUPAbY MOKA3aiu HEraTHBaH Pe3y/Tar.



Kopuctuti mukpockorncke niouunue ca suwe Oynapunha, no mo-
ryhHocTH ca 10 0TBOpa IpeUHUKA HajMame 6 mm.

[IpUMHUjeHUTH WICHTHYAH MOCTYIIAK TECTHPamka Ha Y30pKe W Ha
MO3UTHBHE M HEraTHBHE KOHTPOJIE.

4.1, Tlpunpemuntn TF niounue 3a TecTupame jeaHnm oa cbeaehnx
MOCTyTaKa:

a) 3a TaJore ca PEJaTHBHO MAJOM KONMYMHOM HATalOKEHOT CK-
poGa: y npeu OyHapuuh nunerom OAMjEepUTH CTAHAAPAHY 3anpeMu-
Hy paspjehema on 1/100 pecycnennosator tagora kpomnupa (15 pl
je moBoJbHO 3a OyHapumhe mpeyHrka 6 mm - nosehaTy 3anpeMuHy 3a
sehe Gynapunhe). TTotom, y ocrane Oynapunhe y nctom peay nunerom
OIIMjEepUTH CIIMYHY 3alpeMuHy Hepaszpujehene cycnensuje (1/1) tano-
ra. JIpyru peql Moxe ce KOPUCTUTH Kao JyTUJIUKAT MPBOT WM 38 JAPYTH
y30paK Kao wTo je npukasano Ha [Mlemn 4;

6) 3a ocrane CyCIEH3Wje Tajora: IPUIPEMHUTH JCIUMalHa pas-
piehema (1/10 u 1/100) pecycnenoBator tajgora y mydepy 3a Tajaor
V jenan pen Oynapunha nuneToM OAMjEPUTH CTAHAAPAHY 3ANPEMUHY
PeCyCTICHIOBAHOT Talora M cBakor paspjehema (15 pl je moBosbHO 3a
OyHapunhie TpeuHuka 6 mm - mopeharu 3ampemuHy 3a Behe). Jpyru
PEN MOE CE€ KOPUCTUTH Ko Ay TMJINKAT NPBOT WK 33 APYTH Y30PaK Kao
TO je puKa3aHo Ha [llemu 5.

4.2. OctaBuTH J1a ce KalJbUIle ocylle Ha COOHOj TeMIeparypH 1K
ux sarpujaru 10 temneparype on 40 °C no 45 °C. henuje Gakrepuja
(ukcuparu Ha IF nimounty 3arpujaBamem (15 munyTa Ha 60 °C), mpoB-
JaueeM Kpo3 MiaMeH, 95% eTaHOIoM WM TpeMa MOCEOHUM YITyT-
CTBMMA Mpou3Bohada aHTUTHjeNA.

VKOJINKO je TO HEOIXOAHO, (hHKCHpaHe IJIOUUIE MOTY Ce UyBaTu
3aMp3HYTE y JIeCHKaTOpy Y KpahieM BPEeMEHCKOM MHTepBally (HajBHIIe
710 TPH Mjecena).

TIpunpema nuounuay ckaany cat 4.1.a)n4.3. a)
Paspjeheme pecycrieH10BaHOT TAlOTa

17100 171 1/1  1/1  1/1 o pa3pjeheme pecycnennoBaHoT

Tajsora
(T-turap) T2 T4 T2 T 2T o asoctpyko paspjeheme
cepyMa/aHTHUTH]jeNa
V3opax | L4 L4 L4 L4
1 2 3 4 5
Jynankat y3opka 1 uau L] L] L] L] L]
y3opai 2 6 7 8 9 | 10

IHewma 4.

4.3. IF mocTymak:

a) y CcKialy ca IOCTYIKOM 3a IPUNPeMy ILIOUHIA 33 TECTHPAHE,
Kako je onucano y 4.1. @), npunpemMnTn ABOCTPYKH HU3 paspjeherba
antutnjena y IF nygepy. TTpsu GyHapuuh mopa umaru 1/2 turpa (T/2),
a octamu 1/4 tutpa (T/4), 1/2 tutpa (1/2), Tutap (T) U ABOCTPYKH TH-
Tap (27T);

6) y ckJasy ¢ MOCTYNKOM 33 MPUNPEMY MJIOUMLA 33 TECTHPAILE,
Kako je ommcano y 4.1. 6), IpUMIPEeMHUTH pagHo paszpjeherbe aHTHTHjena
y IF nydepy. Paano paspjehene ytuue Ha cneunuuHoct.

TIpunpema niounua y ckaany cat 4.1. 6) u4.3. 6)
Panua paspjehema cepyma/anturujena

1/1 1710 1/100 mpa3Ho mpa3Ho O JAeIMMalHa paspjehema
PECYCNEeHA0BAHOT Ta10ra

Vsopax 1 i 4 4 L4
1 2 3 4 5
Jlymumikar ysopka | uin ° ° o ° °
y3opak 2 6 7 8 9 10
Illema 5.

4.3.1. [lopeharu nnounile Ha HaBiKeHN Manup. CBaku OyHapunh
NOTNYHO UCYHNUTH paspjeherbem anThTujena. 3anpemMnHa aHTuTujena
Mopa OHTH je/IHAKa 3alPEMUHI HAaHECEHOT EKCTPAKTA.

VYKONIMKO He MoCToje mocebHa yIyTcTBa Tporu3Boljaua aHTHTH]ENa,
norpedHo je canjenutu cbenehy npouenypy.

4.3.2. UnkyOuparu npekpuBeHe MiIounUe Ha BaaxkHoM nanupy 30
MUHYyTa Ha codHoj Temmeparypu (ox 18 °C g0 25 °C).

Karspure ca cBake IIOUUIIEe OTPECTH U IUIOUHIIE NaKBUBO HCIIpa-
T IF nydepom. TToronutu nnounue y IF nypep Tween (TTornasmwe V
oBor mpuiora) na y IF mydep, v Tpajamy on 1o net MunyTa. Cripuje-
UYHTH CTBapamke aepocosa WiN MPEeHoC Kallybuna, jep O0M MOIIo 1ohu
710 YHAKpPCHE KOHTaMuHauMje y3opaka. T110unLe nakbiBO OCYLIUTH
ynujajyhuM manupom.

4.3.3. Ilopehatu miounne Ha HaBIaXeHH ynujajyhu manup. By-
Hapunhe nonynntn paspujehennm FITC koHjyratom Koju ¢ KOpucTH

3a oapehuBame THTpa. 3anpemMnHa KOHjyrara HaHeceHor Ha OyHapuuh
MOpa OUTH jefHAKA 3aMPEMUHN HAHECEHOT AHTUTH]EA.

4.3.4. NukyOupaTi nMOKPUBEHE MJIOYMLE HA BAAXKHOM nanupy, 30
MUHYTa Ha c0OHOj Temmeparypu (oa 18 °C no 25 °C).

4.3.5. OTpectu KanspuIle KOHjyTrara ca 1miounna. Mcmnparu u omnpa-
TH IUIOUNIE KaKo je TIPEeTXOAHO onucano (4.3.3). [lnounne naxenuBo
OCYLUNTH.

4.3.6. Ha caku Oynapuunh nunerom Hanujern oa 5 wi o 10 pun 0,1
M mmuepona ca pocharnum nydepom (TTornasme V oBor npusora)
MM KOMEpIUjaIHo JOCTYIHO CPEeACTBO IPOTUB H30JbehuBama u cTa-
BHTHU IIOKPOBHO CTaKJIO.

4.4 Ounrasame IF Tecta

4.4 1. [lpernenaty TpUNIPEeMIbEHE TLIOUHUIIE TION e (ITyopectieHT-
HAM MHKPOCKOTIOM ca ofropapajyhum duntepuMa 3a eKCIMTAInjy
FITC, noa yJbHOM uin BoaeHOM nmep3ujom u ysehawem ox 500 1o
1.000 nyTa.

TIpernenaru cBaku GyHapuuh y3mysx n nONpHjeko, oA NpaBum yr-
JIOM U JIy’K CTIOJBbHE MBHIE. 3a y30pKe Y KojuMa je BUIJBHB Malu O6poj
henuja nmm UX yoImITe Hema nperienaru HajMame 40 MUKPOCKOTICKUX
BUJIHUX M0OJbA.

TIpeo Tpeba npereaary nioumLy ¢ NO3UTHBHOM KOHTPOJIOM.

TRennje mopajy 61T n3pasnto QuyopecUeHTHE 1 NoTnyHO 060jeHe
Ha yTBPHEHOM TUTPY aHTWUTH]ENA wiu paaHor paspjehera. Y cayuajy
nia xon o6ojeHoctH nohe no onctynama, IF TecT ce Mopa HOHOBHUTH.

4.42. VTepauTH a 17 jacHO duyopeciienTHe henje koje ce yoda-
Bajy vy OyHapumhnma uMajy Mopdonornjy Kapakrepuctuuny 3a C. m.
subsp. sepedonicus.

Wurensnter QuyopecueHiyje mopa Outn jenHak nin Gosbh o
OHOT KOjM [1aj€ MO3NTUBHI KOHTPOJIHK M30JAT NPH jeAHAKOM paspjehe-
by aHTUTHjeNA. 3aHemMapuTi HenoTnyHo odojeHe uian cnabo dayope-
crienTHe henmje.

VKOIIMKO €€ TOCyMHba Ha KOHTAMUHAIMY, TECT C€ MOpa TOHO-
BHTH - HIP. ako 300T KOHTaMHWHANHWje mydepa cBe MIIOUUIIE Y Cepuju
nokasyjy nosutuste heauje niu ako ¢y nosntushe heanje nponahene
(u3BaH OyHapuuha) Ha MOBPLUMHI MJIOUNLE.

4.4.3. Tloctoju Hekonko npodiema y Be3u ca cneunduunohy
TecTa MMYHO(IIyopecleHnje. Y KOHIICHTPOBAHOM EKCTPaKTy W3-
JIBOjEHMX KOHyCa MyMUaHuX AMjeNoBa KPTOJe WU TNjeioBa CTa0Jbuke
YBHUjeK Ce 0UeKYje U MPUCYCTBO MOMyNanuja (GIyopecienTHuX hemmja
ca HETUMUYHOM MOP(MOJIOrHjOM WM YHAKPCHA peakuija ca canpo-
(GuTHnm Gakrepujama canude BeanunHe u rpahe kao C. m. subsp.
sepedonicus.

4.4 4. IpunukoM ounTaBama y 003Up ce y3mMmajy camo duyope-
CIleHTHE henuje TUMUYHE BeMYnHe U MOPGONIOTHje Y TATPY WM paj-
HOM paspjeherby aHTUTH]ea KaKo je 0nucaHo y Tauku 4, noaraika 4.3.
OBOT MONIABIbA.

4.4.5. Tymauene ountasamwa IF tecra:

a) YKOJMKO C€ yTBPAKM NMPUCYCTBO jacHO QuiyopecueHTHux hemuja
KapaKTepUCTHUHE MOpQoJoTHje, OAPeIUTH IpocjedaH Opoj THUIUU-
HEX hennja o MUKPOCKOIICKOM BH/THOM II0JbY M M3padyHaTH Opoj Tu-
nuynux henuja o ml pecycnennosanor Tanora (Ilormasise VI oBor
npuiora); Ountagawe IF Tecta je no3uTHBHO 33 Y30pKE KOjU MMajy
Hajmamwe 5 - 10° Tunnunux heauja no ml pecycnexaoBaHor Tajnora.
OBakaB y30pak cMarpa ce HOTeHIIHjaHO KOHTAMIHUPAHUM U TTOTped-
HO je M3BPILUTH JlaJbe TECTUPAIBE,

0) ountaBame IF TecTa je HETaTUBHO 3a Y30pKe KOJH MMajy Mambe
oa 5 - 10° heanja no ml pecycnenioBaHoOr Taaora u y3opak ce cmMarpa
HeratnsHuM. Huje noTpeGHO Jabe TeCTHpatbe.

5. FISH tect

Haueno: Vionnko ce y FISH tecty kao npsBom TecTy nposjepe
noGuje nosurnsan pesyarar, IF TecT ce kopucT kao apyrun 00aBe3Hu
TecT mposjepe. Axko ce FISH TecT kopucTu Kao IpyTH TecT MPOBjepe
U aKo ce BUMe M0o0Hje MO3UTHUBAH PE3yJITaT, 3a I0CTaB/babhe KOHAUHE
aujartose tpeda 00aBUTH 1a/be TECTHPAE NPEMA Anjarpamy Toka.

Hanomena

Kopucturn norsphene u onobpene onnro-npode cneunduute 3a
Gakrepnjy C. m. subsp. sepedonicus (ITornasmse IX oBor npusora).
[penMHUHApHA TECTUPaba MPUMjSHOM OBE METOIE Tpeba a OMOo-
ryhe MOHOBJBMBY JieTeKunjy HajMame 10° 1o 10* henuja C. m. subsp.
sepedonicus 1o ml I07aTHX €KCTPAKTY Y30pKa IPETXOIHO J0Ka3aHOT
KaO HECraTuBHOT.

Tloctynak TpeGa M3BPLUNTH HA CBjEKE NPUNPEMIBEHUM EKCTPaK-
THMA y30paKa, ajn C€ YCMJELHO MOXE NMPUMUJEHUTH W HA EKCTPAKT
y30pKa Koju je OHo dyBaH ca DIUMEPOSIoM Ha Temmeparypu of -16 °C
110 -24 °C nmn ox -68 °C 1o -86 °C.

3a HETaTUBHY KOHTPOIY YIIOTPHjeONTH IMje0Be eKCTPaKTa y30pa-
Ka Koju ¢y y panujem Tectuparmy Ha C. m. subsp. sepedonicus nokaszann
Kao HEraTuBHU.



3a MO3MTHBHY KOHTPOJIY MPUIPEMUTH CYCNEH3MjE KOje caipike
10° no 10° hemuja/ml 0,01M ocdarror mypepa (PB) C. m. subsp.
sepedonicus (amp. coj NCPPB 4053 wnu PD 406) u3 kyatype cTape Tpu
710 TIeT faHa (3a npunpemy Bunjetu INormassbe IV osor npuiora). [1pu-
NPEMUTH OZIBOJEHE MIIOYMLE 3 MO3UTHBHY KOHTPOJIY €A XOMOJOIHM
Win HeKuM apyrum pedepeHtium uzonarom C. m. subsp. sepedonicus,
PACTBOPEHNM y €KCTPAKTY KPOMIMPA Kao LITO je naseaeHo y IMorma-
BJbY 1V oBor npuiora.

Kopuurhene eybakrepujcke onnro-npode odumexene FITC omo-
ryhasa kouTpoay mpoueca xuGpuauszauuje, jep he ce obojurn cse
eybakTepHje npucyTHe y y30pKy.

KoHTpOIHH MaTepuja TeCTHPATH IPUMjEHOM UCTE IPOLIEAYPe Kao
1 Y30PKe.

5.1. Dukcnpame eKCTPakTa Kpomnupa

Cipenehu mpoToxon ce 3acHuBaA Ha npouenypu Wullings u cap.,
(1998):

5.1.1. TIpunpemurtu pacteop 3a Qukcupawe (TTornasme IX osor
TMPUJIoTa).

5.1.3. Iumetom ommjeputu 100 pl excTpakTa CBakor Y3opKa y
Eppendorf enpysery, na uenrpudyruparn ocam muHyTa Ha 7.000 g.

5.1.4. YKJIOHUTH CYNEpHATaHT M pacteoputh Tajor y 500 ul
(hukcaTBa mpUNpeMIbEHOT HajBUIlle 24 Yaca paHuje, MTPOMUjeIIaTd 1
wHKYOuparu npeko Hohw Ha 4 °C. AntepHaruBHE (ukcatus je 96%
eranos. ITpn Tome je norpeGHo pactoputi Tasor y 50 ul 0,01 M PB
1 50 pl 96% eranona, npomujeiwatn u uakyouparn Ha 4 °C 30 no 60
MUHYTA.

5.1.5. lentpudyruparn ocam munyta Ha 7.000 g, YKIOHUTH Cy-
TIepHATAHT U pecycnenoparu tanory 75 un 0,01 M PB ([ormasme V
OBOT MPUJIOTa).

5.1.6. Y Oynapumhe uucTHX IUIOUHIA HaHUjeTH 16 ul ¢ukcupa-
HUX CYCITICH3Wja Kako je mpukasano Ha [llemu 6. Ha cBaky miouuiry
HaHW]ETH JBa pa3NuunTa, Hepaszpujehena yzopka u ymorpujedutu 10 pl
3a npunpemarse paspjehera 1 : 100 (y 0,01 M PB). TIpeoctanu Qhuik-
cupann pacTeop ysopka (49 ul) uysarn na -20 °C nocauje n0oaaBamba
jennake 3anpemuHe 96% eranona. Axko FISH Tect Tpeba moHOBUTH,
HeHTPUGYTHPAbeM YKJIOHUTH €TaHOoJI U JONaTH jeHaKy 3alpeMUHy
0,01 PB (y3 Mujemmame).

TIpuka3 niounue 3a FISH Tect

Illema 6.

Yaopax 1 Npaaro Mpazmo NMpazvio ¥aopas 2
Q 4] o Q 4]
Byriarady 1 Eyviapraih 2 Eyviaprad 3 Byragradh 4 Gyviapead §
Yaopaw 1 Npaxo MNpas+o Npazo Yiopax 2
o Q o L] o
Byvagradh 6 Bynapahh 7 Eyvapadh 8 Byvapadh 9 Byvapath 10
Maosposar-a nno-swsa 1 Thwgpomra nnowsa 2

5.1.6. TInounue ocywnTi Ha Basayxy (nam y cywnnum Ha 37 °C)
na ux (ukcupartn npoenadeHeM Kpo3 ruiamed, Ha oBoM kopaky ce
MoJke IPEKUHYTH TOCTyTaK M HACTABUTHU cJbeniehu naH. [lnounne Tpe-
0a TyBaTH Ha COOHO] TEMIIEPATYPH Y CYBOM TIPOCTOPY Oe3 MpaliuHe.

5.2. Tperxubpuanzaumja u xudpuansaumja

5.2.1. TlpunpemnTn pacTeop an3o3uma koju cagpxu 10 mg au-
303uMa (Sigma L-6876) v 10 ml mydepa (100 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, pH 8,0). Taj ce pacTBop MoXe UyBaTH, Al C& CaMO jelTHOM
CMHje 3aMP3HYTH W 0aMP3HYTH. CBakn y3opak n00po NPEeKpUTH ca
npnGanskHo 50 ul pacTBopa AN3031Ma U MHKYOUPATH AECET MUHYTA HA
coGHOj TemnepaTypu. 3aTum caMo jeIHOM MOTOMUTH MJIOHNLY Y AEMH-
Hepalu30BaHy BOLY M HaK/BUBO OCYHIUTH (DUITEP-NIALIPOM.

AnTtepHaTHBHO, yMjecTo Ju3o3uma fgomatu 50 ul 40 mo 400 pg
ml-1 nporennase Ky nydepy (20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl, pH 7.4)
Ha cBakn OyHapunh n nukyOuparn Ha 37 °C 30 MunyTa.

5.2.2. lexuaparaiujy helrja M3BPIIUTH Y3aCTOTHUM MOTAMAkheM
mwiountia y 50%, 80% u 90% etanon, y Tpajamy Ol 1o jeMHOT MUHYTA.
TInoumnLe NOCTAaBUTH HA APKAY M OCYLUINTH HA Ba3aAyXy.

5.2.3. [IpunpeMuTH BIAKHY KOMOPY 3a WHKyOalujy Tako IITO Ce
JTHO X€PMETHYKY 3aTBOPEHE KyTHje TIPeKprBa ynjajyhuM umm Gpuirep-
manupoM notombeHuM y 1 - hybmix (ITornassbe 1X oBor mpuiiora).

KyTtujy nperxonHo nnkyGuparu y anapary 3a XuGpuamnsaumjy Hyk-
JIEMHCKUX KMCEMMHA Ha 55 °C HajmMatbe 1eCeT MUHYTa.

5.2.4. IlpunpemMuTH pacTBop 3a Xubpuamzanujy, u 1o 45 ul no
naounun (TTornasse IX 0BOr npuora) 1 NPeTXoaHO MHKYOUpaTH ner
mMuHyTa Ha 55 °C.

5.2.5. CraButu ruodnue Ha tepmoliok Ha 45 °C u Hanujern no 10
ul xupuansosaHor pacTBopa Ha cBakn o uernpu OyHapuuha.

5.2.6. CTaBuTy 1Ba NOKPOBHA cTakaaua (24 mm - 24 mm) Ha caxy
naouuwy, nasehn nputom aay Oynapunhima He ocrane Basznyx. Ctasu-
TH TJIOYMLLY Y TIPETXOJHO 3arpujaHy BIAXKHY KOMOPY W XMOPHAM30BATH
y anapary 3a xubpuansauujy Ha 55 °C, y mpaky (npeko Hohu).

5.2.7. Tlpunpemutn Tpu nocyae ca 1 1 yarpauuncre soge, 11 1 -
hybmix (334 ml 3 - hybmix n 666 ml yarpauucre sone) n 11 1/2 -
hybmix (167 ml 3 - hybmix n 833 ml yntpauncre Boae). Csaky nocyay
NPETXOAHO HHKYOUpPaTH y BOAEHOM KynaTuny Ha 55 °C.

5.2.8. CKMHYTH NMOKPOBHA CTAKAJLA, @ NPEAMETHE MJOYULE CTa-
BUTH HaA ApKaq.

5.2.9. Bumak mpobe VKIOHWUTH WHKyOUpameM Yy Tpajamy ox 15
mMuHyTa Ha 55 °C y nocyau ca 1 - hybmix.

5.2.10. Ilpenunjetu Apykad TIOUYWIA y pacTBOp 3a mpame (1/2 -
hybmix) u nakybuparu joir 15 MuHyTA.

5.2.11. [1noynIe HAKPATKO YPOHUTH Y YITPAUHUCTY BOTY M CTABUTH
Ha QunTep-nanup. Buinak Biare yKIOHUTH (UITEP-TIAMHPOM. Y CBAKH
Oynapunh nunerom Hauujetd on 5 pl 1o 10 pl 3amTuTHOT pacTBOpa
mpotus u3bsehuBama (Hmp. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA
WM eKBUBAJICHTHA), 114 [IU]eJTy TIPEIMETHY [IIOYHUILY TIOKPUTH BETUKUM
MOKPOBHUM CTakJIoM (24 mm - 60 mm).

5.3. Ounrarame FISH TecTta

5.3.1. I[lnounne mperienatd 1Mo enu(IyOpeCIEeHTHUM MHKPO-
cKomioM, KopuihemeM yibaHe uMep3uje, ¢ yeehameM 630 umm 1.000
myta. Ca ¢unTepoM NpUKIATHEM 33 GIyopecIienH-u30THONH]jaHaT
(FITC) eyOakrepmjcke henmje (ykipyuyjyhu Behuny ['pam-Heratus-
Hux henmja) y y30pKy ce Bujie kao (uyopecleHTHO 3eleHe. YIoTpe-
oM ¢unTepa 3a TeTpaMeTHIpoAaMuH-5-n3oTnonujanar henuje C. m.
subsp. sepedonicus, ofojere ca Cu3, Buae ce kao (PuyopecUEHTHO
upsexe. Yrnopeaut mopdoaorijy heanja yzopka ¢ mopponorujom he-
Jnja no3uTnBHUX KOHTpona. Remije mopajy OuTH jacHo (uyopecueHT-
He My nornyHocTH odojeHe. Ako aohe 1o oacrynawa y 06ojeHocTH,
FISH rect ce mopa nonosutu. Tlpernenarn ceakn Oynapuunh y3ayx n
NOMPHJEKO MOA HOPMAIHUM YIJIOM M Y CMOJbHE MBHLE. 32 Y30pKe y
KOjUMa je BMAbUB Maan Opoj henunja nin nx yornute Hema nperieaarn
HajMame 40 MUKPOCKONCKUX BUAHNX MOJbA.

5.3.2. Youutu na am Cy BMAbMBE jacHo QuiyopecuentHe henuje
y Oynapunhuma mopdonornje kapakrepuctnune 3a C. m. subsp.
sepedonicus (Buan BeO-cTpaHmLy).

Wurensnter QayopecueHunje mopa OUTH jeAHAK MM jaun HEro
KOA MO3WTHBHE KOHTpoJe. Rennje koje Hucy y noTnyHocTn odojeHe
nan ¢y caade ayopecueHumje He y3umajy ce y o03up.

5.3.3. VKONMKO MOCTOjH CyMiba A j€ A0LIO 10 KOHTAMWHALM]E,
TECT C€ MOpA MOHOBUTH (HMp. CBE MJOUYMLE Yy CepHju 300r KOHTAMMU-
Hauuje nydepa nokasyjy nozurnsue heanje win cy nosutnsxe heanje
npoxaheHe n3san OyHapuuha, Ha NOBPLIMHU MIOYNLE).

5.3.4. Tloctoju Hekonuko npodiaema y Be3u ca cneunduunorhy
FISH tecrta. YV KOHLUEHTPOBAHOM EKCTPAKTY W3ABOJEHMX KOHYCA Myr-
YAHUX AMJEIOBA KPTOJIE N CTA0IbUKE YBU]EK CE OUEKY]E U MPUCYCTBO
nonynaumja QuyopecueHtHix heauja ca HeTHNUYHOM MOP(OoJOrHjom
WM YHAKpCHA peakumja ca canpodurHum Gakrepujama CandHe Ben-
unne n rpahe kao C. m. subsp. sepedonicus, Maaa 3uarHo pjehe Hero
kon IF recra.

5.3.5. YV o63up ce y3umajy camo (ayopecuenthe hemije tnnudne
BEJNUMHE 1 MOpdoorije.

5.3.6. Tymauemne pesynrara FISH Tecra:

a) pesynraru FISH Tecta cMmarpajy ce BaxehnM ako ce 'y CBUM TI0-
3UTUBHUM M HU Y JE€[JHOj HEraTUBHOj KOHTpoan npumjeHom FISH (-
Tpa youasa NpucyCcTBo jacHo 3eneHnx QuyopecueHtHux hemija unja je
BeanunHa n Mopdosoruja tumiana 3a C. m. subsp. sepedonicus u ako
ce npuMjeHoM (uiTepa 3a pogaMiH youasajy jacHe upsene Quyope-
cueHtHe hennje. Ako ce youe jacue hennje kapakrepucTnute mopho-
JIOrHje, OAPEaNTH npocjedan 6poj TunuuHux QuyopecueHTHnx henuja
M0 MUKPOCKONCKOM BMIHOM MOJbY M M3padyHarn Opoj TUnuuHuX he-
auja no ml pecycnennosanor tanora (ITornasmwe VI oBor npuiora).
TloteHunjanHo NO3MTHBHAM CMATPAjy €€ y30puM ca Hajmarse 5 - 10°
TunuuHux heanja no ml pecycnennosator Tajnora n notpebHa cy um
Nlajha TECTHPama. HeraTuBHUM ce cMaTpajy y30pIH ¢ Mare ox 5 - 107
TunUYHEX henmja mo ml pecycrmeH10BaHoT Taora,

6) FISH TecT je HeratuBaH ako ce npuMjeHoM (uitepa 3a ponammH
HE youe CHaKHO (yopecueHTHe upBeHe henunje umja je BeanunHa n
mopdonoruja TunmyuHa 3a C. m. subsp. sepedonicus, O yCIOBOM Jaa
ce IPUMjeHOM (uITepa 3a polaMHH youe THIIMYHE U3pa3uto quiyope-
CIICHTHE LIPBEHE henuje y npenaparimMa MoO3UTHBHE KOHTPOJIE.

6. PCR Tect

Hauerno: Kana ce ynorpedom PCR Tecra kao npBor Tecta nposjepe
no0uje noutnsan pesyntar, IF Tect ce kopucTH kao apyru 00aBe3Hn
TecT nposjepe. Ako ce kopuwhewem PCR TecTa kao apyror tecta npo-



Bjepe 100u1je NO3UTHBAH PE3YJITAT, 38 NOCTAB/bABE KOHAYHE JMjarHO3e
Tpeba 00aBUTH asbe TECTHPABE [IpeMa JujarpaMy ToKa.

Kopurherse oBe MeToIe Kao IIABHOT TECTA IPOBjepe MPeropyiyje
€€ CaMo YKOJIMKO j& A0CTYMHA CHELHjal30BaHa eKCnepTusa.

Hanomena

[IpenuMUHAPHA TECTHPatba IPUMjEHOM 0BE MeTojie Tpeba 1a oMo-
ryhe nonosmuBy aerexkunjy Hajmame 10° go 10* heanja C. m. subsp.
sepedonicus no ml koje Cy 10maTe EKCTPAKTY Y30pKa MPETXOAHO J0Ka-
3aHOT Ka0 HETaTHBHOL

3a mocTuzame HajBeher cTerneHa 0CjeTJLbUBOCTH U CHEIM(PUIHOCTH
y cBuM nadoparopujima, notpedHo je n3soheme ornena 3a craHaap-
nuzaunjy (ontumusaunjy) meroae. Kopuctutn norsphexe n ogoOpeHe
pearerce u mpotokone 3a PCR. [loxkespHO je omabpatu METO] KOj! TI0-
UHjexe WHTepHO] KouTponw. [Ipeny3etn oaroapajyhe mjepe ormpesa
na 6u ce m3bjerna KoHTaMuHANMja y3opka nubHoM JIHK. PCR Tect
Tpeba na 06aBbajy HCKYCHH CTPYUHALHM, Y CrELNjaIn30BaHuM Jado-
paropujuma 3a MOJIeKyJIapHy GHOIOrujy.

Herarusne kontpone (3a ekcrpaknujy JJHK u PCR moctymak) Tpe-
0a 11a ce yBHjEK y TIOCTYIIKY 00pajie MoChebe Kako OU ce yTBPIIIO 1a
JIM j& eBeHTYaIHO 101110 10 Onilo kaksor npeHoiuetba JTHK.

Y PCR TecT yKIBYUUTH cibenehe HeraTuBHE KOHTPOJIE:

1. eKCTPaKT y30pKa y KOMe MPETXOIHO TOKOM TeCTUPama HItje 10~
kazaHo npucyctso C. m. subsp. sepedonicus;

2. nydep xoputrher 3a ekcrpaknujy 6akrepuje u JIHK u3 y3opka,
3. PCR peakiinoHu MUKC.
VY PCR rect ykibyunth cibenehe no3uTuBHe KOHTPOJIE:

- AJIMKBOTE PeCyCIeHI0OBAHUX Taiora y Koje je momara C. m. subsp.
sepedonicus (Ilornasske 1V oBor mpuiora),

- cycnensujy on 10° heanja no ml BupyaenTHor usosnara C. m.
subsp. sepedonicus y Boan (Hnp. NCPPB 2140 uan NCPPB 4053);

4. ako je moryhe, y PCR Tecty xopuctutu u JIHK excrpaxoBan u3
MO3UTHBHUX KOHTPOJHUX y30paKa.

Jla 6u ce n30jera moryha KoHTamuHaLKja, MO3UTHBHE KOHTPOJIE
MPUTIIPEMUTH POCTOPHO OBOjEHO O y30paka 3a TECTHPAIHE.

C o63upom Ha To na npumjena PCR npotokona 3axtujesa Ko-
prihere eKCTPaKTa y30paka ca LITO MakE 38MJbE, MPUjE MOUETKA Mpo-
Leaype 13Bohera TeCTa y30pke KPOMIUPA j& MokKesbHO 100pO onpari.

6.1. Metone npeuntmhasama JJHK

TTO31THBHY W HEraTMBHY KOHTPOJY KOPUCTUTH HA NPETXOMAHO OMK-
caH HaunH. KOHTPOJHN Marepujai npunpeMuTi Ha HCTH HAYNH Kao 1
Y30pKe.

Toctynue cy pasnuuute meroae npeunwhasama unbane JTHK
13 KOMIJIEKCHUX CYTNCTPATa Y30pKa C LMBbEM YKJIatbhamha HHXHOUTOpA
PCR peakumje 1 Apyrux eH3UMCKNX PEakLnja i METOIE KOHLEHTPOBA-
wa nubane JJHK y ekcTpakTy y3opKa.

Merozna koja caujenn je craHaapan3osaHa 3a kopuiuhiewe ca no-
tBpheHom 1 onoGpeHom PCR meronom y (TTornasmse VIIT oBor npu-
J0ra).

a) Metoma mpema Pastriku (2000)

1. Tlunerom oamjepuru 220 pl nuzuc nydepa [100 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8,0), I mM EDTA (pH 8.0)] y Eppendorf ty0y on
1,5ml;

2. onarn 100 pl excrpakra y3opka M CTaBUTH y TEPMOGIOK Wian
BOZIEHO Kynatuo Ha 95 °C 10 munyTa;

3. CtaBuTHu TyOy Ha Je/ Y Tpajamby O TIeT MUHYTA,

4. Monaru 80 ul ocHosHoOr wTok pacteopa Lysozyme (50 mg nu-
303uma no mly 10 mM Tris HCI, pH 8,0) u unkyGuparu va 37 °C 30
MMHYTA,

5. lomaru 220 ul pacteopa Easy DNA® A (Invitrogen), 1006po u3-
MHUJELLATH HA BOPTEKCY M MHKYOupatn Ha 65 °C 30 muHyTa;

6. Tonatn 100 ul pacrsopa Easy DNA® A (Invitrogen) u cHax-
HO M3MHjenIaTi Ha BOPTEKCY JI0 IOCTH3aba YHH(YOPMHOT BHCKO3UTETa
y30pKa;

7. Hoaaru 500 wn xnopodopma, n3MUJELIaTH HA BOPTEKCY 10K CE
BUCKO3UTET HE YMatbl M CMJECA MOCTAHE XOMOTEeHA;

8. llearpudyruparu Ha 15.000 g 20 munyTa Ha 4 °C 12 ce monuje-
ne dase n creopu mehyhasa,

9. TIpenunjern ropwy (asy y Hosy Eppendorf Ty0y;

10. lonatu 1 ml 100% etanoua (-20 °C), kpaTko IpoMHUjeIIaTH Ha
BOPTEKCY M MHKYOuparu Ha sieny 10 munyTa;

1. Heurpudyruparu Ha 15.000 g 20 munyTta Ha 4 °C 1 yKJIOHUTH
€TaHOII 071 TaJIora;

12. Tonaru 500 ul 80% eranona (-20 °C) n npomujeisat okpe-
TaweM TyOe;

13. Lenrpudyrnparn Ha 15.000 g 10 munyra Ha 4 °C, cadysarn
TaJIOr & YKJIOHUTH €TAHOJI;

14. OcraBuTi TajOr Aa CE CyLUIM HA BA3AyXy WJM Yy BAKYYMCKOj
uentpudyrn (DNK speed vac),

15. Pecycnenposaru tajory 100 ul crepuine yarpauncte Boae n
OCTaBUTH HA COOHO] TeMIepaTypu HajMame 20 MUHYTA;

16. Yysaru Ha -20 °C 1o uzBohema PCR;

17. buno xoju OWjeTn Talor U3/IBOJUTH IEHTpU(yrupameM H 3a
PCR ymotpujebutn 5 ul cynepHaranTa koju campxu JJHK;

6) Jlpyre metone

3a excrpaxuujy JJHK Mory ce IpUMHjeHUTH U IpyTre MeTo/e (HIIp.
Qiagen DNeasy Plant Kit) ykonuko je noka3aHa €KBHBaJSHTHOCT Y
npounmrthasamy JJHK U3 KOHTPOIHUX y30paka koju canpke 10° mo 10°
narorednx heauja no ml.

6.2. PCR

6.2.1. TIpunpemMuTH y30pKe 3a TECTUPaHE U KOHTPOJIHE y30pKe 3a
PCR npema ogo0pennm npotokosnma (TTornassse VIIT ogor npuiora).
TIpunpemuntn paspjeheme excrpaxra JTHK u3 y3opka 1 : 10 y yarpa-
YUCTO] BOMH.

6.2.2. Y HeKOHTaMUHUPAHOM TIPOCTOPY TIPUNIPEMUTH OJITOBApajy-
hu peaknuonu mukc 3a PCR mpema o6jaBbenuM mpotokoimma (Ilo-
rnasise VI oBor mpuiora). Onodpern PCR TpoTokon je MynTHILIEKC
peakuja koja Takohe yksbyuyje yHyTpattwy PCR koHTpoOdy.

6.2.3. Jlonatu 5 pl excrpaxra JIHK y crepunne enpysete 3a PCR
3a PCR peakunjy koja ce uzsoan y 25 ul.

6.2.4. YKJby4nTH 1 HEraTUBHY KOHTpOJY Koja caapxkn camo PCR
PEAKLMOHN MUKC, @ YMJECTO Y30pKa AOAATH MCTH M3BOP YJTPAuMCTE
BOJE KOju je kopuwhen 3a npunpemy PCR peakLmoHOr MUKca.

6.2.5. CraButu enpysere y ypehaj 3a PCR (thermal cycler) u nokpe-
HyTH cTanaapanzosanu PCR nporpawm (Ilormassse VI oBor mpusiora).

6.3. Aranuza PCR mponykara

6.3.1. YMuoxkene PCR mipofykTe pa3aBoOjUTH €leKTpodope3oM y
arapo3HoM remy. Y caku OyHapuuh 2% (v/v) arapo3Hor Tena y Tpuc-
anetar EDTA mydepy (TAE) nanujetn Hajmame 12 ul aMmimkoHa
JTHK u3 cBakor y3opka, nomujewane ¢ 3 ul 6oje u nponyctutu y3 Ha-
nou on 5 no 8 B V/em. Ynorpujeburu oarosapajyhu JTHK mapkep,
unp. 100 bpladder (TTornassse VIIT oBor npusiora).

6.3.2. O6ojutn enexrpoopercke tpake JHK y resy noranatsem
rena y ernajym 6pomun (0,5 mg/l) y tpajamwy on 30 10 45 MuHyTa.
[Ipenyseru onrosapajyhe Mjepe omnpesa pu pajiy ca OBUM MyTareHOM.

6.3.3. Obojenn ren nperienarTy Ha KparkotagacHoM UV TpaHCHITy-
MuHatopy (Hmp. A =302 nm) U MOTPKUTH YMHOKEHE (parMeHTe oue-
kuBane myxuHe ([lormasse VI oBor mpriora) U MOKYMEHTOBATH UX.

6.3.4. [IpunuKoM cBaKOT HOBOT Halla3a/Ciydaja MpOBjEPUTH ayTeH-
THYHOCT yMHO)eHor PCR nponykra nzsohersem anannse y3 nomoh pe-
CTPUKLHMOHMX EH3MMA HA Y30pKy npeoctane ymHoxkene JIHK, u To un-
KyGaLujom npn ONTUMAIHOj TEMIIEPATYPH U Y ONITHMAJIHOM BPEMEHY C
onrosapajyhumM emzumom u mydepom ([lomassbe VIII oBor mpmiora).
Hacrane dparmenTte pa3aBojutu enekTpodope3oM y arapo3HoM reiy
Kako je MPeTXO/IHO HaBeJeHO U Hociuje bojera eTUIHjyM OpoMuIoM
Ha UV TpaHCHyMUHATOPY MOCMAaTpaTH KapaKTePUCTHUUHY MaTpHLy
(o6pasat) pectpukunoHnx (parmeHara U ynopeanTu je ca no3uTHs-
HOM KOHTPOJIOM MpHje 1 MOC/INje pa3iBajarba.

Tymaueme pesyarara PCR Tecra

PCR Tect je HeraTuBaH ako y TECTHPAHOM Y30PKY HUj€ BHIJbUB
PCR npoay kT oueknBaHe ayxuHe, koju je cnieunduuan 3a C. m. subsp.
sepedonicus, ajiy je BUABHB Y CBUM MO3HUTHBHUM KOHTPOJHUM Y30D-
uMa (xor Myntuiuieke PCR ca mpajmepuma 3a yHYTpalllhy KOHTPOITY
Koju cy cnennduvHu 3a OMJBbKY JdoMahnHa: y TeCTHpPaHOM Y30PKy ce
MOpa YMHOKUTH Apyrn npoaykT PCR oueknBaHe BennumHe).

PCR recrt je nosurusan ako je Buasbns PCR npoaykr koju je cne-
uuguuan 3a C. m. subsp. sepedonicus 1 koju je OueKnBaHE AyKUHE 1
peCTpUKLMOHOr 00pacLia, noj, yCJI0BOM A HUJE YMHOKEH HU Y jeIHOM
Y30pKY KOjU TIpeICTaB/ba HEraTHBHY KOHTpoJy. [loy3mana moTBpra
MO3UTUBHOT Pe3yJiiTara MPeCTaBba U YCIEIIHO OHABhAbE TECTa C
npyrum napom PCR npajMepa (Tauka 9. nofradka 9.3. oBOr HOINIABIbA).

Hanomena

VYKOIMKO ce OYeKMBaHW (hparMeHT (TO3UTHUBHA peaknuja) Ao0uje
Y Y30pKY MO3UTHBHE KOHTpOJIE Koja caapiku C. m. subsp. sepedonicus
y BOAM, @ HEraTHBHU PE3yNTaT 1001je Y y30PKY MO3MTHBHE KOHTPOJIE
koja caapsku C. m. subsp. sepedonicus y eKCTpakTy KpoMupa, nperno-
crasiba ce aa je nowo no nuxubuuuje PCR peakuunje. Y myaruniekce
PCR mpotokonmma Koju ce m3Bofe ynoTpebom yuyTpammnx PCR
KOHTpOJA cMaTpa ce a je JOILI0 /10 HHXUOUNUje peakinje ako Huje
noOHjeH HU je/laH o7 7Ba IPOIyKTa.

Taxole, ako ce U3 jenHe WM BUIIE HETATUBHUX KOHTPOJIA 00Hje
OUEKMBAHN MPOAYKT, MOXKE CE CYyMIbATH 12 j& AOLIO 10 KOHTAMHHA-
umje.



7. Buonowku Tect
Hanomena

[lpeuMUHAPHO TECTHPAEmE OBOM METOIOM Tpeba 1a OMo-
ryhu nonosmnBo orkpuBame npucycrsa 10° no 104 cfu C. m. subsp.
sepedonicus no ml, 10AATHX EKCTPAKTHMA Y30PaKa KOjU CY Y PaHHjem
TeCTUparsy OMJIM HeraTHBHY (3a mpunpeMy Bunjets [lormasise IV osor
npuiora).

Hajseha ocjeTbnBOCT AETEKLIMjE MOXKE CE OUSKHBATH AKO CE KOPH-
CTE CBjeIKE TIPUMIPEMIBCHH SKCTPAKTH Y30paKa U ONTHMAIHHU YCIOBH 3a
pact n pas3soj naroreHa. MeljyTim, oBa METOAA MOKE YCMjELIHO 1a C&
NPUMjeHH H YIIOTPeOOM eKCTpaKaTa Koju Cy YyBaHH Ca [IUIEPOJIOM Ha
Temnepatypn ox1 -68 °C 1o -86 °C.

Heke copre muiaBor narimyaHa MpeacTap/bajy OAJIMUHY CEJekK-
TUBHY HOMUIOTY 3a oborahieme u pact C. m. subsp. sepedonicus, qak i
Y OACYCTBY CHMMTOMA, @ YjEIHO Cy M OUTMYHE 32 yTBPhHBatbe Onbaka
nomahinna. Yenosn pacra tpeba aa ¢y ontumanHu aa Om ce ymamho
PH3UK 01 100Mjarka TAKHO HETAaTHBHUX Pe3yJTara.

Jleramn y Be3u ca rajemem Onsbaka (TTornasme X oBor npusora).

7.1. Ha npeocrany KOJM4HHY PECYCNEHIOBAHON TAJIOra OCTABbE-
HOT 3a TecTupame u3 3.1.6. wim 3.2.5. MpuMHUjeHUTH METOTy WHOKYIa-
LMje 3ape31BABEM WK METOAY MHOKYJIaunje uHjexunjom. Kopucruru
camMo OMJbKE MJIABOT NATJIMIAHA y CTAAMjyMy JBa 10 TPU MpPasa JUCTa,
710 TIOTIYHE pa3BujeHocTH Tpeher mpapor jucta. [1o jeHOM Y30pKy
notpedHo je 15 no 25 Guibaka natanyada aa om ce y noTmyHOCTH HCKO-
PHCTHO PECYCIIESHIOBAHU TAJIOT ¥ OCUTYpaja euKacHa HHOKYJIAIM]a.

7.2. C maspeM cMambema Typropa, OuJbke TIaTInlIaHa He 3aijeBaTh
JjelaH 1o ABa 1aHa npuje HHOKyJIaLuje.

7.3. lHOKynaumja 3ape3nBatbem:

7.3.1. ipoxehu 6WbKY Mehy mpcTuMa, TUMETOM HaHW]eTH KallJbu-
uy (oko 5-10 pit) pecycneHaoBaHor Tajora Ha crabubiky, 1 To n3mehy
KOTWJIETIOHA U IIPBOT JIMCTA,

7.3.2. CTepuaHAM CKAaITENIOM HANpPaBUTH IWjaTOHAITHU pe3, OyT
oko 1 cm 1 ay6ok oko 2/3 nebbnne cTabblKke, MOUYEBLLIH 01 HAHECEHE
KarJpHIle PecyCleHI0BaHOT TaIora;

7.3.3. UBPCTO 3aTBOPUTH PE3 CTEPUIIHUM Ba3SIMHOM W3 HIIPHIIA.
7.4. lHOKyJaImja WHjeKIHjoM.

Crabsbuke MIABOT MATIMUAHA WHOKYJMCATH HEMOCPEAHO M3HAJ
KOTHJIEZIOHA WH]eKIINjOM ¢ TAHKOM HTJIOM (He MamboM of1 23 G). V3opak
TMOAXjeTUTH Ha OWJBKE TIIABOT TIATJIMIIAHA TaKo Ja cBaka OusbKa noduje
oarosapajyfiy koauunty.

7.5. Ilo3uTHBHA KOHTpONA: MET OM/baka MHOKYIMCATH CYCIICH-
sujoM on 10° no 10° henwuja mo ml Boze mo3uare kyntype C. m. subsp.
sepedonicus u, kana je Moryhie, eKCTpakToM NMPUPOIHO 3aPAKESHOT TKH-
Ba KpToJa (Tauka 4. OBOT TIOTNIABJhA) HCTOM METOIOM MHOKYJIATIH]E.

7.6. HeratnpHa KOHTpOIa: MET OUbaka MHOKYJINCATH MCTOM Me-
TOROM HMHOKyJauuje kopuctehu crepunnn neser nydep (nydep 3a
pacTBaparbe Tanora).

Buspke rajuTu y KapaHTHHCKUM IPOCTOpHjaMa 10 YeTHPHU CEIMHUIIe
Ha 18 °C 10 24 °C, y3 10BOJbHY KOJMUKHY CBJET/IA M BHCOKY BJIKHOCT
(on 70% no 80%) u ajexBaTHO 3alWjeBaTH Kako OM ce CIPHjednsIo
HaKynbawe Boae uian yeeHyhe 30or nenocrarka soae. C. m. subsp.
sepedonicus ce He pa3Brja Ha Temmeparypama uznan 30 °C, a onTuman-
Ha Temmeparypa je 21 °C.

7.7. C unjbem CrpeyaBama YHAKPCHE KOHTaMKHauuje, OnibKe no-
3UTUBHE U HETATUBHE KOHTPOJIC TAjUTH HA jaCHO OIBOjCHUM CTOJIOBHMA
y CTAKJICHUKY WM MOJMLAMa y KOMOPH 33 PacT Win, y clyuajy aa je
NPOCTOP OrpaHnyeH, NOOPHHYTH CE Aa Cy OUJbKE jJaCHO OABOJEHE H3Me-
by mojenuHNX MocTynaka y ToKy u3Bohema mporenype. Ako ce Ousbke
32 Pa3IMUKTE Y30pKE MOPajy rajutn On3y jeaHa aApyroj, pa3aBojure nx
HOTOIHMUM ILIaTHOM. Ila3uTu 1a He nolhe 10 yHaKpCHE KOHTAMUHALIM]E
NPHUIIMKOM MPUXPAtbHBAKA, 3A/MJEBAA, MPENICAAbA U CBAKOT APYror
nocrynka ¢ onsbkama. O KibyUHE BOKHOCTH j€ 1a Y CTAKJICHULMMA 1
KOMOpama 3a rajeme He Oy/ie HUKAaKBHX MHCEKara Jep OHHM MOTY Ipe-
HujeTn GakTepujy ¢ y30pKa Ha y30pak.

7.8. TlojaBy cMMnTOMA PEAOBHO MPOBjEPABATH NOC/H]E CEaM AaHA
o wHOKynanuje. [Ipebpojatn Ouibke Koje mokasyjy cumnrome. C. m.
subsp. sepedonicus u3asuBa yBeHyhe AMCTOBA MaTiMyaHA KOje MOKE
MOYETH Ka0 YBEHYJIOCT MBHIA WM M3Mel)y HepaBa IMCTOBA. YBEHYIO
TKMBO Y MOYETKY M3MIEAA TAMHO3EIECHO WK NMPOLLAPAHO, Al KaCHUje
nocraje 6anjeno na HeKpOTHUHO. YBesia noBpLunHa n3mehy JNCHNX He-
paBa 4ecTo M3Iiena MacHo, Kao J1a je HaToIJbeHa BOIOM. HekpoTuyHo
TKMBO YECTO MM CBUJETIIONKYTY MBHLY. BUbKe HE YrUHY YBH]EK; LITO
je Tiepuoy TIpHje Hero MITO C€ CHMIITOMHA MOYHY pa3Bujard ayxu, Beha
je moryhHocT npekyBibaBatba. busbke Mory npepacti 3apasy. Muane
OMIbKE MaTANIaHa MHOTO CY OCJET/bUBH]E HA MPUCYCTBO HUCKOT HUBOA
momynanrja C. m. subsp. sepedonicus Hero cTapuje Oubke, 300T Tora
ce kopucrte Onibke y (asnm Tpu npasa JIMCTA MM HEMOCPEAHO MpHje
(hase Tpu mpaBa JmCTa.

VYBenyhe Moxke OWTH M3a3BaHO W TIOMYJAIMjOM APYTHX OakTe-
pyja MM rbUBKLA KOjE CY NMPUCYTHE y eKCTPakTy Tkusa kprona. To

cy: Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora i
Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi, Phoma
exigua var. foveata, ka0 1 TOIyaIje BEJIUKOT Opoja canpoduTHUX
Gakrepuja. Hapounto Erwinia chrysanthemi moske n3assaru cumnrome
HaJncToBMMA 1 yBeHyhe koje je Bpio ciindno cumnromuma C. m. subsp.
sepedonicus. JeuHy pa3iuKy IIPeNcTaBiba I10jaBa TAMIbEHA/LIPHEHA
cTabspuka y ciydajy mHOeknuja 6akrepujom Erwinia chrysanthemi.
Jlpyre Bpcre yBenyha ce pasankyjy oa OHHMX Kkoje npoyspokyje C. m.
subsp. sepedonicus, 3aT0 LITO LMjEJN JINCTOBN WK LiKjesie Onibke BPIIO
6p30 Beny. C. m. subsp. sepedonicus ce on Erwinia spp. Moxke 6p3o u
JIAKO Pa3iBOjuTH 1 13BOheweM Gojersa u/uan peakuuje no I'pamy.

7.9. Oamax 1o youasatby NpPUCYCTBA CHMNTOMA Ha Oubkama
naranyasa notpeGHoO je M3BPLINTH peusoaunjy, kopucrehn anjenose
YBEHYJIOT TKHBa JuIIha uin TkuBa crabspuke. JIucToBe U cTadsbuKe
Ouibaka narTanyaHa noBpLuMHCKN ae3uHduiosaru OGpucamem ca 70%
eranosioM. Tknuso usmauepuparn u npumujerntn IF nau PCR tect
Ha COKy IaTiullaHa U W30JIallijy IaToreHa Ha MOTOJHY (CeNeKTHBHY)
XpaHJBUBY TIOAJIOTY (Tauka 8. oBor moriassba). Takohe, Moke ce TIpu-
mujennt u 6ojerse/peaxunja no I'pamy (Tornasme XI oBor npusora).
Wzpntn naentndukaunjy ducre kyarype C. m. subsp. sepedonicus
¥ TIpOBjepy maroreHocTH (T. 9. u 10. OBOT MOINaBIha).

7.10. YV ozxpeheHUM OKOJHOCTUMA, HAPOYUTO Y YCIOBUMA HETIO-
BOJbHMM 32 PacT v pa3soj Ousbaka, moryhe je na ce uak u nocauje ne-
puona nukydauuje on uetnpn Hepjesbe C. m. subsp. sepedonicus Hasia-
31 JIATEeHTHO y OMJbKaMma MaTiuiana. AKO HU NOCHHje YeTHPH HeJljesbe
0]l MHOKyIaluje He jolje 710 mojaBe cMMITOMa, Ha Ousbkama Tpeba
n3sectn TF/PCR Tect Ha 30MPHOM Y30PKY CACTaBJLEHOM O AMjEJ0BA
ctabsprke (1 cm ox1 cBake OUJBKE 3a TECTUpALE, Y3eTOM H3HA MjecTa
WHOKYNanuje). AKO je TeCT MO3UTHBAH, TIOHOBHO M3BPIIUTH H30IaIlnjy
NaroreHa Ha oarosapajyhy (CENEKTHBHY) XPaHIbUBY MOMIOTY, MpeMa
nocTynKy U3 Tauke 8. oBor npusora. M3spunti naeHtudukaunjy un-
cre kyntype C. m. subsp. sepedonicus u mpoBjepy HaTtoreHoCcTH (1. 9.
10. oBoT TOTTIaBIbA).

Tymauerse pe3ynrara OMOJOWIKOr TECTA - BAJIMAHM Pe3yaTaT 01o-
JIOLWKOT TecTa A00Kjajy ce ako Ou/bKe y MO3UTHBHO] KOHTPOJIH MOKa-
3yjy THIIUYHE CHUMIITOME, aKo Ce M3 TUX OHMJbaKa MOXKe MOHOBO M3I[BO-
juTH OakTepWja W ako HA OWJbKaMa HETaTWBHE KOHTpoONE He Johe 1o
nojaBe CUMNTOMA.

BuooLKN TECT je HeraTHBaH ako TeCTUpaHe ONIbKE HUCY 3apane-
ue C. m. subsp. sepedonicus, a 101 yCJI0BOM Jia jé YTBPHEeHO IPUCYCTBO
C. m. subsp. sepedonicus y MO3UTHBHUM KOHTpOJIaMa.

BHONONIKH TECT je MO3UTHBAH aKO Cy TECTHPAaHe OUJbKE 3apakeHe
C. m. subsp. sepedonicus.

8. M3onauuja C. m. subsp. sepedonicus
Hanomena

Jlujartoza ce moxke norBpantn camo ako ce C. m. subsp.
sepedonicus W301yje, a 3aTUM W3BPINU ¥ WACHTHGUKAIM]A TOOUjSHOT
n3oiara (Tauka 9. OBOT MOINABJhA) M aKO CE TIOTOM TOTBPAU U MATO-
reHocT nodujeHor nsonara (tadka 10. oor nornassba). Mako je C. m.
subsp. sepedonicus 3axTHjeBaH OpTaHW3aM, MOYKE CE€ H30JI0BATH W3
TKHBA Ca KaPAKTEPUCTHYHUM CUMITOMUMA. [IPHINKOM H30JIaIuje JIako
MO¥ke 10NN 10 NPepacTama KOJ0H!]€ OBOT MaToreHa ca koJoHujama op-
3opactyhnx canpopurnux Gakrepuja, na je 3aro n3oJauuja AMPEKTHO
U3 eKCTpaKTa TKUBA KPToJa WUIH CTabJpUKe Telika. [[MpeKTHa u3oia-
muja C. m. subsp. sepedonicus moryha je xopuinhemeM onroeapajyhe
CEJIEKTHBHE XPaHIbUBE NOAJIOre 1 paspjehersa pecycrneH10BaHor Tajo-
ra M0o0MjeHOT W3 M3NBOjEHOT KOHyCa MyMYaHoT AWjelia KPTojie WiIn U3
crabJbuKa KPOMIIHPA.

Hzonamnuje je noTpeOHO M3BPIIUTH U3 CBUX KPTONa WIU IHjeNoBa
CTaGJ’bl/lKe KpoMnupa ca CUMNTOMKUMA, Ka0 W U3 TCCTUPAHUX Ounbaka
nariuyaHa Koj Kojux Hucy npumujehenu cumnromu nmi je TF/PCR
TECT U3 30MPHOT y30pKa OO Mo3uTHBaH (Tadka 7. moaTrauka 7.10). [lo
norpedu, Tpeda aa ce KOPUCTH M MaLepupame crabbuka nariuyaHa
npema nponucaHoj mpoueaypH.

TTo3UTHBHA KOHTPOJA. MPUMPEMUTH ASUMMANHA paspjehema cy-
cnemsuje 10° cfu mo ml C. m. subsp. sepedonicus (amp. NCPPB 4053
nan PD 406). TTo3UTHBHE KOHTPOJE MPUMIPEMUTH MOTIYHO OJBOjEHO
071 y30paka koju ce Tectupajy aa ou ce nzdjeria MoryhHOCT KOHTaMK-
HUpamba y30paKa.

IIpuje ynorpede 3a pyTUHCKO TECTHUPA:E y30paka IIPOBjepUTH I10-
TOAHOCT CBAKe CepHje CENeKTHBHE XPaHbUBE MOJIOTE 3a PACT U Pa3Boj
narorena. KOHTPOJIHU Matepujasl moABPrHyTH UCTUM NPUHLMNNMA T~
CTHpama, Kao 1 y30pak WK Y30pKe.

8.1. lajeme HA CENEKTUBHO] XPaHIFMBO] TTOMTO3N

8.1.1. 13 onBojene xommumte ox 100 ul pecycneHn0oBaHOT Tamora
noGujeHor n3 Kprone Kpomnupa uin GuibHOr coka Oubaka naranya-
HA NpUnNpeMuTH aeuumainna paspjehemwa y nener nydepy (nydep 3a
pacTBapame Tajgora u3 Tauke 3. OBOT MOIJIaBIba).

8.1.2. M3onamuja U3 pecycHeHI0BaHOT Tajora 0e3 HpeTXOaHOT
paspjehuBarma 06MYHO He ycmujeBa 300T Temmkor rajea C. m. subsp.
sepedonicus n Beanke KOHKypeHTcke cnocobuoctn canpodura. C



0031pOM HA TO 1@ j€ y 3apakeHOM TKuBy Ouibke Gakrepuja oOu4HO
NPHUCYTHA y TIOMyJalMjaMa BUCOKOT HUBOA, CanpoduTH ce MOTy Ofi-
CTpaHUTH paspjehuBameM, TOK matoreH octaje. CTora ce mpemnopydyje
HaHowere 100 ul n3 csakor y3opka (koa ynorpede IMerpujesux nocyna
npeunrka 90 mm, 1ok 3a [leTpujeBe MOCY/IE NPYTHX BEIMYAHA Tpeba
NpUIAroanuTH KOJ'll/l‘il/lHy), 1/100 no 1/10.000 paspujehene cycnensuje
Ha xpambuBy momnory MTNA wmn mva NCP-88 ([ormasiee VII oBor
NPHJIOTA), TEXHUKOM pa3Masa.

Hanomena

AntepHarnsia MmoryfiHOCT je pa3mas nouetHe kosnuuHe og 100 ul
PECYCIIEH/IOBAHOT TAJIOTa Ha [PBY MOJIOTY, & 3aTHM IIPABJBCHHE Pa3Ma-
3a uctum wranuhem Ha Apyroj n Tpehoj nomsosu, npu 4emy ce Ha whx
HAHOCE OCTaIly eKCTPaKTa ¢ MpeTxoAHe mojuiore. Ha oBaj HaunH 1o6uja
ce eekar cimuan edexty Kopuiherma paspjehema.

8.1.3. BacujaHy nomsiory MHKyOMpari y Mpaky Ha TEMMNEepaTypu o
21°C o 23 °C.

8.1.4. Ilpea mposjepa IojI0ra 1 MpoljeHa MojaBe U pa3Boja Ko-
nounja naauk C. m. subsp. sepedonicus y nopehemwy ca noanorama
MO3UTUBHE KOHTPOJIE BPIIHU CE MOCIHje TPH JIaHa, a HapeIHe TPOIjeHe
MOCIIHjE MET, CelaM M €BEHTYaIHO JISCeT JlaHa.

8.2. TIpeuniwhasame cyMbUBHX KOJIOHM]a
Hanomena

Konoruje cimane C. m. subsp. sepedonicus Tpeba nabe npeHuje-
TH Ha XpaHsbuBy momyory YGM ako he ce KOpHCTATH 32 MHOKYNAIH]y
natiyana wnan namy naentndurkaumjy. To tpeGa yuunntH npuje
HEro Ha mojiorama nohe 1o mpepacrarma KOJIOHHU]a, OTHOCHO Hajoosbe
nocjnje TpH 10 NET JaHa.

8.2.1. Pa3mazom Hauujetu kosouuje caudne C. m. subsp.
sepedonicus Ha jefHy Off cJbefehnX XpaHJBPMBUX MOIIOTA: XPaHIJBUBU
arap ¢ J0JaTKOM AEKCTPO3e (KOPHUCTH CE CaMO 3a NPECH]jaBabe U30J1a-
Ta), arap ca J0JIaTKOM KBaclla, IENTOHA U LIYKO3€, arap ca JOJIaTKoM
EKCTpaKTa KBaclia 1 MUHEpaJIHUX coii. CacTaB XpaHJbUBHX IOUIOTA
HasezeH je y Iorasmwy VII oBor npusiora.

3acujany noanory uakyoupaty Ha 21 °C no 24 °C y tpajamy a0 10
nana. C. m. subsp. sepedonicus cmopo pacte, 0OMIHO CTBapa KpeMacrTe,
KyToJlacTe KOJIOHHU]€ ca winbarnm BpxoM, Ipeuninhasame nsonara no-
CTIDKE Ce TIOHOBHUM pa3MasiMa M UCHPIUBMBAKEM Ha OIroBapajyhum
XpansbnBuM noaiorama. Huso nopacra ce nosehaBa npecujaBambem.
TumuHe KoJoHU]Ee Cy KpeMacTobOujene win 00je CIOHOBAaYe, TOHEKA
JKYTE, 3a0KPYIKeHE, [IIaTKe, OBUIIIEHE, KOHBEKCHO-KYIIONACTE, CIIy3a-
BO-TEUHE, C LMjEIMM MBHLAMA W 00M4HO 0oa | 10 3 mm y NpeuHuKY.
JennoctaBHO Oojerbe mo I'pamy (IlormaBike X1 oBOT MpHIOTA) MOXKE
nomohu npu n300py KOJIOHM]a 32 Ja/be TECTUPAHE.

8.2.2. M3epwmtn naeHrudukaunjy n3abpanux kosoHuja (tauka
9. OBOT TOINIABJbA) W MPOBjEPUTH MATOTEHOCT M30Jara (Tauka 10. oBor
NOrIaBsba).

9. Unentndukaunja

Wnentudukaunja uncre kyarype nodujenux nsonara C. m. subsp.
sepedonicus BpIIU ce KOPUITHEheM HajMame 1Ba TECTa Ofl HaBEeICHUX
TECTOBA KOj1 CE 3aCHHBAjY HA PA3AMUMTHM OHOIOLIKUM MPUHLHINMA.
[lpema motpebu, yKJBYUHTH IO3HaTe pe)epeHTHE M30/IaTe 3a CBAKH
TECT.

9.1. OnrajuBadykyi 1 €H3MMCKM TECTOBU 32 MACHTH(DUKALM]Y

@DeHOTHINCKA CBOJCTBA YHMBEP3AJIHO MPUCYTHA WM ONCYTHA
xox Gaktepuje C. m. subsp. sepedonicus YTBpANTH IpeMa MeTolama
Lelliott i Stead (1987), Klement u cap. (1990), Schaad un cap. (2001),
Hemo3HaTy ayTop (1987) u cn.

CBe xpaHJbUBeE TIoMNore MHKYOUpatu Ha 21 °C u mpernenaTy Ha-
KOH LIECT AaHa. AkO He j0fe 10 pacta kojsoHuja, nHkyouparu a0 20
naHa. Y cBe TecToBe TpeOa yKJBYUHTH Mo3HaTy KOHTpoy C. m. subsp.
sepedonicus. Opnrajusauke u (PU3MONOLIKE TECTOBE H3BOAMTH KO-
putifiersem KyaType ca XxpaHusor arapa. Mopdosowka ynopehema
W3BPIIMTH Y OMHOCY Ha KYIType Ha XPaHJBMBOM arapy ca DOIaTKOM
IEKCTPO3E.

TecToBM OQueKHBaHU PE3YNTATH

Tect okcunanuje/hepmenTanyje WMHEpTaH WIH c1abo okcuia-
(O/D) THUBAH

AKTHBHOCT OKCHAA3E -
Pact na 37 °C -
AKTHBHOCT ypease -

Xuaponusa ecKyanHa +

Xumponusa ckpoda - W crnaba

TonepanTHOCT Ha 7% pacTBOpa -
NaCl

CTBapame nHIoIa -

AKTHBHOCT Karajase +

Creapawe H,S -

Kopumrhere nutpara -

Pactapame xenaruHa -

CTBapaH,e KUCCIIMHE U3 ruepoaa | -

CTBapa}Le KHACCIINHE U3 JTaKTO3E - 1H crnaba

CTBapa}Le KHACCIIUHE U3 paMHO3E -

CTBapamwe KHCEJIMHE U3 CAllULUHA | -
Bojetse no T'pamy (TTornasmwe XI) |+

9.2. TF Tecr

[NpurpeMuTH cycrensujy ox npudmmkuao 10° hemuja mo ml y IF
mydepy ([lornaribe V 0BOT TIPHIOTA).

[lpunpemMuts JBOCTpyKa paspjeherba pacTBopa IOTONHOT aHTHCE-
pyma.
TIpumunjenntn TF nocrynak (Tadka 4. 0BOT MOMIABIbLA).

IF TecT je mo3uTtHuBaH axo je IF Tutap KynType jefHak TUTPY TO3U-
TUBHE KOHTPOJIE.

9.3. PCR Tect

Tlpunpemntn cycneusujy oa npubamskro 10° heanja no ml y ya-
TPAUKUCTO]j BOAN.

Barpujarn 100 pl cycnensuje hennja Gakrepuje y 3aTBOPEHUM
enpyBeTamMa y TepMOOIOKY WM Y BPENOM BOICHOM KyIIaTUIy YeTHPH
munayTa Ha 100 °C. Paznarame henmja, mo motpedu, Moxe ce yop3arn
JoJlaBabeM CBjedke mpunpemibeHor NaOH 1o koHauHe KOHI[CHTpalluje
oz 0,05 M. Jlo ynotpede y30pIy ce MOTY YyBaTH Ha TEMIEPaTypu Of
-16 °C no -24 °C.

VYnotpujebutu oxarosapajyhe PCR mporeaype 3a yMHOKaBame
cnenuuaanx ¢parmMenata C. m. subsp. sepedonicus (Hmp. Pastrik,
2000; suajern TMornassse VIIT osor npusora; Li n de Boer, 1995; Mills
u cap., 1997; Pastrik i Raineu, 1999; Schaad u cap., 1999).

Wnentndurkaumnja C. m. subsp. sepedonicus je no3uTuBHa ako cy
PCR npopykTn ucre BeJIMUNHE U UMAjy UCTH NoanMopusam ayxknHe
PECTPUKLMOHKX (DPArMEHATA, KAO W MO3UTHBHU KOHTPOJIHN W30J1AT.

9.4. FISH Ttect

[pupeMuTH Cycien3ujy o mpuommwkHo 10° henuja mo ml yntpa-
YHCTE BOJIE.

TIpumunjenntn FISH noctynak (tauka 5. 0BOT MOMIaBsba).

FISH Tect je no3uTnBaH ako ¢y MOCTHIHYTE PEAKLM|e KyIType u
MO3UTHBHE KOHTPOJIE jEAHAKE.

9.5. llpodunupase MacHUX kucenuna (FAP)
KyJITypy TajuTH Ha TpUNTHKa3a-coja-arapy (Oxoid) 72 gaca Ha 21
°C (+/-1°C).
TIpumunjenntu oarosapajyhu FAP nocrynax (Janse, 1991; Stead,
1992)

FAP Ttect je no3uTiBaH ako je npodui TecTupaHe KyaType WaeH-
THuax npoduiy No3uTHBHE KOHTPOJE. TTPHCYCTBO KAPAKTEPUCTHHHUX
macHux kucenuna: 15 : 1 Anteiso A, 15 : 0 Iso, 15 : 0 Anteiso, 16
20 1Iso, 16 : 0 m 17 : O Anteiso y BeWKO] MjepH YKa3zyje 7a ce pajan
o C. m. subsp. sepedonicus. Ponosu 6aktepuja kao Curtobacterium,
Arthrobacter u Micrococcus, Takohe, IMajy HEKe 07 OBUX KHCEIHMHA,
amm 15 : 1 Anteiso A je KucenwHa Koja ce pHjeTKO MO)ke MpoHahu y
OBMM OakTepujama, all ce MojaBbyje Yy CBUM OakTephjaMa ponia
Clavibacter, u To u3mehy 1% no 5%. Kox C. m. subsp. sepedonicus
BPHJEIHOCT j& 0OUIHO 0KO 5%.

9.6. BOX-PCR

IMpunpemutn cycneusujy on npudmwkuo 10° heanja no ml ynrpa-
4KMCTE BOJE.

IIpuMujeHnTH TecT y ckIafy ¢ mpomeaypoM (Smith u cap., 2001).

10. Tect moTBpHE

Tect npoBjepe NaToreHOCTH KOPUCTH CE€ 33 KOHAYHO NOTBPhIBaAHE
npucycrsa C. m. subsp. sepedonicus u 3a npoLjeHy BUPYJISHTHOCTH
KyaTypa naeHtidurosanux kao C. m. subsp. sepedonicus.

10.1. TTpunpemutn nHokyaym oa npudmmskno 10° henuja mo ml u3
KyJTypa n30J1ata KOju C€ TECTHUPA, CTAPOCTH TPU AaHA 1 oarosapajyher
n30J1aTa mo3utuBHe KouTpoae C. m. subsp. sepedonicus.

10.2. Muokynucatu cTabJpUKE TIET 10 IeCeT MJIA/INX CHjaHana Iia-
BOT marTimiiaHa y $a3m Tpu mpea Jiucta (Tadka 7. monat. 7.3. umm 7.4.
OBOT TIOTJIaBJba).

10.3. MIHOKyAMCAHO CHjaHLEe HMHKYOMpaTH Ha TEMMEpaTypu Of
18 °C 1o 24 °C, y3 10BOJbHY KOJIMUMHY CBJETJIA U BUCOKY PENATHBHY
BJIKHOCT M aJEKBATHO 3aJIMjE€BATH KAKO On ce M30Jerio HaKyMbame
BOJE WJIM CTPEC o cyLue (Tauka 7. noaradka 7.7. opor norassba). Kox
MHOKYJIALMjE YNCTUM KyJlTypama TunuuHo ysenyhe nojasmyje ce y



POKy 01 ABMjE Hejesbe, NOK ce ONIbKE KOJE HE MCMOJbABAjY CHMMTOME
(Buajern Tauka 7. noaTtauka 7.8. OBOr NOMIABbA) MOCHN]E TOI BpeMe-
Ha MHKYOMpajy joll Heljesby JlaHa Ha TeMIleparypama IOBOJEHUM 3a
pacT IIaBor nariuiana, aau He sumuM of 25 °C (Ilormassse X oBor
npuiora). AKO CUMITOMH HHCY HPHCYTHH HHU MOCIH|E TPU HEJljesbe,
nobujena KynTypa ce He MOKe MOTBPAMTH Kao narorenu nzonar C. m.
subsp. sepedonicus.

10.4. M3onauujy n3 Gnsbaka ca CUMNTOMHUMA M3BPLUMTH OACTPAHH-
BatbeM JMjena crabibiKe Ay :KUHE 2 CM U3HAM MJECTA HHOKYJALIM]E, KOj1
CE MOTOM YCUTHH N PAaCTBOPU Y MAJIOj KOJMUMHU CTEPUITHE NECTNII0BA-
ne Boe Wi 50 mM docdarnom mydepy ([lorasime V oBor npusora).
M3onanmja naroreHa moToM ce BPIIM Pa3Ma3oM T0OUjeHOT Maniepara Ha
MTNA u YPGA nomnnore ([lormassse VI oBor mpuiiora), ”HKyOUpameM
Tpu 10 net aava Ha 21 °C 1o 23 °C n yrephusamem aa i cy popmupane
Tunuune kosonnje Gaxrepuje C. m. subsp. sepedonicus.

TTornasme 1T
JIABOPATOPUIJE YKIbYYUEHE V OTITUMU3ATIUTY 1

3a PCR tecr uzspwmtn excrpakunjy JHK y no3uTuBHum u He-
TaTUBHUM KOHTPOJHHM Y30pILHMa 3a CBaKy CEepujy y30paka 3a TeCTH-
pame.

3a IF u FISH TecToBe M3BPIIATH TECTHPAC TO3UTHBHUX U HETa-
THBHUX KOHTPOJIHUX Y30paKa 3a CBAKY CEPHjy Y30paKa 32 TECTHPAE.
Kon IF, FISH u PCR TectoBa notpebHo je yTBpauTH npucyctso C. m.
subsp. sepedonicus y koHueHTpauuju o Hajmare 10° u 10* heanja/ml
KOJT IO3UTUBHUX KOHTPOJIA ¥ HU Y je/JHOj HETaTUBHO] KOHTPOJH.

Ilornasee V
TIYOEPHU 3A TECT TTPOLIEAYPE
~ Crepunmcany my(epy KOju HHCY OTBaPaHH MOTY Ce WyBaTH 110
JeaHe roamte.
1. [Tydepu 3a eKcTpakImjy
1.1. Exctpakimonu mydep (50 mM docdaruu mydep, pH 7,0)
Osaj ny(ep ce kopucTH 3a ekcTpakunjy Gakrepuje n3 GUbHOT TKH-

BAJIMJIALIMTY TTIPOTOKOJIA BA XOMOTEHU3AITN]OM WITH TPEIICHEM.
TlaGoparopuja > Miecro Jlprasa Na,HPO, (anxunposann) 4,26 g
Agentur fiir Gesundheit und Beu u JTnn Averpuia KH,PO, 2,72 ¢
Erndhrungssicherheit t YETPH] Jlectunosana Boza 1 1
Departement Gewasbescherming | Merelbeke Benruja Pacteoputn cactojre, nposjepury pH 1 crepnancary y ayTokasy
- - Ha 121 °C 15 muHyTa.

Plantedirektoratet Lingby Jlancka :
Central Science Laboratory York Enrnecka Cubenehu cacTojun MOy GUTH KOPHCHA:
Scottish Agricultural Science . Konununna
Agency Ennubypr IxoTcka Hamjena (no 1)
Laboratoire National de la TTaxysbuue Lubrol Hednokynanr* 05g
groéectigr} c%es Végétaux, Unité Angers ®Opanirycka Cpenctso mpo-

¢ Bacteriologie DC cnnikoH npoTHB CTBAPaba MjEHE | THB CTBAPAHA Tml
Laboratoire National de la mjene™®
Protection des Végétaux, Station o
de Quarantaine do 1a Pomme Le Rheu Opaniycka Terpanarpujym-nupopochar AHTHOKCUAAHT lg
de Terr Polivinilpirolidon-40.000 (PVP-40) | BEMEabe PER |55 o
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Hhemauka 3 5 P
Pflanzenschutzamt Hannove XaHoBep bemauka Lmji ))/ig;:)pl’"eeH}I//I;f;f[lﬂl}l g;[(-)zle EKCTpaK-
State Laborator MaGan Hpcka 1.2. Mener mydep (mmydep 3a pacTapame Tatora - 10 mM docdar-
Plantenziektenkundige Dienst Wageningen Xonanauja un nygep, pH 7.2)
Norwegian Crop Research A n OBaj ny(hep KopHCTH Ce 3a PECyCrneHa0Babe N paspjehnBarbe eKc-
Institute, Plant Protection Centre ¢ Opselika TpaKTa KoHyca 13BahEHMX M3 MyMUAHUX JMJEJ0BA KPTOJIA KPOMITHPA,
Direcciio-Geral de Proteccio das - MOCIINj€ KOHIIGHTPOBakba TAOTa EHTPUDYTHPAHEM.
Culturas Jlncabon | Tlopryramuja Na,HPO - 12H,0 2,7 ¢ NaH,PO, - 2H,0 04 ¢
Nacionalni institut za biologijo JbyGbana Cnosenuja Hecrunosana sopa | |
Centro de Diagnostico de . PacTBOpuTH cacTojke, TpoBjepuTH pH U cTepuincaTy y ayTOKIagRy
Aldearrubia Salamanca Hinanuja Ha 121 °C 15 munyTa.

Ilormassee IV
TIPUTIPEMA TTO3UTUBHUX U HETATUBHUX KOHTPOJIA 3A
OCHOBHE TECTOBE TTPOBJEPE

PCR/IF u FISH Tectosu

Hanpasutu cycneHsujy KynType BupyJieHTHor wuzomara C. m.
subsp. sepedonicus (NCPPB 4053 umu PD 406) rajenor 72 waca Ha
MTNA ocHOBHOj XpaHsbiBOj noanosn y 10 mM docharnom nydepy
KOHUEHTpaumje npubamkno 1-2 - 108 cfu/ml. To je oGuuHo cnado myT-
Ha cycnensuja ontuuke rycrune 0,20 na 600 nm,

W3Baauti koHyc nymuanor aujena uz 200 kprona Gujene copre
KpOMIITMpa 32 Koje je MO3HaTo Jja HUCYy 3apaxeHe Oakrepujom C. m.
subsp. sepedonicus.

Obpagut koHyce yoOm4uajeHOM METOJIOM M PEeCYCIICHIOBaTH Ta-
qory 10 ml.

[IpunpemMuTH JeceT CTepUITHUX MUAKpoenpyseTa on 1,5 ml ca 900
ul pecycnenosaHor Tasora.

V npey mukpoenpysery aoaarn 100 ul cycneunsuje C. m. subsp.
sepedonicus 1 M3MHJELLIATH HA BOPTEKCY.

VY cmenehnx net MUKpoenpyseTa MPUNPEMUTH ASLMMAJIHA Pa3-
pjehera GakTepujcke cycneHsnje.

OBHX LIECT MUKPOENPYBETA €a 3aPAKEHNM EKCTPAKTOM KOPHUCTH-
TH 32 MO3UTHBHY, & Y4€TUPH MUKPOETPYBETE Ca HE3APAKEHNM EKCTPAK-
TOM KOPHUCTHTH 3a HETaTHBHY KOHTpoNy. Y CKJIaay ¢ THM, O3HAUUTH
MHKpOCIIPyBETe.

Y mukpoenpyserama of 1,5 ml mpunpemutn anuksote on 100 pl
Tako Jia ce JoOuje JeBeT KOoNuja CBAKOT KOHTPOJIHOT y30pKka. Jlo ymo-
Tpebe uysaru Ha remneparypn oa -16 °C no -24 °C.

TIpucycTBo 1 koanuuny npucytHe C. m. subsp. sepedonicus y koH-
TPOJHMM y30puUnMa NpBo noTepanTK IF TecTom.

2. Tlydepm 3a TF Tect

2.1. IF mydep (10 mM docharan mydep ¢ nogarkom conu (I15C),
pH7.2)

Ogaj mydep ce KOPUCTH 3a pazpjehuBame aHTUTH]eA.

Na,HPO, - 12H,02.7 ¢

NaH,PO, - 2H,O0 04¢g

NaCl 8¢

Jlectunosana Boma 1 1

Pacreoputi cactojke, nposjeputi pH 1 cTepuicaTi y ayTokiasy
Ha 121 °C 15 muHyTa.

2.2.TF nydep - Tween

Osgaj nygep kopuctn ce 3a ucrnupame IF niounua. TF nydepy no-
nmatu 0,1% Tween 20.

2.3. ®ocdaruu nydep ¢ ruueposom pH 7,6

Ogaj myhep KOPUCTH Ce Kao PacTBOp 3a peKkpuBarbe OyHapumha y
TF tecty kako Ou ce nojaqasna duyopecuenunja.

Na,HPO,- 12H,03.2 ¢

NaH,PO, - 2H,0 0,15 g, tmanepon 50 ml

Jlecrunosana sopa 100 ml

Komepuujannn pacrsopu Hnp. Vectashield® (Vector Laboratories)
ili Citifluor® (Leica).

TTornaeme VI
OJIPEPMBAKE HUBOA KOHTAMUHALIMIE V IF U FISH
TECTOBUMA
1. U3bpojatu mpocjedan 6poj TUMHYHUX (GIyopecleHTHUX henuja
no BUIHOM MOsby (¢).



2. M3pauyHnaru 6poj TunnuHux QuyopecuentHnx henuja no Gynap-
yuhy Mukpockoricke miountie (C):

C=c-S/s,
raje je:
S = nospimna GyHapuha IF niounue ca suwe GyHapunha,
S = NOBPLUNHA M0Jba 00jEKTHBA.
s = mi/4G7K3,
raje je:
1 = KoeHIMjeHT moJba (Bapupa o ocam /1o 24, 3aBUCHO 071 THIA
oKy/1apa),
K = koeduunjent tyde - uujesu (1 uan 1,25),
G = nosehame objexrusa (100 nyta, 40 nyTa uta.).

3. W3pauynarn G6poj tunmuunnx (ayopecuentHux heamnja no
ml pecycnenioBator tajnora (N)

N=C " 1000/u - F,
raje je:
U = 3anpeMiHa PeCyCneH10BaHOr Talora y ceakom OyHapunhy,
F = (akrop paspjeherna pecycrneHaoBaHor taaora.

TTornasmwe VII
XPAHJbUBE IOJJIOT'E 3A U30JIALIMIY U TAJEWBE C. m. subsp.
sepedonicus

1. Onwrte XpaHJbUBE NOLIOTE
1.1. Xpanssuu arap (NA)
Xpanspusn arap (Difco) 23 g
Jlectunopana Boma 1 1

Pactoputi cactojke u crepuancaru y ayroknasy Ha 121 °C 15
MUHYTA.

1.2. XpanssuBH arap ca fekctpo3oM (NDA)

Difcobacto xpausbpuBu arap koju caapxu 1% D (+) Tykose (MoHO-
xuapara). Crepumicarn y aytokasy Ha 115 °C 20 munyTa.

1.3. Arap ca kBacuem, nentToHoM 1 ryko3oM (YPGA)
Excrpakr kBacua (Difco) 5 g

Bacto nenrron (Difco) 5 g

D (+) tnykosa (MorOXmapar) 10 g

Arap bacto (Difco) 15 g

Jectunucana sona 1 1

Pactoputi cactojke u crepuancaru y ayrokiasy Ha 121 °C 15
MHUHYTA.

1.4. Arap ca eKCTpakTOM KBaclia i MuHepaaHuM coiuma (YGM)
Bacto exctpakt xBacia (Difco) 2 g

D (+) myko3a (MoHOxuapar) 2,5 g

K,HPO,0,25 ¢ KH,PO, 0,25 ¢

MgSO, - 7H,0 0,1 g MnSO, - H,0 0,015 g NaCl 0,05 g
FeSO, - 7H,0 0,005 g

Bacto arap (Difco) 18 g

Jlectunopana Boma 1 1

Pactoputi cacrojke n crepuiucari 0,5 iutapa XpaHiblHBE Mo-

asore y aytoknasy Ha 121 °C 15 munyTa.

2. CeJIeKTUBHE XPaHJbUBE MOJIONE KOj€ Cy NPOLLJIE BaINAALMN]y
2.1. MTNA XpaHJpHBa TIOAJIOTa

OcuM ako HHje Ipyraunje HaBeleHo, CBY cacTojiu ¢y n3 BDH.
ExctpakT kBacna (Difco) 2 g

Manuton 2,5 g

K,HPO,0.25 ¢

KH,PO,0.25 ¢

NaCl10,05¢g

MgSO,-7TH,00,1 g

MnSO,- H0 0,015 ¢

FeSO, - 7TH,0 0,005 g

Arap (Oxoidno.1) 16 g

Jectunosana sopa 1 1

PactBoputHu cactojke u mogecutu pH Ha 7,2. Hakon crepunmsa-
nuje y aytoknany (Ha 121 °Cy Tpajamy on 15 muHyTa) 1 Xnahema Ha
50 °C, nonaru aHTubnornke: Tpumeronpum 0,06 g, HATMANKCUIIHY K1-
cemmny 0,002 g, amdotepurma b 0,01 g kucenuna (Sigma), (06a 5 mg/
ml), y 96% etanony, amporepunua b (Sigma), (1 mg/ml), y muMeTna
cyndorcuay. IITok pacTBopH cTepuiinily ce GUITPaLjom.

KoHueHTpoBaHu pacTBOPH aHTUONOTHKA: TPUMETONPUM (Sigma) n
HaJUIUKCHIIHA KucennHa (Sigma), (06a 5 mg/ml), y 96% meranony,
ampotepunun b (Sigma), (1 mg/ml), y 1tumeTni cyndoKkcuy.

Hanomena

Pok Tpajara OCHOBHE XpaHJbUBE MOIIOrE je Tpu Mjeceua. Hakon
IITO ce 01a]y aHTHOHOTHIIN, POK Tpajarba je Mjecell JaHa, U TO YKOIH-
KO C& MPUNPEMJbEHA MOIJIOrA HyBa Y (PpHsKUaepy.

2.2.NCP-88

Xpaunspusu (Difco) 23 g
Excrpaxt kBaca (Difco) 2 g
JI-manuTon 5 g

K,HPO,2 ¢

KH,PO,0,5 ¢

MgSO,- 7TH00.25 ¢
Jlectunopana Boza 1 1

Pacreopute cactojke u noaecute pH Ha 7,2, Hakon crepuanza-
nuje y ayToknasy (#a 121 °C 15 munyTa u xnahema Ha 50 °C), nonajte
cipenehe antubnotuke: nomumukcut b cyndar (Sigma) 0,003 g, nanu-
nukcuina kuceanna (Sigma) 0,008 g, unknoxekcumua (Sigma) 0,2 g.

IllTox pacTBOpe aHTUOMOTHKA HANpaBUTH Ha cjbelehn HauuH:
PacTBOPUTH HAMMAUKCUIHY kucennHy y 0,01 M NaOH uuknoxekcu-
mua y 50% eravony, nonumukcun b cyadar y pectunosaHoj Boau.
OCHOBHHU PacTBOPH Cy CTEPHINCAHN (PUITPUPALEM.

Hanomena

Pok Tpajara OCHOBHE XpaHJbUBE NMoasiore je Tpu mjeceua. Hakon
ITO c€ JI0/lajy aHTUOUOTHITH, POK Tpajama je Mjecell 1aHa, W TO Kaja
ce uyBa y Gppuxrnaepy.

Tlornasmwe VIII
[IOTBPBEHU U ONOBPEHU [TPOTOKOJIM U PEATEHCHU 3A
PCR
Hanomena

TIpeanmuHapHa TecTupawa tpeda aa omoryhe noHOBIbUBY NeTEK-
mujy ox HajMame 10° mo 10* hemuja C. m. subsp. sepedonicus o ml
€KCTpaKTa y30pKa.

TokoM IpeTMMHUHAPHUX TECTUPaa HE CMHUje JTONH N0 TojaBe Jia-
JKHO MTO3UTUBHUX PE3yTara KoJ onadpaHux OaKTepHjCKUX H30J1aTa.

1. Tporokon 3a myarunaexkc PCR ca ynyTpawmom PCR koHTpo-
nom (Pastrik, 2000)

1.1. OnUroHyKJISOTUIHY [IpajMepu

Y3gonuu mpajmep PSA-1 5’ - ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa- 3°.

Hussoanun npajmep PSA-R 57 - tac tga gat gtt tca ctt ccc ¢ - 3.

V3soaun npajmep NS-7-F 57 - gag gca ata aca ggt ctg tga tge - 37,

Huseonau npajMep NS-8-R 5° - tce gea ggt tca cct acg ga - 3°.

OueknBaHa Ty)uHA YMHOKeHOT npoussona u3 JIHK C. m. subsp.
sepedonicus = 502 bp (nap npajmepa PSA).

OueknBaHa 1yK1HA yMHOXKEHOT npon3soaa u3 18S pPHA ynyTpa-
e KouTpodie = 377 bp (map mpajmepa NS).

1.2. PCR peakunoHn MUKC

CTepuiHa yATpauncTa Boja 15,725 ul

10 - PCR nydep' (15 mM 250 1-(1,5mM
MgCl,) i MgCl,)
BSA (dpaxnumja V) (10%) 0,25 ul 0,1%
Cwumjeca d-NTP (20 mM) 0,125 ul 0,1 mM
IIpajmep PSA-1 (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
IIpajmep PSA-R (10 uM) 0,5 ul 0,2 uM
Ipajmep NS-7-F (10 uM)? 0,1 ul 0,04 uM
IIpajmep NS-8-R (10 uM)? 0,1 ul 0,04 uM
Taq nonumjepasa (5 U/p)! 0,2 ul 1U
3anpemiHa y30pka 5ul

YKynHa 3anpeMnHa 25 ul

O Banupauuja metoze je u3spiueHa ys kopuiuheme Taq nonimepa-
3¢ Perkin Elmer (Ampli Taq ili Gold) u Gibco BRL.

@ Ontumuzaunja koHuentpaunje npajmepa NS-7F u NS-8-R
M3BPLLUEHA j€ 32 EKCTPAKLIMjY M3 MYNYAHOT KOHYCA KPOMIHUPA METOAOM
XoMorenusarje u npeunnthasama JJHK npema Pastrik (2000), (ITorna-
Bibe IT Tauka 6. noar. 6.1. n 6.2).

VYKOJNNKO C& KOPUCTH EKCTPAKLIMjA TPECEHEM WM HEKA Apyra Me-
Tona nzonanuje JIHK, morpeGHO je M3BPLINTH TOHOBHY ONITUMU3ATIN]Y
KOHLIEHTpALIMje peareHaca.



1.3. Yenosu PCR peakuuje

W3Bectu cibenehin nporpam:

a) jenaH uukiayc: Tpu Munyta Ha 95 °C (newarypauuja jgaHua
JHK);
6) mecer umkayca: jenan munyT Ha 95 °C (nenarypauja jgaHua
JHK);

B) jenaH MuHyT Ha 64 °C (Be3nBate npajmepa);

T) jenan MuHyT Ha 72 °C (xubpunnzangja);

1) 25 mukayca: 30 cexynnu Ha 95 °C (nenarypanuja nanna JIHK),

b) 30 cexynnu Ha 62 °C (nenatypanuja nanna JJHK);

) jenan MuHyT Ha 72 °C (mponyskasame Konuje);

K) IIUKIYC: TleT MUHYTa Ha 72 °C (KOHAYHO MPOAYKABAE),

3) apkatu Ha 4 °C.

Hanowmena

OnTumanHu ycnosn kopuiihera oBor nporpama ae(uHucanm cy
3a kopuwhewe Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycler. Moau-
(uxanuja Tpajama Kopaka IHKIyca je BjepoBaTHO OTpedHa y ciIydajy
ynotpede Apyrux Mozena thermal cyclera.

1.4, AHanu3a IpojiyKTa yMHOKABAMHA PECTPHKIIMOHUM SH3HMOM

PCR npoussoau ymuoxkenn u3 JIHK C. m. subsp. sepedonicus mc-
10JbaBajy KapaKTePUCTUYHE HOTUMOP(HU3ME Y JYIKHHU PECTPUKIHO-
Hux dparmenara ca ea3umoM Bgl 11 mocnuje nnkybanmje va 37 °C 30
MuHyTa. PecTpukunonu ¢gparment nodujenu u3 cneruduanor ¢par-
menTa C. m. subsp. sepedonicus cy senuunne 282 bp u 220 bp.

2. [pumpema Goje 3a enekTpodopesy

2.1. Bpomdenon miaso (10% KOHIIEHTPOBAHHU PACTBOP)

Bpomdenox mmaso S g

Jlectunosana Boaa (Guaectunosana) 50 ml

2.2. Tlydep 3a Gojerse

Tnuuepon (86%) 3,5 ml

Bpomdenon naaso (5.1) 300 ul

Jecrunosana Boaa (Guaecrunosana) 6,2 ml

3. 10 - Tpuc-aueraruu u EDTA nydep (TAE), pH 8,0

Tpuc mydep 48 g

Imamujanua cuphetna kucenuna 11,42 ml

EDTA (nunarpujymosa co) 3,72 g

Jlectunosana Boma 1 1

Paspujenutu jenanmyT npuje ynorpebe (Hop. Invitrogen mim 3a-
MjeHa).

Ilornassee 1X
TIOTBPBEHU U OJJOBPEHU PEATEHCH 3A FISH TECT

1. Onuro-npode
Cneuuduuna npoda 3a C. m. subsp. sepedonicus CMS-CY3-01:
57 - ttg cgg ggc gea cat cte tge acg - 37,
Hecneunduuna eydaxrepujcka npoda EUB-338-FITC: 5 - get gee
tce cgt agg agt - 37,
2. PactBop 3a ukcuparme

Pactsop 3a Gukcupame caapiku napadopmanaexuj, Koju je Tok-
cuuan. Hocnru pykasuue n ne yaucaru ra. ITpenopyuyje ce paa y aum-
recTopy.

Barpujari 9 ml Boze 3a ynorpely y npoueaypama MoJeKyJapHe
Guostoruje (Hnp. yarpauncte Boae) Ha oko 60 °C u nogatu 0.4 g na-
padopmannexuna. Ilapagopmaniexun ce pacTsapa HOCIuje 101aBaba
net kanu 1N NaOH u mujemiama Ha MarHETHO] MjeIIATHIIH.

Iopecutu pH Ha 7 nonajyhu 1 ml 0,1 M docdarsor mydepa (PB;
pH 7,0) u met xamu 1 N HCl. Bpujennoct pH mposjeputu u nomohy
WHIUKATOP Tpaka M ako je morpedHo moxecute pH momohy HCl umm
NaOH. V¥ pactBoprMa ca napahopMaiiexuaoM He ynorpedsbasaru pH
Merap.

IIpodunrpuparu pacTBop kpo3 MmemOpancku ¢untep ox 0,22 um u
IIo 1ajke yrnoTpebe dyBath Ha 4 °C ¥ 3aIITHTUTH O MIPAIITNHE.

Hanomena

AnTepHaTHBHU PacTBOP 3a hukcupame je 96% ertaHon.
3.3 - Hybmix

NaCl2,7M

Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)

EDTA (¢puartep crepuancann y aytokiasama) 15 mM

Pazpujennty 10 jenaunyT npema norpedu.

4. PacrBop 3a xubGpuansaumjy
1 - Hybmix
Harpujym-ngoaeuni-cyadar (SDS) 0,01%
TIpo6a EUB 338 5 ng/ul
IIpo6a CMSCY301 5 ng/ul

[punpeMuTH KOMWIHEE PACTBOPA 38 XHOPUIU3AIN]Y TIpeMa TIpo-
pauynuma y Tabenu 1. [IpeioikeHe KOJTMYNHE 3a TPUIIPEMAbe CMjece
3a xubpnanzaumjy (y namem texery: Tabena 1). 3a caky niaounuy (ca
J1Ba pasnnunTa y3opka y aymiukary) tpeda 90 ul pacrsopa 3a xubpu-
JTH3aInjy.

Tabena 1.
nBHUje ocaMm
nao4HLe naounLa

CTepuiiHa yITpauncTa Boaa 50,1 200,4
3 - Hybmix 30 120
1% SDS 0,9 3,6
IIpoda EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18
Ipo6a CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18
Vkynua zanpemnna (ul) 90 360

Hanomena

CBe pacTBOpe KOju caapke 0Mro-npode 0CjeT/bUBE HA CBjETIOCT
uyBaTH y mpaky Ha -20 °C. Tokom ynorpede 3aluTHTUTH UX O AMPEKT-
HE CyHUEeBE CBjeTJIOCTH WM eJeKTPUIHOT CBjeTNIa.

5.0,1 M docdaran nydep, pH 7,0

Na,HPO, 8,52¢

KH,PO, 544 ¢

JlecTunosaHa Bojia

PactBoputu cactojke, IpoBjeput pH 1 cTepuimcaTy y ayToKIaBy
Ha 121 °C 15 munyTa.

TTornasmwe X
TAJEILE IUIABOTI TATJIMLIAHA

Ilocwujaru cjeme wnaBor narnuiana (Solanum melongena) y macte-
PH30BaHU KOMIIOCT 3a cjeMe. [Ipecanutu cujaHie ca NoTIyHO pasBHje-
Hum kotuienonnma (10 1o 14 nana) y nacteprsoBaH KOMMOCT y Cak-
cujama.

[InaBu natnuiany Tpeba aa ce raju y CTakJIeHHKY o7 cibeaehnM
YCIOBUMA!

1) nyxxuHa maHa: 14 yacoBa WM IIPUPOIHA AY)KHHA JIaHA, ako je
nyxa on 14 uacosa,

2) remneparypa: aau: on 21 °C no 24 °C, noh: 15 °C.
Ocjersbue copre nuasor narinyana: Black Beauty, Long Tom,
Rima, Balsas.

Tlornasspe X1
TIOCTVYIIAK BOJEA [0 TPAMY (HUCKEROVA
MOIN®UKAIINIA), (DOETSCH, 1981)

a) PacTBop kpucrai Buoner

Pacrsopure 2 g kpucran Buoaet y 20 ml 95% eranosa. Pacrsopu-
Te 0,8 g amonunjym-okcanara y 80 ml mectunonane Boje. [lomujemar
J1Ba pacTBopa.

6) JIyrosioB pactsop
Jonlg

Kanujym-jonun 2 g
Jlecrunosana sopa 300 ml

Yeurnutn cactojke kopuctehu Tydak u asav. Jlogatu cacrojke
BOJIM M MIPOMHUJELIATH I C& PACTBOPE Y 3aTBOPEHO] HOCY/IH.

B) PacTBop madpannna 3a KOHTpacT

OCHOBHH PacTBoOp:

- madparun O 2,5g,

- 95% eranon 100 ml.

TIpomujewaru u 4yBaru.

Pazpunjenntn 1 : 10 32 noGujarse pagHOr pacTBOpa.
Tlocrynak Gojema:

. npunpemMnTn pasmase, OCyLIMTH HA Ba3nyXxy M Qukcuparn ux
3arpujaBarmeM,

2. IJIOYHILY MIPEJUTH PACTBOPOM KPHCTA BUOJET M APIKaTH jeflaH
MUHYT,

3. kparko ncnpatu Tekyhom Boaom,
4. npeantu JyrosoBUM PacTBOPOM jE1aH MUHYT,



5. ncnparu Tekyhom BOZLOM M MPOCYLINTH (UITEP-TIAMUPOM,

6. 60jy yKkaoHNUTH 95% €TaHoIOM, KOjU C€ 10/1aje Kan Mo Kar Win
ce pasmas ypouu Ha 30 CeKyH/IH U JaraHo mpoTpece,

7. ucnpaty TeKyhoM BOIOM U TIPOCYIIUTH (GUITEP-TIATHPOM,
8. mpenuTH pacTBOpoM MmadpanrHa 10 cexyHIH,
9. ncnparu Tekyhom BOZOM M OCyLWUTH (GuaTep-nanupom,

10. Tpam-no3utieHe Gaktepuje 6oje ce byOnuacTto-niaso, a I'pam
HEeTaTuBHE OakTepuje 60je ce PyKUIaCTO-IIPBEHO.






