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НАСТАВНО-НАУЧНОM ВЕЋУ 
ПОЉОПРИВРЕДНОГ ФАКУЛТЕТА  
УНИВЕРЗИТЕТА У БЕОГРАДУ 
Датум: 02.04.2018. 
 
Предмет: Оценa урађене докторске дисертације Невене Златковић, дипл. инж. 
 
Одлуком Наставно-научног већа Пољопривредног факултета - Универзитета у 

Београду бр. 33/6-7.6 од. 27.03.2018. године именована је Комисија за оцену и одбрану 
докторске дисертације Невене Златковић, дипл. инж., под насловом: “Детекција и 
идентификација бактерија паразита биљака фамилије Cucurbitaceae класичним и 
молекуларним методама“. Комисија у саставу др Алекса Обрадовић, редовни професор 
Пољопривредног факултета Универзитета у Београду, др Милан Ивановић, ванредни 
професор Пољопривредног факултета Универзитета у Београду, др Катарина Гашић, 
виши научни сарадник института за заштиту биља и животну средину у Београду, др 
Ђорђе Моравчевић, ванредни професор Пољопривредног факултета Универзитета у 
Београду и др Мила Граховац, доцент Пољопривредног факултета Универзитета у 
Новом Саду, на основу прегледа докторске дисертације, подноси следећи: 

 
 
 

ИЗВЕШТАЈ 
 
 
ОПШТИ ПОДАЦИ О ДОКТОРСКОЈ ДИСЕРТАЦИЈИ 
 
Докторска дисертација Невене Златковић, дипл. инж., написана је на 107 страна 

текста, и садржи 10 табела и 17 слика. Испред основног текста написан је резиме са 
кључним речима, на српском и енглеском језику. 

Докторска дисертација садржи 8 основних поглавља: Увод (стр. 1), Преглед 
литературе (2-20), Радна хипотеза (стр. 21), Материјал и методе (22-47), Резултати (48-
79), Дискусија (80-93), Закључци (стр. 94) и Литература (95-107). Поглавља Увод, 
Преглед литературе, Материјал и методе и Резултати садрже више потпоглавља. На 
крају текста дисертације налазe се биографија кандидата и изјаве о ауторству. 

 
 

1. ПРИКАЗ И АНАЛИЗА ДИСЕРТАЦИЈЕ 
 

Увод. На почетку дисертације, у уводу, кандидат је указао на привредни значај 
различитих биљних врста фамилије Cucurbitaceae. Наводи да поједине врсте вековима 
имају велики значај у исхрани људи. Један од најстаријих фосилних остатака из 
времена палеоцена пронађених у Монтани (САД), припада врсти ове фамилије. 
Фамилија Cucurbitaceae обухвата око 120 родова, у оквиру којих се налази преко 800 
различитих врста. За умерене и тропске климатске зоне највећи значај имају родови 
Cucurbita L., Cucumis L. и Citrullus L. За нашу земљу, најзначајније врсте су краставац 
(Cucumis sativus L.), лубеница (Citrullus lunatus L.) и диња (Cucumis melo L.). Гајене 
врсте тикава - обична тиква (Cucurbita pepo L.), бундева (Cucurbita maxima Duchense) и 
мускатна тиква (Cucurbita moschata Duchense) доста се узгајају на пољима северног 
дела Србије. Ове врсте имају примену у фармацеутској и прерађивачкој индустрији. Из 
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семена уљане тикве добија се врло квалитетно уље, док семе лубенице обилује 
мастима, минералним материјама, сложеним шећерима, витаминима и протеинима. 
Плодови краставца садрже велики удео витамина К, а различити варијетети се користе 
за припрему зимнице, односно за прераду и конзервисање. Истакнуто је да према 
подацима Организације за храну и пољопривреду (енг. Food and Agriculture 
Organization, FAO) из 2014. године, највећи произвођач лубенице, краставца и диње 
била је Кина, док Србија припада групи средњих произвођача у Европи, са 
тенденцијом пораста производње од 2011. године. Успешну производњу редовно 
угрожава појава различитих биљних болести. Биљке из породице тикава нарочито су 
осетљиве на неколико врста патогених бактерија. Стога у годинама са условима који 
погодују развоју инфекција, губици у производњи могу достићи велике размере.  

 
Преглед литературе. Ово поглавље састоји се из 3 потпоглавља, где су 

представљени до сада објављени подаци у вези са предметом проучавања докторске 
дисертације.  

Прво потпоглавље Порекло, распрострањеност и биологија биљака фамилије 
Cucurbitaceae описује порекло, распрострањеност и основне карактеристике 
најзначајнијих врста фамилије тикава. У другом потпоглављу Обољења биљака 
фамилије Cucurbitaceae указано је на постојање преко 200 обољења тикава, 
проузрокованих различитим патогенима. У потпоглављу Бактериозна обољења 
биљака фамилије Cucurbitaceae, описано је 7 економски најзначајнијих фитопатогених 
бактерија у свету, а и у нас: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, проузроковач угласте 
пегавости лишћа краставца; Acidovorax citrulli, проузроковач бактериозне мрљавости 
плода лубенице; Xanthomonas cucurbitae, проузроковач бактериозне пегавости тикава; 
Erwinia tracheiphila, проузроковач бактериозне увелости краставца; Pseudomonas 
syringae pv. syringae, проузроковач бактериозне пегавости и увелости зељастих биљака 
и рак-рана и бактериозног изумирања воћака; Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum, проузроковач бактериозне влажне трулежи и Serattia marcescens, 
проузроковач жутила врежа (енг. Cucurbit yellow vine disease, CYVD). 

Обрадом литературних извора истакнути су подаци о историјату појаве обољења, 
распрострањености патогена, епидемиологији и симптоматологији. Као 
најпроучаванија врста наведена је бактерија P. s. pv. lachrymans. Врста A. citrulli 
представља један од најагресивнијих патогена лубенице и диње. Забележени су велики 
губици у производњи широм света. Ова бактерија у Србији, као и на подручју 
Европске и медитеранске организације за заштиту биља (EPPO), има карантински 
статус и налази се на листи IA, I део. Упркос томе, у лето 2014. године присуство 
бактерије утврђено је на подручју Срема. X. cucurbitae је значајан проузроковач 
бактериозне пегавости тикава у САД. Бактериозна увелост краставца се убраја у 
најзначајнија обољења у источном делу САД. У Србији проузроковач увелости E. 
tracheiphila није до сада изолована, упркос тврдњама произвођача да су у појединим 
годинама уочавали симптоме обољења у производњи.  

Врсту P. s. pv. syringae, проузроковача бактериозне пегавости и увелости зељастих 
биљака и рак-рана и бактериозног изумирања воћака, карактеришу велика 
распрострањеност и полифагни карактер. У условима погодним за настанак инфекције, 
ова бактерија може проузроковати велике губитке у производњи различитих врста 
зељастих и дрвенастих биљака. P. c. subsp. carotovorum, проузроковач бактериозне 
влажне трулежи, редовно се среће у производњи коренасто-кртоластих биљака. Често 
се може изоловати из ускладиштених биљних делова. Обољење жутила врежа, 
проузроковано фитопатогеном бактеријом S. marcescens, први пут је забележено у 
Оклахоми, Тексас (САД) 1988. године. Бактерија се преноси вектором Anasa tristis, 
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чији домаћин могу бити све биљке фамилије Cucurbitaceae. Ипак, обољење се најчешће 
уочава на биљкама тикве и бундеве. Губици у производњи могу бити и 100%. 
Успостављање правилне дијагнозе отежава појава неспецифичних симпома и продора 
опортунистичких патогена у већ ослабљену биљку. S. marcescens у Србији до сада није 
детектована.  

 
Радна хипотеза. Полазна претпоставка овог истраживања је да су у Србији 

присутне различите врсте бактерија проузроковачи обољења биљака фамилије 
Cucurbitaceae. Иако у последњих неколико година није било значајнијих губитака у 
производњи, подаци из других земаља говоре да губици проузроковани фитопатогеним 
бактеријама могу достићи велике размере. Стога је било неопходно утврдити 
присуство бактерија на биљкама фамилије Cucurbitaceae у Србији и извршити њихову 
идентификацију. Услед интензивне размене пољопривредних производа и семенског 
материјала, у многим земљама долази до појаве карантинских врста фитопатогених 
бактерија. Постављена је хипотеза да је у Србији присутна једна од карантинских врста 
бактерија, чије присуство би требало утврдити вишегодишњим праћењем појаве 
карактеристичних симптома на биљкама фамилије Cucurbitaceae широм земље, 
изолацијом и идентификацијом изоловане бактерије. Познато је да се већина патогена 
преноси семеном, па су у истраживања уведене нове методе детекције бактерија у 
семену. Такође, претпостављено је да постоје разлике у отпорности врста фамилије 
Cucurbitaceae, као и појединих сорти у оквиру врста, према патогеним бактеријама 
присутним у нас. Постављена је хипотеза да поједина хемијска једињења имају 
бактерицидно дејство према бактеријама изолованим из оболелих биљака у оквиру 
овог истраживања. Такође, претпостављено је да може постојати отпорност појединих 
сојева према овим бактерицидима. Стога је проучено дејство ових бактерицида и 
утврђена могућност њихове примене у заштити биља. Такође, проверена је и 
претпоставка да у природи постоје агенси погодни за биолошку заштиту од бактерија.  

 
Материјал и методе рада. Методе истраживања, примењене у оквиру ове 

докторске дисертације, представљене су у 13 потпоглавља. У потопоглављу Обилазак 
терена и прикупљање материјала, наведено је да су узорци оболелих биљака фамилије 
Cucurbitaceae прикупљени у периоду 2013 - 2016. године из различитих локалитета у 
Србији.    

Потпоглавље Изолација патогена из биљног материјала обухвата поступак 
изолације бактерија из биљног материјала, начине одржавања и чувања изолованих 
сојева у колекцији фитопатогених бактерија, као и табеларни приказ изолованих и 
контролних сојева проучаваних у дисертацији. 

У потпоглављу Изолација патогена из земљишта, такође је описан поступак 
изолације бактерија ради провере презимљавања патогена у земљишту, како би се 
проучиле епидемиолошке карактеристике.  

У оквиру потпоглавља Одржавање и чување изолованих сојева описана су 2 начина 
чувања изолованих сојева: а) краткотрајно чување, у радној колекцији, у виду водене 
суспензије при 4-7°C и б) дугорочно чување у подлози од хранљивог бујона са 30% 
глицерола у криоепруветама при -80°C. За потребе проучавања карактеристика сојева 
кроз различите тестове, бактерије су одржаване на хранљивим подлогама при 27°C, у 
термостату.  

У потпоглављу Патогене одлике сојева описана су проучавања способности сојева 
да проузрокују хиперсензитивну реакцију листа дувана, као и провера патогености 
сојева инокулацијом различитих врста фамилије Cucurbitaceae. 
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Потпоглавље Морфолошке и одгајивачке особине садржи методе за проучавање  
бактериолошких карактеристика сојева, као што су реакција по Граму, изглед и развој 
колонија на различитим подлогама, развој при 41°C, као и способност сојева да 
стварају зелени флуоресцентни пигмент на Кинговој подлози Б. 

Група сојева, прелиминарно сврстана у род Pseudomonas, диференцирана је 
применом LOPAT тестова, који су описани у оквиру истоименог потпоглавља. Ови 
тестови обухватају 5 реакција: стварање левана, активност оксидазе, трулеж кришки 
кромпира, активност аргинин-дехидролазе и хиперсензитивну реакцију дувана. 

Потпоглавље Биохемијско-физиолошке одлике сојева обухвата методе за проучавање 
следећих одлика сојева: активност каталазе, стварање киселине из арабинозе, сахарозе, 
манитола, сорбитола и инозитола, редукција нитрата, оксидативно-ферментативни тест 
и стварање честица леда (енг. Ice Nucleation Activity - INA). 

Идентификација патогена анализом ДНК описана је у потпоглављу Молекуларне 
методе проучавања патогена. Сојеви су детаљније проучени применом различитих 
PCR метода (конвенционални, rep-PCR, секвенциона анализа 16S rRNK гена, анализа 
мултилокусних секвенци - МLSA). Такође, извршено је секвенцирање, склапање и 
анотација генома једног соја. 

У десетом потпоглављу, за репрезентативне сојеве изоловане у оквиру овог 
истраживања, проучен је спектар домаћина међу различитим врстама фамилије 
Cucurbitaceae.  

У потпоглављу Осетљивост сортимента према A. citrulli, проверена је осетљивост 
сортимента лубенице. Огледом су обухваћене најзаступљеније сорте у нас: роса, 
crimson sweet, top gun, bonta, delta и talisman. 

Такође, проучена је осетљивост сојева у in vitro условима према различитим 
концентрацијама једињења на бази бакра (бакар-хидроксид, бакар-оксихлорид) и 
антибиотицима (стрептомицин-сулфат и касугамицин), што је описано у потпоглављу 
Осетљивост сојева бактерија према бактерицидима. 

У последњем потпоглављу Специфичност бактериофага према изолованим 
сојевима A. citrulli, проучена је специфичност 12 сојева бактериофага према 32 соја A. 
citrulli. Специфичност је проучавана у циљу карактеризације сојева фага, као и 
потенцијалне примене у биолошкој контроли патогена. 

 
Резултати. Резултати истраживања јасно су представљени у оквиру 11 потпоглавља. 

Уз прегледне табеле, слике и прецизна тумачења, читалац може да прати ток 
спроведених истраживања.  

У оквиру првог потпоглавља Обилазак терена и симптоми обољења, представљени 
су подаци о локалитетима са којих је прикупљен биљни материјал, описани типови 
симптома и врсте биљног материјала из којег је вршена изолација бактерија. 
Докторанд наводи да је за даљи рад одабрао 63 репрезентативна соја. 

У наредном потпоглављу Изолација патогена описани су типови колонија 
изолованих бактерија на подлози од хранљивог бујона и агара (НА). На основу тог 
критеријума сојеви су разврстани у 3 групе.  

Потпоглавље Патогене одлике сојева обухватило је резулатате провере способности 
сојева да проузрокују хиперсензитивну реакцију дувана, као и теста патогености на 
биљци домаћину. Сви проучавани сојеви, осим два изолована из оболелих плодова 
лубенице, проузроковали су хиперсензитивну реакцију листа дувана и карактеристичне 
симптоме на котиледонима тест биљака.  

У потпоглављу Диференцијација рода фитопатогених бактерија, истакнуто је да 
сви проучавани сојеви припадају групи Грам-негативних бактерија, али да се 
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поређењем изгледа колонија на подлози НА са контролним сојевима, могу разврстати у 
следеће родове фитопатогених бактерија: Acidovorax, Pseudomonas и Pectobacterium.  

Потпоглавље Идентификација представника врсте A. citrulli садржи опис: 
морфолошких и одгајивачких карактеристика, биохемијско-физиолошке одлике и PCR 
анализу сојева A. citrulli. Резултати проучавања су показали да се сојеви развијају при 
41°C, што представља један од диференцијалних тестова за припаднике ове врсте. 
Такође, припадају групи нефлуоресцентних, оксидаза позитивних бактерија. Не 
стварају леван на подлози обогаћеној сахарозом (NAS), а на YDC подлози су испољили 
исте особине као и позитивна контрола. У погледу биохемијско-физиолошких особина, 
сојеви поседују следеће карактеристике: стварају ензим каталазу, разлажу арабинозу, 
али не сахарозу и сорбитол. Не редукују нитрате, нити стварају пектолитичке 
ферменте. Проучавани сојеви, као и контролни сој A. citrulli, не метаболишу аргинин. 
Молекуларна анализа сојева A. citrulli је потврдила идентитет изолованих сојева. 
Примењен је конвенционални PCR тест са прајмерима BX-L1/BX-S-R2, специфичним 
за врсту A. citrulli. Код свих проучаваних сојева, дошло је до умножавања специфичног 
фрагмента, величине 279 bp. Такође, како би се утврдио генетички диверзитет међу 
сјевима, изведена је Rep-PCR анализа. Иако је испољена потпуна хомогеност сојева, у 
BOX-PCR профилу једног соја умножен је фрагмент који није уочен код осталих 
сојева. Применом секвенционе анализе 16S rRNK гена, утврђен је висок степен 
идентичности (100%) изолованих сојева са сојевима А. citrulli пореклом из Кине, 
Америке и Тајланда.  

У потпоглављу Идентификација представника рода Pseudomonas, описани су 
резултати метода примењених у идентификацији изолованих сојева. У оквиру 
Морфолошких и одгајивачких особина сојева рода Pseudomonas, наводи се да на 
подлози НА пораст колонија сојева сврстаних у овај род одговара изгледу колонија 
соја P. s. pv. syringae. У тесту стварања флуоресцентног пигмента, што је један од 
диференцијалних тестова за представнике рода Pseudomonas, сојеви су испољили 
хетерогеност. Резултати LOPAT тестова показују да од 28 проучаваних сојева, 26 
образује леван позитивне колоније. Сојеви не испољавају активност оксидазе, нити 
проузрокују трулеж кришки кромпира. Метаболизам аргинина је негативан, али сви 
проузрокују хиперсензитивну реакцију дувана. Овакви резултати указују на 
припадност сојева врсти P. s. pv. syringae. Такође, на основу испољених особина, сви 
сојеви осим два леван негативна (KFB 389 и KFB 401), смештени су у Ia LOPAT групу. 
Сојеви KFB 389 и KFB 401 припадају II LOPAT групи.  

Проучавањем Биохемијско-физиолошких одлика сојева рода Pseudomonas, извршена 
је даља диференцијација сојева. Сви сојеви разлажу сахарозу, манитол, сорбитол и 
инозитол, али не и арабинозу, нити редукују нитрате у нитрите. Такође, глукозу 
разлажу у аеробним условима, односно испољавају оксидативни метаболизам глукозе, 
као и контролни сој P. s. pv. syringae. У оквиру истраживања проучена је способност 
сојева да при -4 ºC стварају честице леда (INA). Од 28 тестираних сојева, 24 је 
испољило способност стварања честица леда.  

Применом PCR анализе сојева рода Pseudomonas за детекцију гена за синтезу 
сирингомицина помоћу специфичних прајмера Syr B1/B2, умножен је фрагмент 
величине 752 bp, као и код соја P. s. pv. syringae, коришћеног као позитивна контрола. 
Изузетак су били сојеви KFB 389 и KFB 401, код којих није дошло до умножавања 
фрагмента наведене величине. Применом Rep-PCR анализе BOX прајмерима, 
издвојено је 15 сојева који су даље проучени МLSA методом. Обзиром да су сојеви 
KFB 389 и KFB 401 испољили разлике са осталим проучаваним сојевима, урађена је 
анализа 16S rRNK гена у циљу њихове идентификације. Резулатати анализе су 
показали да ова два соја припадају врсти P. viridiflava. 
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У потпоглављу Идентификација сојева рода Pectobacterium, приказани су 
резулатати тестова за идентификацију сојева који су прелиминарно сврстани у род 
Pectobacterium. Ови сојеви поседују пектолитичке ферменте, чија активност 
проузрокује трулеж кришки кромпира, редукују нитрате, поседују оксидативно-
ферментативни метаболизам глукозе, као и контролни сој P. c. subsp. carotovorum. 
Метаболизам аргинина је био негативан, као и стварање киселине из сахарозе, 
сорбитола и инозитола. У циљу диференцијације сојева рода Pectobacterium до нивоа 
подврсте примењена је и секвенциона анализа 16S rRNK гена. Резултати анализе 
указали су да три проучавана соја (KFB 392, KFB 394 и KFB 395) припадају P. c. subsp. 
brasiliense. 

Резултати биохемијско-физиолошких тестова за све изоловане сојеве у оквиру овог 
истраживања, представљени су у прегледним табелама.  

У потпоглављу Екстракција ДНК наведено је да су се сва 4 примењена начина 
екстаркције показала ефикасним за добијање ДНК доброг квалитета. У оквиру MLSA 
анализе, наведено је да су умножени унутрашњи фрагменти 4 конститутивна гена за 15 
репрезентативних сојева рода Pseudomonas. Сирове секвенце су обрађене и упоређене 
са секвенцама доступним у NCBI и PAMBD бази. Анализом су обухваћени и сојеви 
изоловани из биљака фамилије Cucurbitaceae у САД, као и репрезентативни сојеви из 
различитих светских колекција. Конструкцијом филогенетског стабла, уочено је да 
сојеви пореклом из Србије припадају геномској врсти 1, P. syringae sensu stricto, у 
оквиру филогенетске групе 2b као и сојеви из САД. Иако су се сојеви KFB 396 и KFB 
397 груписали са врстом P. s. pv. aptata, „bootstrap“ вредност је изузетно ниска, стога се 
не може са сигурношћу тврдити о припадности овој врсти. Такође, лубеница није 
типичан домаћин овог патогена. Сојеви KFB 373 и KFB 379 испољили су висок степен 
сличности са P. s. pv. atrofaciens. Међутим, према подацима из литературе, постоји 
претпоставка да су P. s. pv. atrofaciens и P. s. pv. syringae исти патоген, имајући у виду 
сличности у погледу биохемијско-физиолошких и патогених одлика. Сој KFB 381 
испољио је висок степен сличности са сојевима изолованим у САД, Француској и 
Аустралији. Резулатати секвенцирања читавог генома овог соја показали су да степен 
нуклеотидне сличности са сојевима у САД износи 99,96-99,99%, што је описано у 
потпоглављу Секвенцирање генома бактерије, склапање и анотација. Претпоставља се 
да је патоген доспео код нас путем зараженог семена.  

У потпоглављу Real-time PCR детекција патогена у семену лубенице истакнут је 
значај детекције патогена у семену биљака. Из тог разлога, у Лабораторију за 
фитобактериологију Пољопривредног факултета у Београду, уведена је у примену ова 
метода као једна од најсавременијих и најпрецизнијих. Резултати детекције су 
показали да је примењена метода поуздана и ефикасна.  

Имајући у виду да врста A. citrulli припада групи економски најзначајних патогена 
лубенице у свету, проучен је спектар домаћина међу врстама фамилије Cucurbitaceae. 
Резултати огледа указују да су лубеница, диња и краставац изузетно осетљиви према A. 
citrulli, док су бундева и тиквица нешто отпорније.  Такође, представљени су резултати 
осетљивости сортимента лубенице према врсти A. citrulli. Тестиране су сорте које се 
највише гаје у нашој земљи. Ниједна тестирана сорта није испољила отпорност према 
овом патогену. 

У потпоглављу Осетљивост сојева према бактерицидима, истакнуто је да постоје 
разлике у погледу осетљивости сојева на различита хемијска једињења. При 
концентрацији од 50 ppm стрептомицин-сулфата, од укупног броја тестираних, код пет 
сојева је уочен слаб развој појединачних колонија, док је на остале та концентрација 
деловала инхибиторно. На подлози са 100 ppm бакар-хидроксида, дошло је такође до 
разлике у осетљивости проучаваних сојева. Ипак, концентрација од 200 ppm је 
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зауставила развој свих осим сојева KFB 368 и KFB 393. Сојеви су испољили највећу 
осетљивост према бакар-оксихлориду. На подлози са 200 ppm бакар-оксихлорида није 
дошло да развоја ниједног бактеријског соја. Добијени резулатати су престављени 
табеларно и сликама.  

У потпоглављу Специфичност бактериофага према изолованим сојевима A. citrulli, 
представљени су резултати проучавања осетљивости ових сојева према 12 сојева 
бактериофага. Фаги су лизирали 30 од 32 тестирана соја наведене бактерије.    

 
Дискусија. Резултати истраживања дискутовани су уз сажета тумачења и 

повезивани са истраживањима раније спроведеним у свету, али и у нас. Истакнуто је да 
у појединим крајевима наше земље, биљке фамилије Cucurbitaceae представљају 
основни извор прихода многих породица. Висок принос и зараду често угрожавају 
различити абиотски и биотски фактори. Фитопатогене бактерије заузимају важно 
место међу проузроковачима обољења биљака фамилије Cucurbitaceae. У току 
трогодишњег обиласка усева прикупљени су симптоматични узорци биљног 
материјала, из ког су изоловани сојеви бактерија. За даљи рад одабрано је 63 соја 
бактерија.  

Да одабрани сојеви припадају патогеним бактеријама потврђено је тестовима 
патогености. Изузетак су била два соја изолована из оболелих плодова лубенице.  
Докторанд наводи да у литератури постоје подаци о постојању непатогених сојева A. 
citrulli, па је настављен рад на њиховој идентификацији.  

Праћењем пораста колонија на различитим хранљивим подлогама и поређењем 
њиховог изгледа са контролним сојевима, изоловане бактерије су прелиминарно 
груписане у три рода: Acidovorax, Pseudomonas и Pectobacterium. Најбројнију групу од 
32 соја  формирали су они који су испољили карактеристике идентичне контролном 
соју A. citrulli.  Идентитет сојева потврђен је и биохемијско-физиолошким и 
молекуларним тестовима, чији су резултати такође указивали на припадност 
изолованих сојева врсти A. citrulli. Проучавањем диверзитета популације, утврђено је 
да сви изоловани сојеви припадају популацији заједничког порекла, доспелој 
највероватније увозом зараженог семена.  

За идентификацију сојева сврстаних у род Pseudomonas, коришћено је више 
критеријума. Од 28 сојева 26 је смештено је у Ia групу на основу резултата LOPAT 
тестова и умножавања гена за синтезу сирингомицина. Два соја, који не поседују ген за 
стварање наведеног токсина и који не стварају леван, смештени су у II LOPAT групу. 
Поједини сојеви Ia групе одступају у погледу способности да стварају флуоресцентни 
пигмент и честице леда при температури -4 °C. Слични изузеци су раније описани у 
литератури. За два соја која су смештена у II групу на основу LOPAT тестова, проучена 
је рибозомална ДНК. Поређењем добијених секвенци са секвенцама из базе података, 
утврђено је да ови сојеви припадају врсти P. viridiflava. У домаћој литеартури, до сада 
није било саопштења о појави обољења биљака фамилије Cucurbitaceae, 
проузрокованог овом бактеријом. Следећи корак у проучавању сојева Ia групе, била је 
примена Rep-PCR методе и BOX прајмера.  На основу добијених генетичких профила, 
одабрано је 15 сојева за даље проучавање. Примењена је MLSA анализа, умножавањем 
унутрашњих фрагмената 4 конститутивна гена. Испоставило се да сојеви изоловани из 
тикава у Србији припадају геномској врсти 1, P. syringae sensu stricto, у оквиру исте 
филогенетске групе 2b. Поједини сојеви су се груписали са P. s. pv. aptata и P. s. pv. 
atrofaciens, али с обзиром на ниску „bootstrap“ вредност, спектар домаћина патогена и 
литературне податке, не може се са сигурношћу тврдити о поузданости оваквих 
резултата. Занимљив резулатат представља висок степен сличности између сојева 
изолованих у Србији, САД, Француској и Аустралији. Сој KFB 381 испољио је 100% 
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„bootstrap“ вредност са сојевима изолованим на Флориди, који су претходно 
идентификовани као P. s. pv. syringae. Проучавање диверзитета бактерија изузетно је 
важно за разумевање структуре популације, утврђивање разлика у популацији 
патогена, ширења на удаљена географска подручја, а самим тим и праћења кретања 
патогена.  

На основу испољених карактеристика, 3 соја су смештена у род Pectobacterium. 
Применом секвенционе анализе 16S rRNK гена, показано је да ови сојеви припадају 
врсти P. c. subsp. brasiliense, чије присуство до тада није забележено на територији 
Србије.  

 
Детекција карантинске врсте A. citrulli унела је немир међу произвођаче у Србији. 

Подаци из литературе говоре да бактериозна мрљавост плода представља једно од 
најозбиљнијих обољења лубенице и диње широм света. Стога је проучен спектар 
домаћина сојева A. citrulli и отпорност сортимента лубенице. Резултати су показали да 
осим лубенице, и друге врсте фамилије Cucurbitaceae могу бити домаћини овог 
патогена. Такође, ниједна од тестираних сорти лубенице није испољила отпорност 
према патогену. Овакви резултати су забрињавајући, имајући у виду да би се 
инфекција лако могла проширити и на сродне врсте у производњи.  

С обзиром да инфекција примарно потиче из зараженог семена, неопходно је 
поуздано утврдити присуство патогена. Стога се интензивно ради на усавршавању 
метода детекције патогена у семену. Током реализације програма дисертације 
докторанд је у лабораторијску праксу увела и нову методу детекције бактерија у 
биљном материјалу real-time PCR, која пружа већу поузданост и осетљивост. Визуелни 
преглед у стакленицима где се гаји велики број биљака је знатно отежан, па се не може 
са сигурношћу тврдити да ли је патоген присутан или не. Епидемиологија обољења је 
таква да се процес инфекције услед неповољних услова може зауставити, али исто тако 
и наставити током целе сезоне, све до саме бербе плодова. Најчешће симптоми 
инфекције бивају запажени тек у фази физиолошке зрелости плодова, јер су тада и 
најуочљивији. Долази до пуцања коре и размекшавања унутрашњости плода. Овакви 
плодови потпуно губе комерцијалну вредност. Од момента прве детекције 2014. 
године, када су забележени значајни губици у производњи, бактериозна мрљавост се 
спорадично појављивала три узастопне године у Србији. Појава обољења је углавном 
била локалног карактера.  

Иако врста P. s. pv. lachrymans представља једну од најзаступљенијих и 
најпроучаванијих широм света, у оквиру овог истраживања није изолован ниједан сој 
P. s. pv. lachrymans. Дуго се претпостављало да свака појава пегавости на биљкама 
фамилије Cucurbitaceae има везе са овом бактеријом, међутим најновији резултати 
показују да и други патогени варијетети врсте P. syringae проузрокују појаву истих 
симптома, као што је случај и у овом истраживању. Међутим, сојеви P. s. pv. syringae 
нису испољили високу вирулентност на тестираним биљкама лубенице и диње. Наиме, 
симптоми су били спорадични, ограничени углавном на обод листа. 

Врсте рода Pectobacterium се често налазе на сочним органима различитих врста 
биљака. За три соја, проузроковача влажне трулежи, изолована у овом раду, 
испоставило се да припадају врсти P. c. subsp. brasiliense, чије присуство до сада није 
забележено на територији Србије. Сој KFB 392 изолован је из уљане тикве произведене 
из семена пореклом из Аустрије. Већ следеће године, аустријски истраживачи бележе 
појаву овог патогена први пут на територији те земље. Овакви подаци указују на 
могуће преношење патогена путем зараженог семена. Међутим, патоген је наредне 
године у Србији изолован из биљног материјала прикупљеног са локалитета који је 
просторно удаљен од места првог налаза. Сматра се да је мало вероватно да се патоген 
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за кратко време могао проширити на тако велику удаљеност. Вероватније објашњење 
ове појаве јесте да је врста P. c. subsp. brasiliense присутна на ширем подручју Србије. 
Такође, рекласификација рода извршена је у скорије време, а у нас није било 
детаљнијих молекуларних истраживања о подврстама ове бактерије.  

Присуство врсте E. tracheiphila званично није потврђено на територији наше земље, 
упркос наводима појединих произвођача о појави симптома који су указивали на 
потенцијално присуство патогена. Такође, присуство врста X. cucurbitae и Serratia 
marcescens до сада није детектовано у нас. 

С обзиром да контрола бактериозних обољења представља прави изазов у заштити 
биља, у последње време, све више се посвећује пажња биолошкој контроли патогена. 
Бактериофаги заузимају значајно место у групи биолошких агенаса, али проблем и 
даље представља формулација која би нашла примену у пољопривредној производњи. 
Резулати теста специфичности 12 сојева бактериофага, проучаваних у оквиру овог 
истраживања, су охрабрујући. Наиме, од 32 тестирана соја бактерије A. citrulli, само 2 
соја су испољила резистентност према фагима, што указује на могућност употребе 
бактериофага у билошкој контроли патогена али и опасности од ширења резистентних 
сојева.  

Такође, проучавањем дејства бактерицида и антибиотика на развој бактеријских 
ћелија, није установљена резистентност сојева, али је уочена разлика у осетљивости, 
што такође указује на могућност развоја отпорности бактерија на поједина једињења 
бакра и антибиотике. 

Обзиром да се већина патогена преноси зараженим семеном, основна мера заштите 
од бактериоза биља јесте употреба декларисаног семена и здравствено исправног 
расада. Међутим, докторанд наводи да методе детекције патогена у биљном материјалу  
могу бити ограничене у погледу осетљивости и специфичности, па постоји могућност 
да патоген доспе у производњу у пољу. Стога је неопходна стална контрола и 
елиминисање свих биљака чији изглед указује на могуће присусутво патогена. 
Неопходно је водити рачуна о објектима за производњу, редовно проветравати 
просторије, вршити дезинфекцију радних површина и алата. Иако епидемиологија 
многих фитопатогених бактерија није до краја проучена, сигурно је да оболели биљни 
остаци представљају начин одржавања патогена из сезоне у сезону. Примена 
плодореда је важна мера у заштити биља, као и употреба нових, отпорнијих 
генотипова. С обзиром да тренутно нема довољно ефикасних регистрованих препарата 
за примену у заштити од бактериозних обољења, стратегија заштите треба да буде 
заснована на превенцији.  

 
 Закључци. Закључци су правилно изведени и у потпуности произилазе из 

добијених резултата истраживања. 
У периоду од 2013-2016. године, на територији Републике Србије, из биљака 

фамилије Cucurbitaceae, изоловани су сојеви патогених бактерија које припадају 
родовима Acidovorax, Pseudomonas и Pectobacterium. Карантинска врста A. citrulli по 
први пут је детектована у нашој земљи у лето 2014. године. Као проузроковач 
пегавости лишћа биљака фамилије Cucurbitaceae, идентификована је врста P. syringae 
sensu stricto. Такође, према досадашњим сазнањима, по први пут је званично 
забележено присуство врсте P. c. subsp. brasiliense на овим биљкама  у Србији.  

Резултати истраживања указују да су нове врсте бактерија у Србију доспеле 
највероватније прометом зараженог семена. Закључено је да сојеви A. citrulli имају 
широк спектар домаћина међу врстама фамилије Cucurbitaceae у Србији. На основу 
испољеног интензитета инфекције, најосетљивији домаћини су лубеница, краставац и 
диња, док су бундева и тиквица мање остељиве. У погледу осетљивости сортимента, 
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све тестиране сорте лубенице испољиле су висок степен осетљивости према A. citrulli. 
Од 32 соја A. citrulli, 30 сојева је испољило осетљивост према бактериофагима 
специфичним за ову врсту.  

 
Литература. У дисертацији је наведено 140 референци, од чега 18 домаћих и 122 

страних аутора, које представљају избор најзначајнијих радова објављених у овој 
области. Цитиране референце обухватају широк спектар извора литературе, што 
указује на темељно проучену проблематику од стране кандидата. Избор литературних 
извора је актуелан, а цитирање је изведено на правилан начин. 

 
 

2. ЗАКЉУЧАК И ПРЕДЛОГ 
 

Докторска дисертација Невене Златковић, дипл. инж., под насловом: “Детекција и 
идентификација бактерија паразита биљака фамилије Cucurbitaceae класичним и 
молекуларним методама“ представља оригиналан истраживачки рад од научног и 
практичног значаја. Спроведеним истраживањима испуњен је план наведен у пријави 
теме докторске дисертације. 

Резултати истраживања ове докторске дисертације представљају допринос 
проучавању бактериоза биљака фамилије Cucurbitaceae у нашој земљи. Научни значај 
огледа се у примени различитих класичних и молекуларних метода у детекцији 
идентификацији неколико врста бактерија. Увођењем у лабораторијску праксу нове 
методе детекције патогена у семену - real-time PCR, постављен је оквир за развој и 
стандардизацију протокола за брзу, осетљиву и поуздану детекцију и идентификацију 
бактерија. У раду су примењене неке од најсавременијих молекуларних метода за 
проучавање генетичких карактеристика сојева, што доприноси бољем познавању 
диверзитета и порекла популације изолованих бактерија. Врста А. citrulli је по први пут 
детектована на територији Републике Србије у лето 2014. године. Откривање појаве 
карантинских патогена има вишеструки значај како за домаћу науку, познавање 
састава и проучавање популације биљних патогена, тако и за производњу и заштиту 
биљака. Подаци о способности сојева да заразе и друге врсте осим лубенице, као и 
осетљивост најзаступљенијих сорти лубенице, битне су за разумевање епидемиологије 
патогена, његовог спектра домаћина и ризика у производњи.  

Сродност изолованих сојева P. s. pv. syringae са сојевима пореклом из САД, 
Француске и Аустралије је од посебног значаја за разумевање епидемиологије 
обољења, односно указује на могућност ширења патогена на велике удаљености 
упркос фитосанитарним препрекама. Такође, по први пут у Србији је идентификована 
врста P. c. subsp. brasiliense као проузроковач влажне трулежи биљака фамилије 
Cucurbitaceae. Ипак, сматра се да је овај патоген од раније присутан у нашој земљи, али 
га није било могуће идентификовати расположивим методама. Осим овог патогена, 
Pseudomonas viridiflava није до сада описан као патоген тикава у Србији, што такође 
представља научни допринос познавању популације фитопатогених бактерија у нас. 

Од посебног практичног значаја су резултати теста патогености и спектра домаћина, 
као и тест осетљивости проучаваних сојева према бактерицидима и бактериофагима, 
који указују на потенцијалну штетност појединих бактерија и одређују оквире 
програма заштите осетљивих биљака. Правилним избором метода коришћених у 
оквиру овог истраживања, кандидат је адекватно и у потпуности проверио постављене 
хипотезе и остварио задатак, односно циљ истраживања. Дисертација је написана 
јасно, резултати су конкретно објашњени и дискутовани. Тумачења резулатата су 
научно утемељена,  а  поређење  са  подацима  у  литератури је адекватно. Током 
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израде докторске дисертације, кандидат је саопштио и објавио већи број радова 
заснованих на резултатима истраживања.   

Имајући у виду остварене резултате, Комисија позитивно оцењује докторску 
дисертацију кандидата Невене Златковић, дипл. инж., под насловом: “Детекција и 
идентификација бактерија паразита биљака фамилије Cucurbitaceae класичним и 
молекуларним методама“  и предлаже Наставно-научном већу Пољопривредног 
факултета, Универзитета у Београду, да ову позитивну оцену усвоји и тиме омогући 
кандидату да пред истом Комисијом јавно брани докторску дисертацију. 

 
 
                                      Чланови Комисије: 
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