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1. UVOD 
 

Malina (Rubus idaeus L.) je jedna od najznačajnijih vrsta jagodastih voćaka na 

prostoru Republike Srpske. Među voćkama se nalazi na 24. mjestu po proizvodnji u svijetu, 

tako da poslije jagode i crne ribizle, malina predstavlja najznačajnije jagodasto voćke 

(Nikolić i Milivojević, 2010). Malina je voćka sjeverne zemljine polulopte. Najveći gen 

centri ove biljke nalaze se u Aziji i Sjevernoj Americi (Mišić, 1998).  

Malina potiče iz Male Azije. Bila je bila poznata starim Grcima i Rimljanima kao 

divlja biljka. Njene plodove brali su po šumama, koristili za jelo i kao lijek (Nikolić i 

Milivojević, 2010). Postoji grčki mit prema kojem je malina Zevsu spasila život kad je bio 

dijete tako što ga je njegova majka sakrila iza žbunja maline jer je tadašnji vrhovni bog Kron, 

njegov otac, htio da ga ubije. Plinije Stariji (Gaius Plinius Sekundus Maior, 23-79 godina 

nove ere) navodi da je obilje maline raslo na planini Ida (oko 1 900 m n.v.) na sjevero-zapadu 

Male Azije, u blizini starog grada Troje, u staroj Grčkoj. Otac moderne botanike, Karl Line u 

svom djelu Historia Naturalle oslanja se na navode rimskog prirodnjaka Plinija Starijeg i po 

ovoj planini 1753. godine daje latinsko ime crvenoj malini, Rubus idaeus L. (Mišić, 1998).  

U četvrtom vijeku nove ere, rimski pisac Palladius u knizi De re rustica (O 

poljoprivredi) pominje malinu kao baštensku biljku (Mišić, 1998). Prvi pouzdan primjer 

gajenja maline potiče iz 1548. godine. Tada engleski botaničar Turner navodi da se malina 

gaji u nekim vrtovima u Engleskoj (Mišić, 1998). U srednjem vijeku malina se počinje 

koristiti u medicinske svrhe i kao boja, a mogli su je koristiti samo bogati ljudi.  

Prve pitome sorte maline su nastale somatskim mutacijama, selekcijom, prirodnim i 

planskim ukrštanjem divljih vrsta. Prve sorte maline, u pravom smislu te riječi, stvorene su 

početkom 17. vijeka. Danas svjetska pomološka nauka poznaje više od 1100 sorti različitih 

biološko-privrednih osobina (Petrović i Milošević, 2002).  

Zbog ekonomskog značaja ove vrste voćaka, intenzivno se radi na stvaranju novih i 

poboljšanju kvalitativnih osobina postojećih sorti (Petrović i Leposavić, 2009). U drugoj 

polovini 20. vijeka se težilo stvaranju novih, boljih sorti maline (rodnijih, krupnijih, čvršćih 

plodova), otpornih prema nepogodnim abiotskim činiocima sredine i prouzrokovačima 

bolesti, kao i kvalitetnijih plodova, pogodnih za mehanizovanu berbu i smrzavanje (Mišić, 

1998).  

Značajan problem u proizvodnji maline predstavljaju štetni organizmi, posebno 

prouzrokovači bolesti. Bolesti biljaka izazvane fitopatogenim gljivama i pseudogljivama su 

ekonomski i po rasprostranjenosti sve značajnije. Posljednjih godina u ekspanziji su 
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pseudogljive iz roda Phytophthora, naročito u Evropi, koje izazivaju značajne štete na 

brojnim gajenim poljoprivrednim biljkama, ukrasnim, šumskim i divljim vrstama. Vrste 

pseudogljiva iz roda Phytophthora su patogene za više od 100 različitih biljaka domaćina. 

Ove vrste se uglavnom nalaze u zemljištu zbog čega je njihova kontrola izuzetno 

komplikovana.   

Propadanje i sušenje maline dugo je pripisivano drugim uzročnicima propadanja 

maline, kao što su niske zimske temperature ili gušenje korijena u vlažnom zemljištu 

(Duncan et al., 1987). 

U mnogim zemljama vrste roda Phytophthora predstavljaju glavni problem 

proizvodnje maline. Potvrđeno je da distribucija i upotreba zaraženog sadnog materijala iz 

rasadnika predstavlja najbrži način širenja patogena (Duncan et al., 1987). Kada se jednom 

patogen unese u proizvodno područje, može preživjeti dugi niz godina u zemljištu, čak i u 

odsustvu biljaka domaćina (Ivanović i Ivanović, 2004).  

Pravilna dijagnoza je nezaobilazan prvi korak ka uspostavljanju fitosanitarnog 

sistema. Jedino je tako moguće blagovremeno definisati problem, preduzeti mjere kontrole ili 

organizovati brzu i efikasnu eradikaciju u slučaju introdukcije nekog potencijalno opasnog 

patogena.  
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 
U Republici Srpskoj (RS) komercijalna proizvodnja maline ima sve veći porast u 

novije vrijeme. Proizvodnja sadnog materijala maline u rasadnicima Republike Srpske je 

započeta posljednjih dvadesetak godina i od tada ima konstantno povećanje. 

Povećanje proizvodnje maline i porast uvoza sadnog materijala u Republiku Srpsku, 

praćeni su i problemima pojave novih i širenjem postojećeih štetnih organizama. 

Istovremeno sa intenziviranjem komercijalne i rasadničke proizvodnje, počeli su se 

pojavljivati problemi sušenja i propadanja zasada, pa je cilj ovog istraživanja bio da se utvrdi 

uzročnik sušenja maline u Republici Srpskoj.  

Praćenje zdravstvenog stanja maline sprovedeno je u:  

− proizvodnim zasadima  

− rasadnicima.  

Redovne godišnje kontrole sadnog materijala u rasadničkoj proizvodnji se odvijaju 

najmanje 2 puta godišnje, a obavezno je pratiti pojavu prisustva bolesti u rasadniku i u 

matičnjaku. Ovo je veoma važno ako se uzme u obzir da se radi o destruktivnoj bolesti koja 

izaziva ekonomski značajne štete ili čak dovodi do potpunog propadanja zasada maline.  

Česta je pojava da se izdanci iz proizvodnih zasada, koji se odstranjuju u jesen, 

koriste za podizanje novih proizvodnih zasada. Ovakva praksa je veoma loša jer se mogu 

uzeti zaraženi izdanci, čime se pospješuje širenje bolesti. 

Štetni organizmi iz roda Phytophthora prisutni su u cijelom svijetu i izazivaju 

probleme na različitim biljnim vrstama.  

Do sada je identifikovano više od 80 vrsta roda Phytophthora, ali je njihova 

identifikacija i dalje specijalizovan, dugotrajan i težak zadatak. Zbog toga je u mnogim 

slučajevima oboljenja identifikacija izvršena samo do nivoa roda Phytophthora. Korišćenje 

tradicionalnih ključeva za identifikaciju vrsta u okviru roda Phytophthora ima nedostatka 

zbog slabo izraženih razlika i nedovoljno stabilnih makroskopskih i mikroskopskih 

morfoloških karakteristika.  

Vrste roda Phytophthora na malini nisu značajno proučavane u Republici Srpskoj, a 

bolest je registrovana u Evropi i zemljama u okruženju (Srbija, Hrvatska, Slovenija) tako da 

je cilj istraživanja utvrditi pojavu, prisustvo i rasprostranjenost bolesti u našoj zemlji. 
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Ciljevi ovog istraživanja su: 

1. Utvrditi rasprostranjenost Phytophthora spp. u najznačajnijim proizvođačkim 

regionima maline u Republici Srpskoj primjenom konvencionalnih i 

savremenih metoda za identifikaciju vrsta roda Phytophthora; 

2. Na osnovu pouzdanosti korišćenih laboratorijskih metoda, uspostaviti brze, 

efikasne, osjetljive i pouzdane metode za rutinsko testiranje uzoraka na 

prisustvo Phytophthora spp. tokom kontrole rasadničke proizvodnje, kao i 

prilikom uvoza maline; 

3. Uspostaviti dijagnostički protokol zasnovan na morfološkim, patogenim, 

biohemijskim, antigenim i molekularnim osobinama Phytophthora spp., 

izvršiti identifikaciju i  sekvenciranje odabranih izolata; 

4. Konačni cilj je da se na osnovu dobijenih rezultata utvrdi značaj Phytophthora 

spp. u kompleksu propadanja maline u rasadnicima i proizvodnim zasadima 

obuhvaćenog regiona. 
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3. PREGLED LITERATURE 

3.1.  Botanička pripadnost i porijeklo maline   

 
U sistematici biljaka (Prilog 1), malina (Rubus idaeus L.) pripada podrodu Idaeobatus 

W. O. Focke koji obuhvata više od 200 vrsta maline širom svijeta, a 20 vrsta malina ima 

jestiv plod i od njih su nastale plemenite sorte maline (Ellis et al., 1991). Od 21 vrste roda 

Rubus (Tourn.) L. nastale su plemenite sorte maline (Prilog 2). Među njima, najznačajnije su: 

 
1. Crvena malina (Rubus idaeus L.) sa podvrstama: 

  a)  Evropska crvena malina      - R. idaeus spp. vulgatus Arrhen. 

  b) Američka crvena malina      - R. idaeus spp. strigosus Michx. 

2. Crna (američka, kupinolika) malina   - R. occidentalis L. 

3. Purpurna (ljubičasta) malina               - R. neglectus Peck. 

 

3.2. Proizvodnja maline u svijetu 

 
Prema FAO statističkim podacima od ukupno obrađenih podataka 46 zemalja svijeta, 

najveću proizvodnju maline ima Rusija sa 20,7% od ukupne svjetske proizvodnje, a u Evropi 

najveći proizvođač je Poljska sa 16,2% od ukupne svjetske proizvodnje. Srbija zauzima 5. 

mjesto sa 7,8%, dok je Bosna i Hercegovina (BiH) na 7. mjestu, sa 2,8% od ukupne svjetske 

proizvodnje (Grafikon 1). 

 

 
 
Grafikon 1. Prikaz deset najvećih svjetskih proizvođača maline, izvor: FAOSTAT 2016, 
http://www.factfish.com/statistic/raspberriesproductionquantity, datum posjete: februar, 
2018. 
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Prema FAO statističkim podacima, ukupna proizvodnja maline u periodu 2012-2016. 

godine, sa ukupnim proizvodnim površinama i količinom ostvarenih prinosa po jedinici 

površine kod 10 najznačajnijih svjetskih proizvođača je prikazana u Tabeli 1.  

 
Tabela 1. Najveći svjetski proizvođači maline (FAOSTAT, 2016) 

Region 
Ukupna količina proizvodnje po godinama 

(tona) 
Površina 

(ha) 
u 2016. 

Prinos 
(t/ha) 

u 2016. 2012. 2013. 2014. 2015. 2016. 
1. Rusija 133,000 143,000 144,000 137, 800 164,602 21,025 7,829 
2. SAD 76,498 83,280 103,510 119,295 137,829 8,765 15,725 
3. Poljska 127,055 121,040 125,859 79,895 129,063 29,282 4,408 
4. Meksiko 17,009 30,411 35,627 65,388 112,661 6,208 18,147 
5. Srbija 70,320 68,458 61,715 66,176 61,875 11,041 5,604 
6. Ukrajina 30,300 29,510 30,800 30,360 31,920 4,600 6,939 
7. BiH 7,016 9,075 10,613 13,631 22,160 2,647 8,372 
8. Čile 17,515 13,630 13,559 18,498 19,132 4,783 4,000 
9. Španija 12,931 11,703 14,307 16,724 17,808 1,801 9,886 
10. Portugal 3,091 2,757 4,697 12,659 16,972 - 1,697 

   izvor: http://www.factfish.com/statistic/raspberriesproductionquantity, datum posjete: 
            februar, 2018. 

 

Od zemalja koje nas okružuju, Srbija, a naročito zapadna Srbija ima najdužu tradiciju 

proizvodnje maline, a zamrznuta malina je jedan od najznačajnijih izvoznih poljoprivrednih 

proizvoda ovog regiona  (Mišić i Nikolić, 2003).  

 

3.3. Proizvodnja maline u Republici Srpskoj 

 
Proizvodnja sadnog materijala maline u Republici Srpskoj počinje 2000. godine 

(Davidović Gidas et al., 2017), i od tada ova proizvodnja bilježi rast.  

 
 Tabela 2. Podaci širenja proizvodnje maline u RS i količine otkupa ploda  

Godina 
proizvodnje 

Podignuti novi proizvodni zasadi 
(ha) 

Otkupljena količina ploda maline 
(t) 

2012. 12.00 1.113 
2013. 15.00 1.219 
2014. 7.32 1.521 
2015. 29.44 3.064 
2016. 79.02 3.970 

izvor: Arhiva Resora za pružanje stručnih usluga u poljoprivredi RS 
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Povećanje proizvodnje maline može se pratiti kroz povećanje broja registrovanih 

rasadnika, povećanje količine proizvedenog sadnog materijala, kao i povećanje površina pod 

proizvodnim zasadima.  

Prema podacima iz Resora za pružanje stručnih usluga u poljoprivredi Republike 

Srpske prikazanih u Tabeli 2., evidentno je posljednjih godina povećanje površina pod 

proizvodnim zasadima maline. 

 

3.4. Značaj maline kao voćne vrste 

 
Malina je specifična biljka po tome što se njeni vegetativni pupoljci nalaze pod 

zemljom. Na novoformiranim izdancima, koji se razvijaju iz vegetativnih pupoljaka, 

formiraju se generativni pupoljci koji plodonose. Malina ima plitak korijen, gaji se u 

relativno gustom sklopu i ima visoku produktivnost biomase (Mićić i Mićić, 2016).  

U poređenju sa drugim voćnim vrstama, malina ima više prednosti: 1) lako se 

razmnožava izdancima; 2) počinje da rađa u prvoj godini poslije sadnje, a pun rod dostiže u 

trećoj godini; 3) plod dozrijeva u junu i julu, kada na tržištu nema dovoljno svježeg voća; 4) 

dvorodne (remontantne) sorte maline donose i drugi, manji rod u jesen (septembar i oktobar); 

5) rizik od nepovoljnih prirodnih činilaca u proizvodnji maline manji je nego kod drugih 

voćaka, te se nalazi u grupi najrentabilnijih voćnih vrsta (Mišić, 1998).  

Ukupan obim proizvodnje maline u svijetu zaostaje za ukupnom potražnjom, a to se 

posebno odnosi na zamrznuti plod maline prvog kvaliteta (rollend) (Mišić, 1998).  

 

3.5. Specifičnosti proizvodnje sadnog materijala maline 

 
Proizvodnja zdravog i kvalitetnog sadnog materijala predstavlja osnovu uspješne, 

savremene rasadničke proizvodnje, a zadovoljavajući rezultati u uzgoju voća u velikoj mjeri 

zavise od kvaliteta i zdravstvene ispravnosti materijala koji se koristi za njihovu reprodukciju 

(Lučić i sar., 1996; Nikolić i sar., 2006., Ivić i Fazinić, 2011).  

Jedan od faktora za postizanje visokih prinosa i dobrog kvaliteta plodova maline jeste 

korišćenje kvalitetnog, sortnog i zdravog sadnog materijala. Razmnožavanje maline se vrši na 

sljedeće načine: 1) iz matičnjaka, 2) korijenovim reznicama i 3) kulturom tkiva („in vitro“).  

Najkvalitetniji izdanci maline se dobiju iz matičnjaka koji su podignuti od sortno 

čistog i zdravog sadnog materijala, u izdvojenim i zatvorenim prostorima. Matičnjak se može 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   8 
 

formirati na otvorenom polju koje je prostorno izolovano od drugih matičnjaka ili zasada 

maline najmanje 400 m (standardni sadni material).  

Prednost korišćenja korijenovih reznica je ubrzano umnožavanje novostvorenih sorti 

maline. Korijenove reznice se sijeku tako da imaju razvijen najmanje jedan podzemni 

pupoljak, a optimalno je 2-3 pupoljka. Reznice proizvedene na ovakav način treba da imaju 

dobro razvijene žile, sa najmanje 3-4 mm u prečniku.  

Najsavremeniji i najbezbjedniji način proizvodnje sadnog materijala maline je „in 

vitro“ umnožavanje (kultura tkiva) za koju su neophodni laboratorijski uslovi, čime se dobija 

bezvirusni, zdrav i sortno čist sadni materijala visokog rodnog potencijala (Petrović i 

Leposavić, 2016). 

U praksi se malina masovno razmnožava zrelim i zelenim izdancima. Ne preporučuje 

se korišćenje izdanaka maline iz rodnih zasada za podizanje novih zasada, što je zabranjeno i 

zakonom o sjemenu i sadnom materijalu. Ovakav način proizvodnje i korišćenja izdanka 

može dovesti do niza opasnosti kao što su: širenje gljivičnih bolesti i viroza i umnožavanje 

klonova (sijanaca) koji su izgubili pozitivne karakteristike sorte, a postali su klijanjem iz 

sjemena opalih plodova. Iz navedenih razloga, za podizanje novih zasada treba isključivo 

koristiti sadni materijal maline proizveden savremenim načinom, a koji se nalazi pod 

stručnom i zdravstvenom kontrolom ovlašćenih lica od strane Republičkog ministarstva za 

poljoprivredu. 

 

3.6. Propisi u oblasti rasadničke proizvodnje u Republici Srpskoj 

 
Oblast zaštite zdravlja biljaka rasadničke proizvodnje je uređena Zakonom o sadnom 

materijalu („Službeni glasnik Republike Srpske", br. 37/09 i 117/11) i Zakonom o zaštiti 

zdravlja bilja u Republici Srpskoj („Službeni glasnik Republike Srpske", br. 25/09), kao i 

pratećim podzakonskim aktima.  

Zakon o zaštiti zdravlja bilja u Republici Srpskoj („Službeni glasnik Republike 

Srpske", br. 25/09) predviđa obavezu pregleda zdravstvenog stanja sadnog materijala tokom 

proizvodnje, prije stavljanja u promet i prilikom uvoza u Republiku Srpsku, i izdavanja 

potvrde o ispunjavanju fitosanitarnih uslova propisanih ovim Zakonom i propisima. 
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Zakon o zaštiti zdravlja bilja predviđa obavezu donošenja sljedećih podzakonskih 

akata: 

− Pravilnik o ispunjavanju kriterijuma za davanje ovlaštenja ispitnim i 

referentnim fitosanitarnim laboratorijama u oblasti dijagnostike štetnih 

organizama i zaštite zdravlja bilja i načinu izvještavanja; 

− Pravilnik o uslovima i načinu upisa u Registar pružaoca usluga i načinu 

vođenja evidencije; 

− Pravilnik o uslovima, postupcima, načinu određivanja visine naknade štete i 

potrebnoj dokumentaciji za naknadu štete za štetne organizme; 

− Pravilnik o načinu i uslovima za uvoz malih količina bilja, biljnih proizvoda i 

regulisanih objekata („Službeni glasnik Republike Srpske", br. 28/12, od 

26.03.2012. godine); 

− Pravilnik o polaganju stručnog ispita iz oblasti zaštite zdravlja bilja; 

− Pravilnik o načinu vođenja evidencije o unošenju, uzgajanju i korišćenju 

organizama autohtonih i introdukovanih vrsta; 

− Pravilnik o načinu povezivanja baze podataka, kao i načinu prikupljanja i 

korišćenja podataka iz drugih baza podataka; 

− Pravilnik o načinu povezivanja informacionih sistema, uslovima za čuvanje 

evidencija, spiskova i baza podataka (Davidović, 2015). 
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3.7. Bolesti i štetočine maline 

 
Malina, naročito crvena malina (Rubus idaeus L.) je osjetljiva prema 

prouzrokovačima bolesti i štetočinama (Prilog 3, 4 i 5). Najčešći ograničavajući faktor 

uspješnog gajenja i rentabilne proizvodnje voća predstavljaju bolesti izazvane infektivnim 

patogenima (gljive, virusi, viroidi, fitoplazme, bakterije) (Ivić i Fazinić, 2011). Ukoliko se ne 

suzbijaju, mogu pričiniti velike štete, a u nekim slučajevima izazvati potpuno sušenje. Zbog 

toga se malina može uspješno gajiti samo ako se poznaju prouzrokovači bolesti i štetočine, i 

ako se blagovremeno i sistematski djeluje na njenoj zaštiti (Mišić, 1998).  

Trulež korijena ili fitoftoroza maline čiji prouzrokovač pripada grupi pseudogljiva 

(gljivolikih organizama), javlja se u svim značajnim regionima proizvodnje maline u svijetu, 

uključujući Sjevernu Ameriku (Converse and Schwartze, 1968; Wilcox, 1989), Južnu 

Ameriku (Latorre and Muñoz, 1993; Wilcox and Latorre, 2002), Evropu (Duncan et al., 

1987; Graberg, 1994; Heiberg, 1995; Ilieva et al., 1995; Kennedy and Duncan, 1995) i 

Australiju (Washington, 1988).  

 

3.8.   Mjesto pseudogljiva u sistematici 
 

– Domen: Eucaryota 
– Carstvo: Chromista 
– Razdio: Oomycota 

 Pseudofungi 
– Klasa: Oomycetes 
– Red: Peronosporales 
– Familija: Pythiaceae 
– Rod: Phytophthora 

 
Grupa organizama koji prouzrokuju veliki broj značajnih biljnih bolesti, pripadaju 

razdjelu Oomycota ili klasi Oomycetes, svrstani su u pseudogljive, gljivama slične organizme 

ili „niže gljive“. Većina autora ih svrstava u carstvo Chromista, dok ih drugi svrstavaju u 

carstvo Straminipila (Rossman and Palm, 2006), ponekad se navodi kao carstvo 

Stramenopila (Patterson and Sogin, 1992).    

Razdio Oomycota obuhvata više od 800 vrsta koje su saprofiti ili paraziti zemljišnih 

ili vodenih biljaka i životinja. Oomycota je klasifikovana kao posebna grupa sa jedinstvenim 

karakteristikama (Tabela 3) (Rossman and Palm, 2006). Pseudogljive razdjela Oomycota 

uzimaju hranljive materije putem apsorbcije. Kod pseudgljiva micelija stvara septe samo radi 

odvajanja reproduktivne strukture od asimilativnog dijela talusa (Rossman and Palm, 2006).  
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Tabela 3. Razlike između Oomycota iz carstva Chromista i pravih gljiva 

Osobine Oomycota Prave gljive 

Polno razmnožavanje 
Heterogametangija  
Oospore nastaju spajanjem 
oogonija sa anteridijama 

Polnom reprodukcijom se 
stvaraju: zigospore, askospore i 
bazidiospore.  
Oospore se ne stvaraju 

Jezgro vegetativne 
micelije Diploid Haploid ili dikariotik 

Kompozicija ćelijskog 
zida Beta glukan, celuloza Hitin  

Celuloza je rijetko prisutna 

Tipovi flagela na 
zoosporama 

Heterokont 
Bičasta flagela orjentisana 
pozadi i končasta flagela sa 
cilijama orijentisana naprijed 

Ako se flagele i stvaraju, 
najčešće postoji samo jedan tip: 
bičaste, orijentisane pozadi 

Mitohondrija Cijevaste kriste Polegle kriste 
          izvor: Rossman and Palm, 2006. 

 

Rod Phytophthora sadrži više od 80 vrsta i obuhvata skupinu značajnih biljnih 

patogena, uljučujući neke vrste koje su kroz istoriju imale epifitotične razmjere (P. 

cinnamomi Rands, P. infestans [Mont.] de Bary i P. ramorum Werres) (Abad et al., 2008).  

Tipični životni ciklus Phytophthora obuhvata bespolnu (aseksualnu) i polnu 

(seksualnu) fazu (Rossman and Palm, 2006). Samo oko polovine vrsta roda Phytophthora su 

homotalične i sposobne stvoriti oospore u jednoj kulturi. Preostale vrste su heterotalične i 

dolazi do gametangije kao odgovor na hemijsku stimulaciju izolata suprotnog srodnog tipa 

(Brasier, 1992; Ko, 1978). 

Aseksualna reprodukcija se vrši zoosporama koji se stvaraju u zoosporangijama (Slika 

1a). Zoospore (Slika 1b) su pokretne i imaju dvije vrste flagele: 1) flagela trzajnog tipa, 

orjentisana pozadi; 2) flagela koja je prekrivena končastim cilijama i orjentisana naprijed. 

Zbog pojave dvije vrste flagela, ova skupina organizama je poznata kao heterokonti, za 

razliku od pravih gljiva (odnosi se na Chytridiomycota) koje u određenoj fazi formiraju 

pokretne zoospore, ali samo sa jednim tipom flagela, trzajnog tipa orijentisanog pozadi 

(Rossman and Palm, 2006).  

Drugi tip aseksualnih (bespolnih) spora su hlamidospore sa zadebljalim zidom koje se 

obrazuju direktno na hifama od vršnih ćelije i sa sposobnošću dugoročnog preživljavanja 

(Brasier, 1992; Ko, 1978).  

Seksualna reprodukcija se događa direktnim ubrizgavanjem muškog nukleusa 

(spermija) iz anteridijuma u jaja sadržanih u oogonijum (Slika 1c). Plivanje spermija je 

odsutno kod Oomycota. Ova vrsta seksualnog razmnožavanja naziva se gametangijalno, 
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odnosno heterogametangijalno parenje. Jaja i spermiji su proizvodi mejoze i haploidni (n broj 

hromozoma) su u dijelu životnog ciklusa prije oplodnje (Rossman and Palm, 2006).  

 
 Slika 1. Reproduktivna struktura Oomycota 

 
(Izvor: Rossman and Palm, 2006) 

Različite vrste roda Phytophthora, prouzrokovači truleži korijena i stabla, 

preživljavaju zimsku hladnoću i topla, suva ljeta u formi oospora, hlamidospora ili micelije u 

inficiranim biljnim dijelovima ili u zemlji. U proljeće, oospore i hlamidospre klijaju i 

formiraju zoospore, dok micelija nastavlja porast i formira zoosporangiju iz kojih se 

oslobađaju zoospore. Ukoliko se ne prenose tekućom vodom, zoospore imaju ograničeno 

širenje (Deacon and Donaldson, 1993). Zoospore plivaju u zemljišnoj vodi i inficiraju korijen 

osjetljivih biljaka domaćina sa kojima dođu u kontakt. U uslovima hladnog i vlažnog 

vremena, formira se više micelija i zoospora, a takođe bolest se širi na veći broj biljaka 

(Agrios, 2004).  

Prvi put je objavljeno od strane Goode (1956) da postoji privlačenje zoospora velikog 

broja Phytophthora vrsta ka korijenu biljaka domaćina (Raftoyannis and Dick, 2006). 

Zoospore bivaju privučene korijenom biljaka i plivaju oko korijena, nakon čega se umire, 

zaokruže i pričvrste se, precizno orjentisane tako da začetak micelije direktno prodire u biljku 

domaćina (Jones et al., 1991). Vlada prilična nespecifičnost u prepoznavanju biljke 

domaćina, prvenstveno jer zoospore na sličan način reaguju na korijen biljke domaćina, kao i 

na korijen biljke koja nije domaćin patogena (Carlile, 1983). Dakle, faza zoospora nije 

specifična kada je u pitanju izbor domaćina i specifičnost na relaciji patogen-biljka domaćin 

se pojavljuje u momentu pokušaja prodiranja i invazije biljnog tkiva (van West et al., 2003).   
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3.9.  Kompleks Phytophthora spp. 

 
Različite vrste roda Phytophthora mogu izazvati značajne gubitke mnogih gajenih 

jednogodišnjih i višegodišnjih vrsta, dok je za nekoliko vrsta roda Phytophthora dokazano da 

epifitotično djeluju na drvenaste vrste koje rastu u različitim dijelovima svijeta (Agrios, 

2004). Brojne vrste Phytophthora spp. su izolovane iz zaraženog korijena sa simptomima 

truleži (Duncana et al., 1987; Washington, 1988; Wilcox, 1989; Latorre and Muñoz, 1993). 

Biljke domaćini, kao što su: citrusi, lijeska, malina, jagoda, krompir i paradajz mogu biti 

zaražene različitim vrstama roda Phytophthora i izazvati ozbiljnu pojavu bolesti. Izgled 

zaraženih biljnih dijelova se razlikuju u zavisnosti od infekcije različitim patogenim vrstama 

roda Phytophthora (Ristaino et al., 1998).  

Ne postoji precizno objašnjenje zašto je veliki broj vrsta roda Phytophthora postao 

štetan prema prethodno poznatim biljakama domaćinima, kao i zašto inficiraju nove biljke 

domaćine (Agrios, 2004). Jedno od mogućih objašnjenja za povećanje raznolikosti i 

aktivnosti fitoftoroza u posljednjih 10-20 godina, moglo bi se dovesti u vezu sa 

intenziviranjem međunarodne trgovine ornamentalnih biljaka (Brasier, 2008).  

Na svim biljkama domaćinima, vrste roda Phytophthora izazivaju sušenje i 

izumiranje velikog broja malih korjenčića, dok na glavnom korijenju pojavljuju se smeđe, 

nekrotične rane. Kod mladih biljaka ili starijih sukulentnih biljaka, cijeli korijenov sistem 

može da istrune, što je praćeno više-manje brzim sušenjem cijele biljke (Agrios, 2004).   

 

3.10.  Vrste roda Phytophthora na malini   

 
Trulež korijena maline prouzrokovana vrstama roda Phytophthora je poznata od 

1930. godine, kada je došlo do pojave masovnog širenja truleži korijena u Škotskoj (Lucas et 

al., 1991), ali nije smatrana značajnom bolesti maline sve do sredine 1980-tih (Koprivica et 

al., 2009). Danas se vrste roda Phytophthora smatraju primarnim prouzrokovačima sušenja 

maline u svim proizvodnim regionima u svijetu (Duncan et al., 1987; OEPP/EPPO, 2005). 

Trulež korijena ili fitoftoroza maline najznačajnija je bolest korijena ove biljke u svijetu. Od 

1937. godine kada je Waterson utvrdio da je P. citricola izazvala trulež oboljelih biljaka 

maline u Škotskoj, više vrsta roda Phytophthora se povezuje sa sindromom sušenja i 

propadanja maline. Nekoliko vrsta roda Phytophthora su potvrđeni kao patogeni maline u 

različitim zemljama: P. cactorum, P. cambivora, P. cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, 

P. erythroseptica, P. fragariae var. rubi, P. megasperma i P. syringae (Brien and Dingley, 
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1959; Converse and Schwartze, 1965, 1968; Duncan et al., 1987, 1990; Nourisseau and 

Baudry, 1987; Seemüller et al., 1986; Washington, 1988; Wilcox et al., 1993, 1989). Iz 

maline sa simptomima truleži izolovano je nekoliko vrsta od kojih su P. fragariae i P. 

citricola ekstremno virulentne, prouzrokujući kompletnu trulež i propadanje biljaka (Wilcox, 

1989). P. ramorum ima veliki broj domaćina (28 vrsta) iz 12 biljnih familija (APHIS, 2007), i 

ovaj spisak je u stalnom porastu (Parke and Lewis, 2007). P. idaei je utvrđena kao 

prouzrokovač truleži korijena crvene maline (Kennedy and Duncan, 1995).  

Dakle, postoji više vrsta roda Phytophthora vezanih za sušenje i propadanje maline u 

mnogim regionima gajenja u svijetu. Najznačajnija i najčešće izolovana vrsta iz oboljele 

maline je P. fragariae koja ima dva varijeteta koja prouzrokuju truljež korijena i to: trulež 

korijena maline (raspberry root rot) P. fragariae var. rubi i crvenilo jezgre korijena jagode 

(red core of strawberry) P. fragariae var. fragariae (Hickman, 1940). Kasnija istraživanja su 

pokazala da P. fragariae var. rubi predstavljaju odvojenu i posebnu vrstu, Phytophthora rubi 

comb. nov. (EPPO, 2009).  

 

3.10.1.  Phytophthora rubi (Wilcox and Duncan) Man in 't Veld  

 
Phytophthora rubi (Wilcox and Duncan) Man in 't Veld je poznata i kao 

Phytophthora fragariae var. rubi (Wilcox and Duncan). P. rubi uzrokuje najčešću i 

najdestruktivniju formu truleži (Kennedy and Duncan, 1991). Nalazi se na EPPO A2 

karantinskoj listi (EPPO, 2017).  

U EPPO regionu domaćini ovog patogena su gajena malina (Rubus idaeus) i njeni 

hibridi: R. occidentalis, R. loganobaccus (loganberry) i R. fructicosus x idaeus (tayberry).  

Svi biljni dijelovi mogu biti zaraženi: korijen, korjenovi pupoljci, kruna i bazni 

dijelovi izdanaka (mladi izdanci i rodni izdanci). Zaraženi izdanci se suše u prvoj godini ili 

propadaju njihovi pupoljci već na početku sljedeće proizvodne sezone. U slučaju da se 

izdanci razviju iz zaraženih pupoljaka, dolazi do venjenja i izumiranja u bilo kom periodu od 

njihove pojave do faze kasnog plodonošenja.  

U zemljištu gljiva može preživjeti mnogo godina u formi rezistentnih oospora, kao i 

na drugim domaćinima Rubus vrsta. Dodatno otežavajuće okolnosti za kontrolu ove bolesti 

su: veliki broj generacija patogena tokom godine, brza proizvodnja novih oospora, kao i 

njihovo dugotrajno održavanje klijavosti. Formiranje i oslobađanje zoospora, kao primarnog 

izvora infekcije Phytophthora spp., zavisi od uslova zasićenosti zemlje vodom (Duniway, 

1983) ali nije poznat precizan vodni potencijal i dužina vlaženja zemljišta za infekciju maline 
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sa Phytophthora rubi. Bolest se najjače ispoljava u uslovima pretjerane zemljišne vlage 

(Wilox, 1989), a prvi simptomi u polju se najčešće pojavljuju u slabo dreniranim područima 

(Duncan et al., 1987; Wilox, 1989). Međutim, eksperimentalni podaci pokazuju da za razliku 

od drugih vrsta roda Phytophthora koje prouzrokuju trulež korijena, Phytophthora rubi je 

visoko patogena za neke sorte maline čak i bez perioda zadržavanja vode (Duncan and 

Kennedy, 1989). 

P. rubi je homotalusna. Oospore su plerotične (ispunjavaju oogoniju), promjera oko 

35 μm. Sporangije nemaju papilu, elispoidnog su oblika (60 x 40  μm). Nisu zapažene 

hlamidospore. Maksimalna temperatura za rast je ˂30°C (Gallegly and Hong, 2008).  

 

3.10.2. Phythophthora fragariae Hickman var. fragariae (Wilcox and Duncan) 

 
Phythophthora fragariae Hickman var. fragariae (Wilcox and Duncan) je patogen 

gajene jagode (Fragaria x ananassa). Bolest crvene srži korijena jagode, prouzrokovana od 

strane Phythophthora fragariae Hickman je prvi put utvrđena 1921. godine (Wardlaw, 1926), 

a prouzrokovač bolesti prvi put opisan 1940. godine (Hickman, 1940). Patogene rase P. 

fragariae su prvi put objavljene 1950. godine (Scott et al., 1950), a pokušaj razlikovanja rasa 

na osnovu fizioloških karakteristika se pokazao kao neuspješan (Maas, 1973).  

Nalazi se na A2 karantinskoj listi (EPPO, 2017).  

Utvrđeno je da Rubus hibrid loganberry može biti prirodno inficiran (McKeen, 1958) 

kao i kupina (Rubus fructicosus), a brojni rodovi familije Rosaceae mogu biti vještački 

inficirani (Pepin, 1967). P. fragariae je veoma virulentna vrsta za sorte crvene maline 

Heritage i Taylor, gdje izaziva potpunu trulež korijena i odumiranje biljaka (Wilcox, 1989). 

Biljka domaćin može biti Rubus x loganobaccus (EPPO, 2017). 

 Srž inficiranog korijena dobija crvenu boju, a kasnije počinje truljenje od vrha (Erwin 

and Ribeiro, 1996). Inficirano korijenje trune i raspada se zbog djelovanja velikog broja 

sekundarnih organizama, a time se oslobađa ogroman broj oospora koje ostaju u zemljištu. U 

zemljištu gljiva može preživjeti mnogo godina u formi rezistentnih oospora. Eksperimentalno 

je potvrđeno da oospore mogu preživjeti više od 4 godine, a na nekim poljima su se očuvale 

13-15 godina nakon prestanka proizvodnje jagoda. Gljiva je homotalusna, tako da je potreban 

samo jedan soj za formiranje oospora. Policiklična priroda bolesti, brzo stvaranje novih 

generacija oospora, kao i njihovo dugotrajno održavanje klijavosti dodatno otežavaju 

kontrolu ove bolesti (EPPO/CABI, 1997).  
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Hife su hijalinske i neseptirane (promjera oko 6,5 µm). Sporangije su ovalnog oblika 

(59 x 40 µm) i formiraju se jedino u uslovima navodnjavanja, nemaju papilu već samo 

zadebljanje vršnog zida. Optimalna temperatura klijanja oospora je 10-15°C, klijanje se može 

odvijati na 5°C, ali i na 20°C. Klijanjem oospora nastaje jedna ili nekoliko sporangija. Iz 

sporangija se oslobađaju veoma pokretne zoospore koje plivaju do vrhova korijenovih dlačica 

biljaka domaćina, imobilišu se, zaokruže, odbacuju flagelu i klijaju u kličinu cijev (germ 

tube) koja prodire u korijen. Jedan dio hifa prodire van korijena formirajući novu generaciju 

sporangija iz kojih se oslobađaju zoospore za nove infekcije. Sekundarna sporangija nema 

papilu, formira se u roku nekoliko dana, tako da je moguće da nastane veći broj infekcija 

tokom zimskih mjeseci (Gallegly and Hong, 2008). 

 

3.10.3. Phytophthora ramorum Werres 

 
Phytophthora ramorum Werres (Werres et al., 2001) je prouzrokovač sušenja 

ukrasnih i šumskih vrsta biljaka, poznata kao bolest „iznenadna smrt hrasta“ (Sudden oak 

death, SOD) (Rizzo et al., 2002).  

Od 2002. godine ova vrsta se nalazila na Alert listi EPPO i njeno praćenje je 

regulisano posebnim odlukama Savjeta Evrope (Commision decision on provisional 

emergency phytosanitary measures to prevent the introduction into and the spread within the 

Community of Phytophthora ramorum, 2002/757/EC od 19. 09. 2002.) (Bulajić i Krstić, 

2008), kasnije je uvrštena na A2 karantinsku listu (EPPO, 2017).  

U EPPO listi kao prirodni domaćini P. ramorum navedene su sljedeće vrste: Pieris 

(Inman et al., 2002), Viburnum (Werres et al., 2001), Rhododendron, Camellia, Kalmia, 

Syringa, Leucothoe, Taxus baccata, Hamamelis virginiana, Vaccinium vitis-idaea, Arbutus 

unedo. Preko 100 biljaka su domaćini P. ramorum, tako da su različiti simptomi vezani za 

ovog patogena (Werres and Kaminski, 2005). Hansen et al. (2002) navodi da patogen 

pouzrokuje tri različita tipa simptoma: 1) „iznenadna smrt hrasta“ (Sudden oak death) koji se 

karakterišu letalnom pojavom rak rana; 2) „sušenje izdanaka ramoruma“ (Ramorum shoot 

dieback), koji nastaje kao rezultat folijarne infekcije i direktne infekcije stabla; 3) “palež lista 

ramoruma“ (Ramorum leaf blight), koji nastaje kao rezultat folijarne infekcije.  

  Smatra se da je prisustvo P. ramorum u Evropi posljedica unosa patogena putem 

međunarodne trgovine biljnim materijalom (Werres and Kaminski, 2005; Brasier et al., 

2007a). Evropska Unija je 2002. godine uvela obavezne zakonske fitosanitarne mjere da 

spriječi unošenje i širenje P. ramorum u zemlje Evropske Unije. Zakonska fitosaniratna 
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regulativa je obuhvatala inspekciju i eradikaciju zaraženih rasadnika, pregled parkova i 

trgovinu uz biljni pasoš vrsta Rhododendron i Viburnum, a 2004. godine su dodate i vrste 

roda Camellia.  

Postoje istraživanja u cilju selekcionisanja i gajenja otpornijih genotipova biljaka 

domaćina (Tjosvold et al., 2002c; Tooley et al., 2004; Kaminski et al., 2007; Tooley and 

Kyde, 2007; Grünwald et al., 2008a, 2008b), kao i ispitivanja mogućnosti prognoze pojave 

bolesti (Cohen and Venette, 2005).  

Izolacija P. ramorum nije uvijek uspješna i zavisi od vrste uzorka, svježine materijala, 

vrste biljke domaćina i perioda godine u kojem se uzorkuje (Rizzo et al., 2002). Izolacija je 

veoma komplikovana ukoliko se vrši iz drvenastih vrsta ili ukoliko se uzorci uzimaju tokom 

sušne sezone (Hayden et al., 2004), a takođe može biti otežano zbog prisustva kompeticijskih 

organizama (Rizzo et al., 2002). 

P. ramorum je heterotalusna. Oospore su plerotične i promjera 27-32 μm, a zid 

oospore je debljine 2-3 μm. Sporangije su elipsoidne sa zaobljenim bazalnim dijelom (54 x 

25 μm), papile su široke i zaravnjene (semipapile). Hlamidospore i maju tanak zid, promjera 

50 μm i formiraju se obilno. Maksimalna temperatura za rast je oko 27°C (Gallegly and 

Hong, 2008).  

 

3.10.4. Phytophthora erythroseptica Pethybr. 

 
Phytophthora erythroseptica Pethybr. je dobila naziv tokom proučavanja ružičaste 

truleži krtola krompira (Solanum tuberosum L.) u Irskoj (Pethybridge, 1913). Ova bolest 

može prouzrokovati značano smanjenje prinosa u polju i u skladištu (Secor and Gudmestad, 

1999).  

P. erythroseptica je danas poznata kao prouzrokovač bolesti brojnih nedrvenastih 

biljaka (Erwin and Ribeiro, 1996).  

Sušenje vegetativnih izdanaka i prijevremeno uginuće rodnih izdanaka maline su 

glavni simptomi koji se dovode u vezu sa truljenjem korijena koju izaziva zemljišna 

pseudogljiva P. erythroseptica (Converse and Schwartze, 1968). Isti simptomi se dovode u 

vezu sa oštećenjem korijena maline koje izaziva plavljenje zemljišta, kasno zimi ili u rano 

proljeće, u periodu kada se obnavlja korijenje (Atkinson, 1973). Čak i kratak period 

poplavljenog zemljišta može izazvati oštećenja korijenja maline. Posljedice oštećenja 

izazvanih truljenjem korijenja najčešće budu primjećena tek kada ugrozi porast vegetativnih i 
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rodnih izdanaka maline, kada oslabljeni korijenov sistem više ne može da prati njihov porast 

(Bristow et al., 1989).  

P. erythroseptica formira sporangije bez papile, elipsoidnog često nepravilnog oblika 

(44.2 x 27.2 μm). Sporangiospore se simpodijalno granaju. Hlamidospore nisu utvrđene. 

Optimalna temperature za rast je 27,5°C (Erwin and Ribeiro, 1996). 

 

 3.10.5. Phytophthora cactorum (Lebert and Cohn) Schröter 

 
Patogen Phytophthora cactorum (Lebert and Cohn) Schröter je prvi put objavljen pod 

nazivom Peronospora cactorum, prouzrokovač truljenja stabljike kaktusa (Lebert and Cohn, 

1870). Erwin and Ribeiro (1996) su utvrdili postojanje brojnih sinonima, s tim da je P. 

cactorum i danas jedini priznat naziv (Schröter, 1886).  

P. cactorum je raširen svuda u svijetu i prouzrokuje bolest na brojnim domaćinima 

(oko 80 različitih rodova) (Erwin and Ribeiro, 1996). Može izazvati značajna oštećenja 

brojnih poljoprivrednih i ukrasnih biljaka, kao i šumskih vrsta (Causin et al., 2005). 

Najpoznatiji je kao prouzrokovač truljenja korijena, prizemnog dijela stabla i krošnje 

drvenastih biljnih vrsta, posebno voćaka (Gallegly and Hong, 2008).  

P. cactorum je patogen koji se širi putem sadnog materijala bez ispoljenih simptoma 

(latentna infekcija), a može preživjeti i u zemljištu kao i u biljnim ostacima (Lilja et al., 

2006). Na gajenoj jagodi (Fragaria x ananassa Duch.) izaziva truljenje krune bokora i 

kožastu trulež plodova (Rose, 1924). P. cactorum je blago virulentna vrsta za crvenu malinu 

sorte Heritage i Taylor (Wilcox, 1989). 

Sporangija ima izraženu papilu, elipsoidnog do ovalnog oblika, dimenzija 31.4 ±4.8 x 

26.4 ±4.0 µm (Oudemans and Coffey, 1991a). Hlamidospore se ponekad stvaraju, najčešće 

kao posljedica nepovoljnih uslova spoljašnje sredine (Waterhouse and Waterston, 1966). P. 

cactorum je homotalusna. Oospore imaju zadebljale zidove prosječnog promjera 2 µm. 

Optimalna temperature za rast je 20°C (Oudemans and Coffey, 1991a).   

 

3.10.6. Phytophthora cambivora (Petri) Buisman 

 
Phytophthora cambivora (Petri) Buisman je najprije opisana kao Blepharospora 

cambivora (Petri, 1917), a kasnije je došlo do uvrštavanja u rod Phytophthora (Buisman, 

1927).  
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P. cambivora je široko rasprostranjena. Najprije je utvrđena u Engleskoj, a kasnije u 

još nekim evropskim zemljama (Gallegly and Hong, 2008).  

P. cambivora je prouzrokovač truljenja korijena nekoliko drvenastih i zeljastih biljaka 

(Erwin and Ribeiro, 1996). Ipak, najpoznatija je kao prouzrokovač mastiljave bolesti kestena 

(Gallegly and Hong, 2008).  

P. cambivora formira sporangiju bez papile, okruglastog do elipsoidnog oblika (85 x 

60 µm) (Waterhouse and Waterston, 1966). Sporangiofore su jednostavne, nerazgranate ili 

simpodijalne. Starija micelija je često septirana (Mircetich and Matheron, 1976). P. 

cambivora je heterotalusna. Optimalna temperature za rast je 22-24°C (Erwin and Ribeiro 

1996). 

 

3.10.7. Phytophthora citricola Sawada 

 
Phytophthora citricola Sawada (1927) je opisan kao prouzrokovač truljenja korijena 

slatke narandže. Danas su širom svijeta zabilježeni brojni simptomi truleži korijena i 

prizemnog dijela stabla, kao i simptomi krvarećeg raka mnogobrojnih drvenastih vrsta koji su 

vezani za prouzrokovača P. citricola (Gallegly and Hong, 2008). P. citricola prouzrokuje 

trulež korijenovog vrata i odumiranje sijanaca trešnje Mahaleb i Mazzard (Wilcox, 1989). 

Zbog morfoloških razlika, izolati P. citricola su svrstani u 3 grupe: I, II, III. Tipični 

izolat P. citricola I je izolovan iz vrhova grana rododendrona u West Virginia, dok je P. 

citricola II izolovanja iz rododendron biljaka u Long Islandu i Njujorku. Izolat P. citricola III 

je dobijen iz reciklirane vode za navodnjavanje koja se koristila u rasadniku Oklahoma, kao i 

iz javora u Wisconsin (Gallegly and Hong, 2008). 

Potvrđeno je da je P. citricola prouzrokovač truleži korijena crvene maline u Škotskoj 

(Waterston, 1937). To je veoma virulentna vrsta za crvenu malinu sorti Heritage i Taylor, 

gdje izaziva potpunu trulež korijena i odumiranje biljaka (Wilcox, 1989).  

Oblik sporangije je veoma varijabilan, od ovalnog do značajno zaravnjenog na jednoj 

strani (47 x 34 µm) (Zentmyer et al., 1974). Papile su široke i zaravnjene (semipapile). 

Sporangiofore su jednostavne, nerazgranate ili ponekad simpodijalno razgranate. 

Hlamidospore su zabilježene samo na agaroznoj podlozi od ovsa (Erwin and Ribeiro, 1996). 

P. citricola je homotalusna, optimalna temperatura za rast je 25-28ºC (Waterhouse, 1963; 

Zentmyer et al., 1974). 
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3.10.8. Phytophthora drechsleri Tucker 

 
Phytophthora drechsleri Tucker je prvi put izolovan iz trulog krompira (Tucker, 

1931). Phytophthora drechsleri i Phytophthora cryptogea imaju mnogo zajedničkih 

morfoloških karakteristika, ali se veoma razlikuju u uslovima gajenja, tako da na temperaturi 

od 35°C P. drechsleri dobro raste, a P. cryptogea ne raste (Gallegly and Hong, 2008).  

P. drechsleri je ekonomski značajna vrsta na velikom broju različitih domaćina 

(Erwin and Ribeiro, 1996), a prouzrokuje gumoznost i truljenje korijenja pistacija (Shahidi 

Bonjar et al., 2006).  

Kompleks P. cambivora i P. citricola može izazvati ozbiljna oštećenja na malini, dok 

P. cactorum i P. drechsleri može izazvati ozbiljna oštećenja samo u uslovima slabe 

dreniranosti zemljišta ili na onim dijelovima polja koja su pod vodom (Duncan and Kennedy, 

1989). 

Oblik sporangija varira od ovalnog do izduženog (ponekad zaoštren u bazalnom 

dijelu) (Klisiewicz, 1977), bez papile (39 x 24 µm). Sporangiofore su tanke i najčešće 

simpodijalno razgranate. Hlamidospore su registrovane samo kod nekih izolata (Cother and 

Griffin, 1974, 1973b). Heterotalusne su, a optimalna temperatura za rast je 28-31°C (Tucker, 

1931). 

 

3.10.9. Phytophthora cryptogea Pethybr. and Laff. 

 
Phytophthora cryptogea Pethybr. and Laff. je prvi put opisan u Irskoj kao 

prouzrokovač truljenja prizemnog dijela stabla paradajza (Pethybridge and Lafferty, 1919). 

Danas je jedan od najznačajnijih biljnih patogena u okviru roda Phytophthora.  

Veoma je polifagan, oko 150 vrsta u 23 familije su domaćini vrste P. cryptogea 

(Erwin and Ribeiro, 1996).  

P. cryptogea je potvrđena kao prouzrokovač bolesti u Ujedinjenom Kraljevstvu 

(Duncan et al., 1987), Njemačkoj (Seemüller et al., 1986), Francuskoj (Nourrisseau and 

Baudry, 1987), Norveškoj (Heiberg et al., 1990), Švicarskoj (Bolay and Lauber, 1989), kao i 

u nepotvrđenim izvještajima u nekoliko drugih zemalja (Wilcox, 1989; Wilcox and 

Mircetich, 1987, Washington, 1988).  

P. cryptogea je izolovana u zasadima crvene maline sorti Willamette, Glen Clova i 

Canby, gdje je došlo do ispoljavanja simptoma venjenja, sušenja, pojave rana na stablu i 

truljenja korijena (Washington, 1988). 
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Postoji značajna morfološka sličnost sa P. drechsleri (Erwin and Ribeiro, 1996). 

Molekularnim analizama potvrđene su razlike između izolata ove dvije vrste (Gallegly and 

Hong, 2008).  

Sporangije su najčešće ovalnog oblika, s tim da one koje se kasnije formiraju su 

izdužene ili variraju u obliku (Ho and Jong, 1991). Sporangije (37 x 23 µm) nemaju papilu 

(Stamps, 1978b). Heterotalusna je i ne formira hlamidospore. Oospore imaju zadebljali zid 

promjera 3,5 µm. Na hranljivoj podlozi formira vazdušastu miceliju, optimalna temperatura 

za rast je 22-25°C (Erwin and Ribeiro, 1996). 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

3.10.10. Phytophthora megasperma Drechsler 

 
Phytophthora megasperma Drechsler je naprije izolovan iz vrtnog sljeza (Tucker, 

1931). Erwin and Ribeiro (1996) su opisali varijabilnost i kompleksnost vrste P. 

megasperma, a formira 3 grupe izolata: I, II i III (Gallegly and Hong, 2008). P. megasperma 

I je izolovan iz sljeza (Tucker, 1931), P. megasperma II je izolovan iz duglazije 

(Pseudotsuga menziesii (Mirbell) Franco) i kokotca (Meliolotus officinalis (L.) Pall.), dok je 

P. megasperma III izolovan iz Prunus spp. (Gallegly and Hong, 2008).  

P. megasperma ima širok krug biljaka domaćina, a zajedno sa Cylindrocarpon 

destructans

P. megasperma je prisutna u Aziji (Jordan i Izrael) (EPPO, 2017). 

 (Zinssm.) Scholten može zaraziti veliki broj drvenastih vrsta, a među njima i 

maslinu, gdje najčešće zaražava površinski dio korijena (Domsch et al., 1980; Sánchez 

Hernández et al., 1998). 

P. megasperma i P. cryptogea su umjereno do visoko virulentne vrste koje 

prouzrokuju 46-96% trulež korijena i 20-80% potpunog sušenja maline (Wilcox, 1989). 

Sporangije nemaju papilu, ovalnog su oblika (35-60 x 25-45 µm) (Drechsler, 1931). 

Sporangiofore su jednostavne ili slabo razgranate. Ne stvaraju hlamidospore. Većinom su 

homotalusne, mada je registrovano postojanje heterotalusnih izolata kod lucerke (Barr, 1980; 

Ho, 1986). 

 

3.10.11. Phytophthora syringae (Berk.) Kleb. 

 
Phytophthora syringae (Berk.) Kleb. je naprije imenovana kao Phloeophthora 

syringae (Klebahn, 1905) ali je Klebahn kasnije promijenio naziv u Phytophthora syringae 

(Klebahn, 1909). Originalni opis predstavljaju izolati iz Syringae spp. koji naseljavaju 
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međućelijski prostor kore i pupoljke jorgovana (Syringae vulgaris L.) (Gallegly and Hong, 

2008).  

Trulež plodova jabuke u skladišnim uslovima prouzrokovana P. syringae potvrđena je 

u Kanadi (Ross and Gourley, 1969), Engleskoj (Snowdon, 1990) i SAD (Spotts, 2002). P. 

syringae je potvrđena i u Njemačkoj, Grčkoj, Portugalu, Italiji, Irskoj, Argentini i Novom 

Zelandu (Gallegly and Hong, 2008).  

Trenutna lista domaćina nabrojana od Erwin and Ribeiro (1996) obuhvata 31 biljku iz 

19 rodova. Na stablu badema izaziva rak rane (Doster and Bostock, 1988a), a napada jabuku 

izazivajući trulež korijena, stabla i ploda (Harris, 1991). 

P. syringae djeluje veoma destruktivno, izazivajući palež lišća i grančica, truleži 

korijena i plodova, kao i rak stabla (Doster and Bostock, 1988a). 

Sporangija je široko ovalna (24,4 x 51,3 µm), semipapilarna. Prema Waterhouse and 

Waterston (1964a) i Ho and Jong (1993) ne stvaraju hlamidospore, dok Stamps et al. (1990) 

navodi formiranje hlamidospora, promjera 25 µm. Optimalna temperatura rasta je 15-20ºC 

(Erwin and Ribeiro, 1996). 

 

3.10.12. Phytophthora cinnamomi Rands 

 
Originalni opis Phytophthora cinnamomi Rands (1922) je nastao nakon istraživanja 

trakastog raka na cimetu (Cinnamomum burmanni (Nees) Blume) u Burmi (Rands, 1922).  

Poznata je kao jedna od najraširenijih vrsta roda Phytophthora, prouzrokujući bolesti 

širom svijeta (Gallegly and Hong, 2008).  

P. cinnamomi ima preko 1000 vrsta biljaka domaćina (Gallegly and Hong, 2008). 

Neke od značajnih drvenastih vrsta kod kojih se javlja trulež korijena su: brusnica, ananas, 

čempres, eukaliptus, američki kesten, hrast i neke druge šumske, drvenaste vrste (Gallegly 

and Hong, 2008), visoko-žbunasta borovnica (Vaccinium corymbosum L.) (Royle and 

Hickman, 1963; Clayton and Haasis, 1964).  

Inficirano korijenje postaje nekrotično i trune, a simptomi na listovima se javljaju u 

obliku hloroze, crvenila i defolijacije (de Silva et al., 1999). Sorte crne borovnice (Vaccinium 

ashei Reade) su tolerantnije na fitoftoroznu trulež korijena od visoko-žbunaste borovnice 

(Milholland and Galletta, 1967). Infekcija brusnice sa P. cinnamomi sa simptomima 

postepenog sušenja se pojavljuje u uslovima kada je slabo drenirano zemljište i kada biljke 

ostaju duži period u zemljištu saturisanom vodom (Jeffers and Caruso, 1995). Oudemans 

(1999) ističe da je stepen ostvarenih infekcija P. cinnamomi donijetih površinskom vodom za 
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navodnjavanje u pozitivnoj korelaciji sa temperaturom i količnom vode u ranoj fazi 

proizvodne sezone. Što se tiče kiselosti zemljišta, iako je poznato da visoka pH vrijednost 

zemljišta utiče na povećanu pojavu bolesti prouzrokovanu nekim vrstama iz roda 

Phytophthora (Schmitthenner and Cannday, 1983), pH vrijednost 6.0-6.5 je optimalna za 

formiranje sporangijuma P. cinnamomi (Weste, 1983).  

Sporangija je ovalnog do elipsoidnog oblika, nema papilu. Hlamidospore se obilno 

formiraju, sferičnog su oblika i sa tankim zidom. Oospore su sferične sa umjereno 

zadebljalim zidom. Optimalna temperatura rasta je 26-32º C (Erwin and Ribeiro, 1996). 

 

3.10.13. Phytophthora idaei D. M. Kenn. 

 

Phytophthora idaei D. M. Kenn. (1995) je utvrđena u Velikoj Britaniji kao 

prouzrokovač truleži korijena crvene maline, i predložen je naziv Phytophthora idaei sp. nov. 

(Kennedy and Duncan, 1995).  

Nije utvrđeno prisustvo patogena izvan Velike Britanije (Gallegly and Hong, 2008). 

Neke biljke malina sa više od 20% korijena zaraženeg sa Phythopthora idaei ne 

ispoljavaju simptome u nadzemnom dijelu, pa se smatra da je ovaj patogen od manjeg 

značaja (Gallegly and Hong, 2008). Ipak, P. idaei može da prouzrokuje venjenje biljaka, a 

lišće postaje hlorotično sa nekrotičnim marginama (Abad et al., 2008).  

P. idaei imaju ograničenu vazdušnu miceliju, ne formira hlamidospore. Sporangije su 

uglavnim sferičnog do blago izduženog oblika (49 x 36 µm) i imaju papilu. Direktno klijanje 

je rijetko, a najčešće formiraju zoospore. Optimalna temperatura za rast je 20-22° C (Erwin 

and Ribeiro, 1996). 
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3.11. Sistem mjera zaštite maline od fitoftoroza  
 
Dijagnoza biljnih bolesti zasnovana isključivo na simptomatologiji oboljenja je 

nepouzdana s obzirom da mnogi patogeni mogu izazvati nespecifične i varijabilne simptome, 

ili su prisutni bez vidljivih simptoma (Miller and Martin, 1988). Dijagnoza biljnih bolesti 

zasnovana na simptomatologiji mora da bude praćena identifikacijom patogena  

laboratorijskim metodama (Ivanović et al., 2004). 

Metode suzbijanja prouzrokovača zemljišnih fitoftoroza zavisi prvenstveno od 

proizvodnog sistema maline (Maloney et al., 2005). Ne postoji jednostavno „izlječenje“ od 

fitoftoroze, međutim postoje brojne, različite metode koje proizvođači mogu koristiti sa 

ciljem da se izbjegnu ili barem smanje gubici (Ellis, 2008). S obzirom da pojedinačne metode 

zaštite nisu efektivne, najbolja strategija je formiranje programa integralnih mjera zaštite gdje 

bi se uključile sve praktične raspoložive mjere (Ellis, 2008).   

Poštovanje principa integralne proizvodnje u cilju kontrole fitoftoroze uključuje 

sadnju otpornih sorti maline, upotrebu fungicida i fumiganata, izbjegavanje vlažnih zemljišta 

(Heiberg, 1995; Maloney et al., 1993; Wilcox et al., 1999), kao i uvođenje pokrivene drenaže 

i proizvodnja maline na bankovima (Ellis, 2008; Maloney et al., 1993; Kloczco et al., 1990). 

Za crvenu malinu preporučuje se da voda ostane 1 ili više metara ispod zemljine površine, 

čak i u zimskom periodu (Scheer and Garren, 1981).   

Izbor zdravog sadnog materijala je najznačajnija preventivna mjera zaštite. Danas je 

moguće kupiti sadnice maline različitog sortimenta koje su proizvedene tehnikom kulture 

tkiva u laboratorijiskim i stakleničkim uslovima, bez kontakta sa zemljom tokom 

proizvodnje. Preporuka proizvođačima je da se odluče za takav sadni materijal, a ne za 

sadnice koje su proizvedene u rasadniku (u polju) gdje postoji rizik od infekcije (Ellis, 2008).  

Najbolja tehnika za kontrolu bilo koje bolesti jeste proizvodnja i sadnja otpornih sorti. 

Što se tiče crvene maline, nijedna sorta nije potpuno imuna na fitoftorozu, ali brojne sorte 

pokazuju različit stepen osjetljivosti. Sorte: Festival, Heritage, Reveille i Taylor imaju 

umjerenu do visoku osjetljivost, dok sorte: Newburgh, Latham, Boyne, Killarney i Nordic se 

smatraju prilično otpornim (Ellis, 2008). Navodi se da sorta Chilliwack ima određenu 

rezistentnost prema fitoftorozi (Daubeny, 1987), dok Heiberg (1995) ističe da se kod ove 

sorte ispoljava određeni neletalni stepen fitoftoroze. U Južnoj Americi, sorte maline kao što 

su Latham i Newburgh imaju visok stepen otpornosti na trulež korijena, dok neke druge sorte 

pokazuju umjerenu otpornost (Barritt et al., 1979). Bolest je potvrđena i kod purpurne maline 

(R. idaeus x R. occidentalis L.) sorti Brandywine i Royalty kao i kod crne maline (R. 
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occidentalis) sorte Bristol (Wilcox, 1989). U Evropi ni jedna značajna komercijalna sorta ne 

pokazuje dovoljan stepen otpornosti prema fitoftorozi (Scherer and Riedel, 1990).  

Većim razumijevanjem zastupljenosti i rasprostranjenosti neke sorte maline kao i 

genetske i fenotipske raznovrsnosti, može dovesti do usklađenosti kontrole bolesti izazvanim 

patogenima Phytophthora spp. (Stewart et al., 2014). Analiza nove sorte maline Cascade 

Bounty pokazuje otpornost prema P. rubi; široko zastupljena sorta za svježu upotrebu 

Tulameen je osjetljiva, dok najzastupljenija sorta Meeker ima umjerenu reakciju (Hoashi-

Erhardt et al., 2008). Međutim, rekacija ovih sorti na druge vrste roda Phytophthora nisu 

poznate. Veoma je važno razumjeti kolika genetička i patogena varijacija postoji u P. rubi i 

drugim Phytophthora vrstama prema malini (Stewart et al., 2014).  

Za razvijanje sistema kontrole fitoftoroze, značajno je razumijevanje uticaja patogena 

na biljku domaćina. Tako na primjer, otpornost biljke domaćina može biti specifična za svaku 

pojedinačnu vrstu roda Phytophthora. Neke sorte crvene i crne maline koje su otporne na P. 

fragariae istovremeno su osjetljive na P. megasperma (Wilcox et al., 2002). Isto tako, P. 

fragariae se može održati u zasadu maline i jagode mnogo godina, smanjujući efektivnost 

rotacije usijeva u cilju zaštite od bolesti (Pinkerton et al., 2002). 

Nedovoljno je poznato koliko sastojci zemljišta kao što su sadržaj komposta, 

mineralnih đubriva i krečnjaka utiču na vrste roda Phytophthora u zasadu maline (Maloney et 

al., 2005). Ipak, smatra se da ne postoji značajan uticaj glavnih zemljišnih sastojaka na 

pojavu fitoftoroznih bolesti (Schmitthenner and Cannady, 1983). Brojni eksperimenti u 

laboratorijama i staklenicima zabilježili su uticaj Ca++

Unošenje ovčijeg stajnjaka u zemljište nema značajan uticaj na kontrolu bolesti 

(Heiberg, 1995). 

 u pojavi fitoftoroznih bolesti (Deacon 

and Donaldson, 1993; Donaldson and Deacon, 1993; Hill et al., 1998; Morris and Gow, 

1993; von Broembsen and Deacon, 1997; Warburton and Deacon, 1998; Xu-Chang and 

Morris, 1998). Zemljište zasićeno kalcijumom utiče na smanjeno oslobađanje i smanjenu 

pokretljivost zoospora, što može uticati na smanjenu pojavu bolesti (Xu-Chang and Morris, 

1998; von Broembsen and Deacon, 1997).  

Izbor i modifikacija mjesta sadnje koje omogućava brzo oticanje vode pomaže 

kontroli fitoftoroznih bolesti (Wilcox and Ellis, 1989). Modifikacija mjesta sadnje 

podrazumijeva uvođenje pokrivene drenaže (tile drain) i proizvodnju maline na bankovima 

(izdignutim brazdama) (Ellis, 2008; Maloney et al., 2005; Wilcox et al., 1999b; Maloney et 

al., 1993; Kloczco et al., 1990) u visini iznad 25 cm, mada visina brazda za kontrolu bolesti 
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varira zavisno od faktora kao što su: struktura zemlje, padavine, prisutnost inokuluma i 

osjetljivosti biljaka domaćina (Heiberg, 1995). Smatra se da proizvodnja maline na 

bankovima smanjuje mogućnost fitoftorozne truleži korijena (Heiberg, 1995, Maloney et al., 

1993, Wilcox et al., 1999b). Maloney et al. (2005) navodi da na bankovima ne dolazi do 

povećanja prinosa, čak prinos ostaje značajno manji, ali da se stvaraju izdanaci značajne 

visine i debljine. Ipak, zapaženo je da proizvodnja maline na bankovima omogućava značajno 

povećanje prinosa kod otporne sorte Newburgh ali ne i kod veoma osjetljive sorte Titan 

(Maloney et al., 2005; Wilcox et al., 1999b). Postoji mogućnost da su biljke koje se gaje na 

bankovima više izložene stresu tokom sušnog perioda što uslovljava smanjenje prinosa. Zbog 

toga, ukoliko se bankovi koriste kao mjera kontrole fitoftoroza maline, posebna pažnja se 

mora posvetiti održavanju optimalne vlažnosti zemljišta kako bi se izbjegao stres, naročito u 

sušnim godinama (Maloney et al., 2005). 

Heiberg (1995) i Wilcox et al. (1999b) su potvrdili da se malčiranjem povećava 

fitoftorozna trulež korijena u zasadima maline (Maloney et al., 2005). Malčiranje povećava 

pojavu fitoftoroze na malini ukoliko se primjenjuje na izdignutim brazdama, čak i na dobro 

dreniranom zemljištu, malč može dovesti do visoke vlažnosti i izazvati infekciju sa P. rubi 

(Heiberg, 1995). 

Fumigacija zemljišta se široko preporučuje u proizvodnji jagodastih voćnih vrsta, 

mada se proizvođači slabo odlučuju za ovaj vid zaštite zbog visokih cijena početnih ulaganja 

(Pinkerton et al., 2002). Fumigacija sa metil bromid-pikrin uništava mnoge gljive koje 

izazivaju kompleks crne truleži korijena (Wolf et al., 1990; Yuen et al., 1991), ali ponovna 

invazija brzo rastućih gljiva kao što su Pythium ili Rhizoctonia mogu tokom vegetacije 

umanjiti efektivnost fumigacije (Katan, 1981). Johnson et al. (1973) navodi da fumigacija 

može jedino odgoditi početak truleži korijena u zasadima maline na 3 do 4 godine. 

Fumigacija se preporučuje na poljima na kojima se vrši ponovna sadnja maline, prvenstveno 

u cilju kontrole fitoftoroze ali i nematode Pratylenchus penetrans (Stewart et al., 2014).   

Metalaksil je dopušteno sredstvo u zasadu maline za kontrolu bolesti izazvanim 

vrstama roda Phytophthora (Valois et al., 1996). Ovaj fungicid se unosi u zemljište 

zalijevanjem, brzo se usvaja preko korijenja i prenosi kroz biljku (Carris and Bristow, 1987). 

Metalaksil je bio koristan dok se koristio u sistemu integralne zaštite, uključujući bankove i 

genetsku otpornost domaćina (Maloney et al., 1993; Wilcox et al., 1999b). Nažalost, 

dokazano je da Phytophthora fragariae može razviti rezistentnost prema metalaksilu 

(Nickerson, 1990).  
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Nije utvrđena rezistentnosti P. rubi prema mefenoksam, mada je utvrđeno da vrste 

roda Phytophthora imaju sposobnost brzog razvijanja rezistentnosti prema fungicidima, tako 

da se to može očekivati uskoro i prema mefenoksamu. Neophodno je razviti program zaštite 

maline fungicidima kojom će se izbjeći pojava rezistentnosti (Stewart et al., 2014). 

Različite forme fosforne kiseline se koriste u zaštiti od različitih fitoftoroznih bolesti 

(Bristow and Windom, 1992; Lim et al., 1990; Pegg et al., 1990; Wicks and Hall, 1990).  

Solarizacija zemljišta je proces gdje se koristi sunčana radijacija radi zagrijavanja 

zemljišta koje je prekriveno plastičnim, providnom folijom do temperature koje su štetne za 

zemljišne patogene. Povećanjem zemljišne temperature smanjuje se populacija korova i 

biljnih patogena, uključujući gljive, bakterije i nematode, te na taj način kontrolišu različite 

biljne bolesti i štetočine (DeVay, 1991; Katan, 1981). Glavni cilj solarizacije je uništavanje 

mezofilnih organizama, gdje spadaju većina biljnih patogena i štetnih organizama, bez 

uništavanja termotolerantnih gljiva i Bacillus spp. (Stapleton and DeVay, 1982).  

Aktinomicete predstavljaju značajnu količinu mikrobiološke zemljišne biomase. Veza 

između aktinomiceta i nadzemnih dijelova biljke mogu biti štetni ali i korisni. Dok neke 

aktinomicete luče herbicidne materije (Tanaka and Omura, 1993) i prouzrokuju bolesti kao 

što su pjegavost i krastavost (Locci, 1994), druge mogu simbiotski vezivati atmosferski azot 

(Benson nad Silvester, 1993) ili zaštiti korijenje od gljivičnih infekcija (Weller, 1988). 

Aktinomicete roda Streptomyces komercijalno se koriste u kontroli biljnih bolesti (Valois et 

al., 1996). Utvrđeno je da brojne streptomicete, proizvodeći antibiotike, mogu spriječiti rast 

Phytophthora spp. (Broadbent et al.,1971; Knauss, 1976). Osim toga, u nekoliko 

eksperimenata je dokazano da se tretiranjem zemljišta sa specifičnim sojevima streptomiceta 

mogu značajno smanjiti štete uzrokovane vrstama roda Phytophthora u proizvodnji ukrasnog 

bilja (Bolton, 1978, 1980; Yuan and Crawford, 1995), leguminoza (Filnow and Lockwood, 

1985) i hortikulurnog bilja (Crawford et al., 1993; Sutherland and Papavizas, 1991, Turhan 

and Turhan, 1989).  
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4.    RADNA HIPOTEZA 
 
Sa popularizacijom gajenja maline na području Republike Srpske posljednjih godina, 

javila se potreba za praćenje zdravstvenog stanja u rasadnicima, sadnog materijala pri uvozu i 

u komercijalnim malinjacima. Pregledom literature utvrđeno je da su pseudogljive iz roda 

Phytophthora prouzrokovači najdestruktivnijih bolesti korijena na malini.  

Kako je bolest registrovana u Evropi i u zemljama u okruženju (Srbija, Hrvatska, 

Slovenija), a simptomi fitoftoroze zabilježeni u malinjacima, javila se potreba za njihovim 

istraživanjem u Republici Srpskoj. 

Zbog toga, uzimajući u obzir sve navedeno u pregledu literature, mogu se postaviti 

sljedeće radne hipoteze: 

− Vrste roda Phytophthora su prouzrokovači sušenja malina u Republici 

Srpskoj; 

− Upotrebom odgajivačkih, biohemijskih, seroloških i molekularnih metoda 

identifikovaće se vrsta ili vrste iz roda Phytophthora koje su prouzrokovači 

sušenja maline u Republici Srpskoj; 

− Dobijeni rezultati poslužiće za preduzimanje odgovarajućih profilaktičkih 

mjera kao i uvođenju redovne kontrole sadnog materijala iz rasadnika i iz 

uvoza, na prisustvo pseudogljiva iz roda Phytophthora.  
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5.  MATERIJAL I METOD RADA 

5.1. Pregled terena, sakupljanje uzoraka i dijagnostičke metode  

 
Prisustvo i rasprostranjenost prouzrokovača fitoftoroze maline ispitivani su u periodu 

od 2008. do 2016. godine u rasadnicima i u proizvodnim zasadima maline na lokalitetima 

Republike Srpske: Bratunac, Srebrenica, Zvornik, Banja Luka, Gradiška, Prijedor, Novi 

Grad, Kozarska Dubica, Teslić, Čelinac, Modriča, Šipovo, Ribnik,  Trebinje, Rudo, Čajniče, 

Novo Goražde, Rogatica, Višegrad, Milići, Šekovići, Osmaci, Bijeljina i Koraj.  

Vršen je pregled i sakupljanje uzoraka maline sa simptomima koji ukazuju na 

prisustvo prouzrokovača fitoftoroze maline u proizvodnim zasadima, kao i pregled i 

sakupljanje uzoraka sa i bez simptoma u rasadnicima u cilju redovne godišnje kontrole 

rasadničke proizvodnje.  

U navedenom periodu uvedene su: klasične (zasijavanja hranljivih podloga, vizuelni i 

mikroskopski pregled micelije), serološke (DAS ELISA) i molekularne (PCR) metode za 

detekciju patogena u uzorcima maline iz proizvodnih zasada i rasadnika i u uzorcima zemlje 

(Tabela 4).  

 
Tabela 4. Periodičnost sakupljanja uzoraka i uvođenje dijagnostičkih metoda 

Godina Uzorci 
maline 

Uzorci 
zemlje Dijagnostičke metode Laboratorijski 

kompleks 

2008  
- 

2010. 
381 256 

izolacija patogena (zasijavanje 
biljnog materijala  i preko mamac 
biljaka) na različitim hranljivim 
podlogama, odgajanje čistih 
kultura i stvaranje kolekcije, 
mikroskopski pregled morfologije 
micelije 

Poljoprivredni 
fakultet, Univerzitet 
u Beogradu 
(Laboratorija za 
virusologiju i 
mikologiju) 
 
 i 
 
Poljoprivredni 
fakultet, 
Univerzitet u Banjoj 
Luci  
(Laboratorija za 
sertifikaciju sadnog 
materijala i rasada 
hortikulturnih 
biljaka) 

2011 
- 

2013. 
137 91 

izolacija patogena na CPA, 
serološka metoda sa dva različita 
ELISA testa (AGDIA i ADGEN), 
provjera testa patogenosti na test 
biljkama,  molekularna metoda 
analize uzoraka i sekvenciranje 
odabranih izolata 

2014 
- 

2016. 
265 - 

molekularne metode (PCR) 
analiza uzoraka i odabranih 
izolata iz kolekcije, sekvenciranje 
odabranih izolata i pohranjivanje 
podataka u banku gena.  

UKUPNO 783 347 = 1.130 
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5.2. Uzimanje uzoraka za laboratorijsku analizu 

             
Uočavanje simptoma i uzorkovanje biljnog materijala u cilju utvrđivanja prisustva 

fitoftoroze maline može se vršiti tokom cijele vegetacije. Odabirani su donji dijelovi nagnutih 

parcela gdje je povećano zadržavanje vode i gdje su izraženi vidljivi simptomi pojave bolesti 

na malini. 

Na odabranim mjestima u proizvodnim zasadima na lokacijama koje su navedene u 

poglavlju 5.1, korijen maline je iskopavan iz zemlje, vadeći korijenov sistem sa što više 

korijenovih dlačica. Za uzorkovanje su odabirane biljke koje se nisu potpuno osušile, a koje 

se nalaze u neposrednoj blizini pojedinačnih ili grupe od više potpuno osušenih biljaka u 

redu.  Svaki uzorak koji se doprema u laboratoriju na analizu sastojao se od najmanje 2-3 

biljke iste sorte. Broj uzoraka po jedinici proizvodne površine nije standardizovan (Koprivica 

et al., 2009), tako da se uzimao što veći broj uzoraka.  

U rasadnicima, radi uspješnije analize uzoraka mladih biljaka bez ispoljenih 

simptoma, sakupiljan je veći broj uzoraka, vodeći računa da budu zastupljene sve sorte. 

Nakon dostavljanja u laboratoriju, uzorcima su dodjeljivani laboratorijski brojevi i 

čuvani su u frižideru na temperaturi 4-10ºC. Uzorci su analizirani u narednih 1-2 dana, mada 

se navodi da ukoliko je potrebno, uzorci se mogu čuvati u frižideru nekoliko sedmica, vodeći 

računa da ne dođe do zagrijavanja i isušivanja uzoraka (OEPP/EPPO, 2006). 

Za uzorkovanje zemljišta, lopatom je uzimano najmanje 500 g ili 200 ml zemlje sa 

zaraženog ili sumnjivog prostora, na dubini rasta korjenovog sistema. Uzorci su stavljani u 

čvrstu plastičnu vreću koja se dobro zatvori i čuva na temperaturi 4-10ºC. Preporuka je da se 

uzorci dostavljaju laboratoriji na analizu najkasnije jedan dan nakon uzorkovanja 

(OEPP/EPPO, 2006).  

 

5.3. Priprema uzoraka za laboratorijsku analizu 

 
Tokom pripreme uzoraka za laboratorijsku analizu, pregledao se cijeli uzorak maline 

(cijela biljka) da bi se utvrdili simptomi na nadzemnom dijelu, a posebno pažljivo je vršen 

pregled korijenovog sistema. Uzorak korijena je pran pod mlazom česmenske vode da bi se 

uklonili ostaci zemlje, korijenje drugih biljaka i druge nečistoće, nakon čega se sušio na 

papiru nekoliko sati (2-3 sata). Tokom vizuelnog pregleda, traženi su dijelovi korijena na 

kojima su, nakon skidanja kore, uočavani simptomi promjene bjeličaste boje u crvenkastu do 

mrku boju ili pojava smanjenog broja korjenčića, i zatim se pripremao za dalju analizu.   
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5.4. Izolacija patogena na hranljive podloge 

 
Izolaciju patogena iz prikupljenih uzoraka maline tokom 2008-2010. godine vršena je 

na različite hranljive podloge (CMA, V8A, FBA i CPA) kako bi se dobile čiste kulture i 

stvorila kolekcija. Dalje, na osnovu vizuelnog pregleda razvijenih micelija u Petrijevim 

posudama i mikroskopskog pregleda napravljenih preparata, posmatrana je morfologija 

micelije Phytophthora spp.  

U periodu 2011-2013. godine nastavila se izolacija patogena korišćenjem samo CPA 

hranljive podloge.  

 

5.4.1. Izolacija patogena iz biljnog materijala na hranljivu podlogu 

  
Za izolaciju Phytophthora spp. iz biljnog materijala, korišćeni su dijelovi korjenčića i 

korijena koji se nalaze na prelazu nekrotičnog i zdravog tkiva. U tu svrhu, najmanje 4 dijela 

(dužine 1 cm) su se isijecali sterilnim skalpelom i prenosili sterilnom pincetom na 1 ili više 

različitih hranljivih podloga (hranljivi medij). Svaki izolat se zasijavao u 2-3 Petrijeve posude 

za svaku pojedinačnu hranljivu podlogu.  

Nakon pranja i sušenja korijena, dijelovi koji će se zasijavati, potapani su u 70% 

alkohol u trajanju 10-30 sekundi. Nakon toga se biljni materijal suši na filter papiru par 

minuta prije zasijavanja.  

Zasijane hranljive podloge su stavljane u inkubator (termostat) (BINDER, Njemačka) 

na temperaturu 20-22°C, nekoliko dana (7-10 dana), u mraku ili u uslovima smjene svjetlosti 

i mraka (12h bijelo svjetlo i 12h mrak). 

Zemljišne pseudogljive vrste roda Phytophthora su izolovane na nekoliko selektivnih 

hranljivih podloga. Urađena je komparacija procesa pravljenja podloga, morfoloških i 

odgajivačkih razlika na njima, kao i lakoće prilikom vizuelnog i mikroskopskog pregleda 

micelija gljiva gajenih na različitim hranljivim podlogama.  

Korišćene hranljive podloge za izolaciju patogena su: 

 
            

kukuruzno brašno 

CMA  - Corn Meal Agar (Hazen and Reed, 1955) 

40 g 
agar 15 g 
destilovana voda 1000 ml 
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Priprema

 

: Kukuruzno brašno se dodavalo u destilovanu vodu uz lagano miješanje 

vodeći računa da se ne naprave grudvice od kukuruznog brašna. Dodavan je agar i sve 

zajedno je sterilisano u autoklavu na 115°C tokom 15 minuta. Antibiotici: piramicin, 

ampicilin i rifampicin su se rastvarali u 1ml 95% etanola, dok su pentahloronitrobenzen 

(PCNB) i hymexazol se rastvarali u 10 ml sterilne, destilovane vode. Pripremljeni antibiotici 

su dodavani u prohlađenu podlogu. 

sok od povrća (paradajz) 

V8A - V8 agar (Strandberg, 1987)   

250 ml 
CaCO 5 g 3 
agar 15 g 
destilovana voda 1000 ml 

 

Priprema: U sok od smrznutog, oguljenog paradajza je dodavan CaCO3

 

 uz dobro 

miješanje od 15 minuta, a zatim centrifugiranje na 5000 rpm tokom 20 minuta i podešavanje 

pH vrijednosti na 7,5. Dodavala se destilovana voda do ukupne zapremine od 1000 ml i 

autoklaviralo na 120°C tokom 20 minuta. Antibiotici: piramicin, ampicilin i rifampicin su se 

rastvarali u 1ml 95% etanola, dok su PCNB i hymexazol se rastvarali u 10 ml sterilne, 

destilovane vode. Pripremljeni antibiotici su dodavani u prohlađenu podlogu. 

crveni pasulj (prethodno potopljen 10h u vodi) 

FBA - French Bean Agar (Dhingra and Sinclar, 1985) 

50 g 
agar 15 g 
destilovana voda 1000 ml 

 

Priprema

 

: Zrna crvenog pasulja su se potapali u 500 ml destilovane vode najmanje 10 

sati. Zatim se blenderom izmrvo, dodan je agar i ostatak vode do ukupnog volumena. 

Autoklaviralo se na 121°C, 15 minuta, vodeći računa da se u tikvice stavi manja količina da 

bi se izbjeglo curenje podloge izvan tikvice. Antibiotici: piramicin, ampicilin i rifampicin su 

se rastvarali u 1ml 95% etanola, dok su PCNB i hymexazol se rastvarali u 10 ml sterilne, 

destilovane vode. Pripremljeni antibiotici su dodavani u prohlađenu podlogu. 

mrkva  

CPA – Carrot Peace Agar (Werres et al., 2001) 

50 g 
agar 22 g 
destilovana voda 1000 ml 
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Priprema:

 

 Svježa, izrendana mrkva se zajedno sa agarom dodavala i dobro 

promiješala u 1000 ml destilovane vode i autoklavirala na 121°C u trajanju 15 minuta. 

Antibiotici: piramicin, ampicilin i rifampicin su se rastvarali u 1ml 95% etanola, dok su 

PCNB i hymexazol se rastvarali u 10 ml sterilne, destilovane vode. Pripremljeni antibiotici su 

dodavani u prohlađenu podlogu. 

5.4.2. Izolacija patogena iz zemljišta na hranljivu podlogu 

 
Izolacija patogena iz zemlje je obavljana primjenom mamaca (Parke and Lewis, 2007; 

Shishkoff, 2007), a kao mamac biljke korišćeni su listovi Rododendrona: R. variegatum 

(pontium group), R. morgenrot (yarush group), R. hybrid (Cosmopolitan), biljaka koje su od 

ranije poznate kao osjetljive (Bulajić et al., 2009, Themann and Werres, 1998, Themann et 

al., 2002). Listovi rododendrona korišćeni u ovu svrhu ne smiju prethodno biti tretirani 

pesticidima.   

Osjetljivost biljke Rododendron na Phytophthora spp., se ispoljava tako što pokazuje 

određene simptome u slučaju infekcije. Na listovima Rododendrona se pojavljuju difuzne 

smeđe do tamno smeđe tačke ili pjege, najviše na vrhovima listova ili cijeli list poprimi 

smeđu do crnu boju i dolazi do prijevremenog opadanja (OEPP/EPPO, 2006).    

Tokom pripreme uzoraka biljnog materijala, količina zemljišta koja se spira prilikom 

pranja korijenja maline je stavljana u plastične posude sa dovoljnom količinom vode. Uzorak 

saprane zemlje se prelije sa vodom u sloju od oko 1 cm iznad zemlje, tako da omogući 

plutanje lišća rododendrona na površini. Nakon potapanja uzoraka zemlje u vodu, bez 

miješanja, posude su stavljane nekoliko sati (2-3h) na ravnu površinu da se istaloži (zemlja 

slegne). Listovi rododendrona (5-6) su polagani na površinu vode, okrenuti sa naličjem lista 

prema zemlji (Slika 2) jer se na naličju nalazi veći broj stominih otvora i time se olakšava 

prodor patogena. Ovako postavljeno lišće je ostavljano na sobnoj temperaturi.  

 Nakon 5-7 dana, listovi su vađeni iz posude sa zemljom i vodom, ispirani sterilnom, 

destilovanom vodom i stavljani u Petrijeve posude u vlažne uslove (vlažni filter papir) i 

ostavljani na sobnoj temperaturi na inkubaciju. Tokom perioda inkubacije vršeno je dodatno 

vlaženje filter papira po potrebi, a lišće je povremeno pregledano radi provjere pojave 

nekrotičnih pjega. Simptomi nekroze listova rododendrona postajali su vidljivi nakon 

inkubacije (5-7 dana) u vlažnim i mračnim uslovima (Slika 3).  
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Slika 2. Listovi rododendrona postavljeni kao mamac biljka u posudi sa zemljom i  
             vodom radi izolacije patogena iz zemlje, izvor: originalna fotografija 

 

Ukoliko se u uzorku zemlje nalaze vitalne reproduktivne forme Phytophthora spp. (oospore, 

sporangije ili micelija u biljnim ostacima), u prisustvu odgovarajuće količine vode ostvaruje 

se zaraza listova rododendrona (pojava nekrotičnih pjega) iz kojih je tada moguće izvršiti 

izolaciju patogena. Dijelovi nekrotičnih pjega lista rododendrona, zajedno sa dijelom zdravog 

tkiva lista, su isijecani sterilnim nožem i stavljani na izolaciju na selektivnu ili neselektivnu 

hranljivu podlogu. 

 

  
Slika 3. Početak inkubacije listova rododendrona u vlažnim uslovima i pojava nekroze 
             nakon perioda inkubacije od 5-7 dana, izvor: originalne fotografije 
 

Porast micelije se pratio u narednih 5-7 dana u inkubatoru na temperaturi 19,5°C u 

mraku. Nakon porasta micelije, vršen je vizuelni pregled Petrijevih posuda, mikroskopski 

pregled morfoloških karakteristika micelije, uzgoj čistih kultura i formiranje kolekcije.  
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5.5. Mikroskopiranje 

5.5.1. Mikroskopiranje biljnih dijelova u laktofenolu 

 
Tokom 2008. godine mikroskopski pregled obojenih preparata u laktofenolu 

zaraženog korjenja maline vršen je pomoću mikroskopa Olympus model CX41 u Laboratoriji 

za virusologiju i mikologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. 

Laktofenol (Lactophenol Cotton Blue, LCB) se koristi za pripremu preparata za 

mikroskopski pregled gljiva. Laktofenol je plava, kisela boja koja se koristi za posmatranje 

inficiranih dijelova biljnog tkiva. Djeluje tako što fenol ubija živi organizam, mliječna 

kiselina čuva gljivičnu strukturu, dok pamuk plava boja, hitin koji je prisutan u ćelijskim 

zidovima gljiva, boji u intenzivnu plavu boju. 

Na biljnom tkivu gdje je došlo do napredovanja nekrotičnih lezija, žiletom su isječeni 

tanki dijelovi i stavljeni na predmetno staklo na koje je prethodno nanijeta kap 70% alkohola. 

Uzorak se uroni u kap alkohola što dovodi do izbacivanja vazduha zarobljenog između hifa, i 

dodaje se 1-2 kapi laktofenola (LCB) prije nego što se alkohol osuši. Pokrovno staklo se 

lagano spusti uz izbjegavanje stvaranja vazdušnih mjehurića. Preparat se na mikroskopu 

najprije posmatra pod manjim, a zatim pod većim uvećanjem. Prilikom posmatranja, tražene 

su okrugle oospore sa zadebljalim zidovima, unutar zaraženog biljnog tkiva. 

Pravljenje preparata od zaraženog dijela korjena maline u laktofenolu je vršeno radi 

prosvjetljavanja i pregleda prisustva oospora. Laktofenol je pogodan fluid za preparovanje jer 

ne dovodi do bubrenja niti plazmolize biljnog tkiva (Booth, 1971).  

Priprema laktofenola je vršena po sljedećoj recepturi (Siddiq, 2000): 

 

mliječna kiselina 

Laktofenol  (Amann, 1896) 

20 g 
kristali fenola  20 g 
glicerin 40 g 
destilovana voda    20 ml 

 

Priprema:

 

 Kristali fenola su se pomiješali u vodi i zagrijavali da se rastope, a zatim se 

dodavala mliječna kiselina i glicerol. Po potrebi, dodavano je malo boje, npr. 0,05 g/100 ml 

pamuk plave (cotton blue) ili tripan plave (trypan blue). Laktofenol se čuvao u tamnoj boci 

jer je toksična supstanca. 
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5.5.2. Mikroskopski pregled izolata sa hranljivih podloga  

 
Mikroskopski pregled razvijenih micelija na hranljivim podlogama vršen je u 

Laboratoriji za virusologiju i mikologiju, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu, pomoću 

mikroskopa marke Olympus model CX41 i aparata za snimanje Camedia C-7070, 7.1 mega 

pixela, dok je u Laboratoriji za mikroskopiju, Poljoprivrednog fakulteta u Banjaluci korišćen 

mikroskop marke Nikon SMZ 745T digital Sight DS Type 104.  

Mikroskopskim pregledom praćene su morfološke karakteristike razvijene micelije u 

Petrijevim posudama i na privremenim mikroskopskim preparatima. Mikroskopski je 

pregledan 381 izolat patogena iz biljnog materijala maline i 348 izolata patogena iz zemlje.  

Vizuelnim pregledom Petrijevih posuda i mikroskopskim pregledom morfoloških 

osobina, praćeni su: izgled, struktura, boja micelije i pojava micelijarnih konstrukcija, 

hlamidospora (bespolnih spora) i oospora (polnih spora). Tokom eksperimenta nije vršeno 

praćenje brzine porasta micelije, jer se morfologijom obuhvatio pregled izgleda micelije, a 

krajnji cilj je bio ovladati novim, savremenijim i bržim metodama detekcije. 

 

5.6. Izolacija čistih kultura i formiranje kolekcije izolata 

 
Čista kultura vodi porijeklo od jedne ćelije uzete sa vrha hife i zasijane na hranljivu 

podlogu u epruvetu na kosi agar (CPA), i može da se čuva u uslovima frižidera nekoliko 

mjeseci (oko 3 mjeseca na -4°C). 

Za izolaciju čistih kultura uzimana je micelija sa CPA hranljive podloge koja je bila 

stara nekoliko dana (2-3 dana). Pod mikroskopom su odabirane pojedinačne, izdvojene hife i 

pomoću sterilnog nastavka za pipetu zajedno sa malim komadom agara se izdvajao vrh hife 

(hyphal tip). Vrh hife se prebacivao na drugu sterilnu CPA hranljivu podlogu u novu 

Petrijevu posudu.  

Nakon nekoliko dana (2-3 dana) porasta micelije iz vrha hife, sterilnim skalpelom se 

isjecao komadić (0,5 x 0,5 mm) i prebacivao na kosi agar u epruvetu, koja se zatvori čepom i 

dobijena kolekcija se čuvala u uslovima frižidera nekoliko mjeseci. Protokol za formiranje 

kolekcije izolata je jednostavan, mala je mogućnost kontaminacije, a za izvođenje procedure 

potrebni su lako dostupni materijal i laboratorijski aparati.  

Dobijena kolekcija (187 izolata iz korijena i 62 izolata iz mamac biljaka) je korišćena 

za čuvanje određenih izolata, njihovo dodatno testiranje, a obnavljala se na svaka 3 mjeseca.  
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5.7. Serološke metode 

 
Serološkom ELISA metodom detektovana je prisutnost i rasprostranjenost 

Phytophthora spp. tokom 2011-2013. godine u proizvodnim zasadim ali i u rasadnicima. 

 

5.7.1. Imunoenzimska metoda na ploči (DAS–ELISA)  

 
Metode detekcije različitih patogena zasnovane na njihovim antigenim osobinama 

imaju veliki značaj i primjenu, naročito imunoenzimske kao što je standardna, direktna DAS-

ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay).  

Princip ELISA testa za detekciju fitopatogenih organizama zasniva se na primjeni 

antitijela specifičnih za patogena (IgG) koja se vezuju za površinu mikrotitarske ploče, za 

njih se selektivno vezuje antigen iz uzorka, a zatim se nanose specifična antitijela povezana 

sa enzimom. Prisustvo enzima (alkalna fosfataza ili peroksidaza) detektuje se odgovarajućom 

promjenom boje supstrata.  

Za detekciju Phytophthora spp. korišćena je standardna, DAS–ELISA prema 

uputstvima proizvođača 2 dijagnostička ELISA kita:  

1. Phytophthora PathoScreen Kit - AGDIA Icorporated, Indiana USA 

http://www.agdia.com 

2. AGRISCREEN – Phytophthora spp. 96 WELL ELISA DETECTION KIT - 

ADGEN Phytodiagnostics Ltd, United Kingdom; http://www.neogeneurope.com.  

 

Zajednička osobina oba ELISA kita je da su namijenjena za detekciju Phytophthora 

na nivou roda i ne mogu se izvršiti detekcija na nivou vrste. 

Razlika između ova dva testa ogleda se u upotrebi različitih enzima (alkalna fosfataza 

ili peroksidaza), obojenosti pozitivnih uzoraka (žuta ili plava boja), korišćenje na 

spektrofotometru različitih filtera za očitavanje apsorpcije na različitim talasnim dužinama 

(405nm ili 605-650nm) i dužini trajanja cjelokupne procedure.  

Šematski prikaz procedure AGDIA i ADGEN ELISA testa u koracima, prikazan je u 

Tabeli 5. 

 
 
 
 
 

http://www.agdia.com/�
http://www.neogeneurope.com/�
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Tabela 5. Šematski prikaz procedure AGDIA i ADGEN ELISA testa   

 

5.7.1.1. AGDIA 

 
AGDIA kit je namijenjen za detekciju pseudogljiva roda Phytophthora u biljnim 

uzorcima (lišće, peteljka, stabljika, korijenov vrat) i za testiranje uzoraka micelije gljive 

razvijene na hranljivim podlogama.  

DAS–ELISA izvedena je po sljedećem postupku, preporučenom od strane 

proizvođača, a za analizu su korišćeni simptomatični biljni dijelovi kao i strugotina gljive sa 

hranljive podloge. Biljno tkivo se macerira u vrećicama za ekstrakciju ili u avanu sa 

ekstrakcionom puferu u omjeru 1:10 (g biljnog tkiva : ml zapremine pufera). Ukoliko se 

koristila micelija gljiva, pravio se omjer 1:50 tako da se gljiva sastruže sa 1cm2 hranljive 

podloge i razrijedi u 500 µl ekstrakcionog pufera. Test bunarčići na mikrotitartskoj ploči su 

prethodno oblagani sa prečišćenim, specifičnim poliklonalnim antitijelima specifičnim za rod 

Phytophthora. Na ploču se nanosilo po 100µl pripremljenog ekstrakta u 2 bunarčića, za svaki 

uzorak, za pozitivnu i negativnu kontrolu, kao i za rastvor ekstrakcionog pufera. Nanešena 

ploča se ostavljala da inkubira 2 sata na sobnoj temperaturi ili se stavi preko noći u frižideru 

AGDIA ADGEN 
Bunarčići na  polistirenskoj mikrotitartskoj 
ploči su prethodno obloženi sa specifičnim 

poliklonalnim antitijelima  
↓  

Bunarčići na polistirenskoj mikrotitartskoj  
ploči su prethodno obloženi prečišćenim, 

specifičnim antitijelima  
↓  

Doziranje uzoraka i svih kontrola,  
inkubacija (2h ili preko noći na -4°C) 
                            ↓ ispiranje ploče 7x 

Doziranje uzoraka i svih kontrola, 
inkubacija (30 min. na sobnoj temperaturi) 

                             ↓ ispiranje ploče 3x 

Doziranje monoklonalnog antitijela 
konjugovanih alkalnom fosfatazom,  

inkubacija (2h) 
                    ↓ ispiranje 8x 

Doziranje konjugata hrenove peroksidaze 
(HRP – horseradish) enzima,        

inkubacija (30 min. na sobnoj temperaturi) 
                           ↓ ispiranje ploče 4x 

Doziranje u bunarčiće pNPP supstrata 
(zaštititi od izvora svjetlosti) 

                                ↓ inkubacija (60 min.) 

Doziranje u bunarčiće supstratnog rastvora, 
inkubacija (30 min. na sobnoj temperaturi) 

                             ↓ dodati stop-rastvor 
Lagano ručno miješati 10 sekundi 

Očitavanje (nakon 1h, 2h, sutradan) 
vizuelno ili spektrofotometrom (na 405nm)  

Očitavanje (30, 60, 90 min.) vizuelno ili 
spektrofotometrom (na 605-650nm)  

Razvijanje žute boje u bunarčićima Razvijanje plave boje u bunarčićima 

Cjelokupna procedura se završava u 2 dana Cjelokupna procedura se završava u 1 danu 
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na 4°C. Uzorci višegodišnjih biljaka daju jače obojenje ukoliko se inkubiraju tokom noći. Po 

završetku inkubacionog perioda, ploča se ispere 7 puta puferom za ispiranje. Potom se dodaju 

monoklonalna antitijela povezana (konjugovana) sa alkalnom fosfatazom i ona se vezuju za 

antigene Phytophthora iz uzorka. Konjugovani enzim alkalne fosfataze se uvijek priprema 10 

minuta prije upotrebe, a rastvara se u ECl puferu u omjeru 1:100 (100µl enzima: 10 ml 

pufera) i obavezno promućka. U bunarčiće se unosi po 100µl enzim konjugovane alkalne 

fosfataze i inkubira 2 sata na sobnoj temperaturi. Po završetku inkubacije, vrši se ispiranje 8 

puta i na kraju se u ploču dodaje supstrat. U supstratnom puferu se rastvori pNPP tableta (p–

nitrofenilfosfat), dodaje 100 µl po bunarčiću i inkubira 60 min., vodeći računa da se ne izlaže 

svjetlosti jer može doći do bojenja negativnih uzoraka.  

Ukoliko je u bunarčiću prisutna alkalna fosfataza, odnosno ukoliko se konjugat vezao 

za antigene Phytophthora iz uzorka, doći će do bojenja bunarčića. Nakon inkubacije u 

trajanju od 60 minuta, vrši se vizuelizacijom i mjerenjem apsorpcije na 405nm, pomoću 

spektrofotometra (ChroMate Multichannel Microplate Reader). Očitavanje rezultata se vrši 

nakon 1h, 2 h i sutradan. Očitavanje rezultata se može vršiti sve dok su bunarčići sa 

negativnom kontrolom vizuelno bez promjene boje.  

Receptura pufera za AGDIA DAS-ELISA test se nalazi u Prilogu 6. 

Testiranjem Phytophthora PathoScreen Kit - AGDIA (Icorporated, Indiana USA) 

moguće je detektovati sljedeće vrste roda Phytophthora: P. cactorum, P. cambivora, P. 

capsici, P. cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. dechsleri, P. 

erythroseptica, P. fragariae, P. infestans, P. megasperma, P. palmivora, P. parasitica, P. 

ramorum i P. sojae.  

AGDIA kit ne reaguje na vrste roda: Aspergillus, Fusarium, Monilinia, Penicillium, 

Rhizoctonia i Sclerotinia, kao i na sljedeće vrste roda Pythium: P. aphanidermatum, P. 

catenulatum, P. heterothalicum, P. irregulare, P. oligandrum, P. spinosum, P. splendens, P. 

torulosum, P. ultimum i P. ultimum var. ultimum.  

Umjerena unakrsna reakcija (10-35%) je moguća kod čistih kultura vrsta roda 

Pythium: P. aristosporum, P. arrhenomanes, P. graminicola, P. paroecandrum i P. violae. 

Slaba unakrsna reakcija (˂10%) je moguća kod čistih kultura vrsta roda Pythium: P. 

multisporum, P. myriotylum, P. sylvaticum, P. tardicrescens i P. vanterpooli. 
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5.7.1.2. ADGEN 

 
ADGEN kit je namijenjen za detekciju Phytophthora spp. koristeći biljni materijal 

(oko 5 cm korijena) ili micelija gljive razvijene na hranljivim podlogama. Prema preporuci 

proizvođača, uzorci su pripremani homogenizacijom materijala za testiranje u ekstrakcionim 

vrećama sa filterom, u koje se doda 4 ml ekstrakcionog pufera u razrijeđenju 1:5 (g biljnog 

tkiva: ml zapremine pufera). Nakon toga vrši se nanošenje ekstrakta ispitivanih uzoraka, 

komercijalna negativna i pozitivna kontrola na polistirensku ploču. Na ploči, svaki ispitivani 

uzorak, negativna i pozitivna kontrola su unijete u 2 bunarčića po 100µl ekstrakta. Nanešena 

ploča se ostavi da inkubira najmanje 30 minuta na sobnoj temperaturi. Po završetku 

inkubacionog perioda, ploča se ispere 3 puta puferom za ispiranje. Posle ispiranja, u 

bunarčiće se unosi po 100µl konjugovanih antitijela. U ovom slučaju, enzim-konjugat je 

hrenova peroksidaza (HRP) - horseradish. Ploča se ostavi da inkubira najmanje 30 minuta na 

sobnoj temperaturi. Poslije inkubacije, mikrotitarske ploče ispiraju 3 puta puferom za 

ispiranje, a zatim je u svaki bunarčić unosi po 100µl komercijalno pripremljenog supstratnog 

rastvora. Ploča se inkubira na sobnoj temperaturi 30 minuta. Enzimska aktivnost je mjerena 

dodavanjem supstrata, kada se razvija plava boja u prisustvu enzima. Razvoj boje je direktno 

proporcionalan količini patogena u početnom ekstratku ispitivanog uzorka. Na kraju se u 

svaki bunarčić dodaje stop-rastvor u količini 100µl i lagano se ručno promućka 10 sekundi. 

Očitavanje rezultata praćeno je vizuelno i merenjem apsorpcije na 605-650nm na 

spektrofotometru (ChroMate Multichannel Microplate Reader). Očitavanje se vrši poslije 30 

min, 60 min i 90 min, a obavezno se završava 90 minuta od nanošenja stop-rastvora.   

Za ekstrakciju uzoraka iz biljnog materijala ili micelije sa hranljive podloge, koristi se 

univerzalni pufer za ekstrakciju, kao i pufer za ispiranje pločica, koji su isti za oba DAS-

ELISA testa, recepture ostalih pufera u Prilogu 7.  

Testiranjem AGRISCREEN – Phytophthora spp. 96 WELL ELISA DETECTION 

KIT - ADGEN Phytodiagnostics Ltd (United Kingdom) moguće je detektovati vrste roda 

Phytophthora kao što su: P. cactorum, P. cambivora, P. syringae, P. cinnamomi, P. citricola, 

P. citrophthora, P. cryptogea, P. dechsleri, P. erythroseptica, P. fragariae, P. infestans, P. 

megasperma, P. boehmeriae, P. palmivora, P. parasitica, P. ilicis, P. lateralis, P. quininea, 

P. vignae, P. gonapodyides, P. pseudostsugae, P. parasitica var. nicotiana, P. megasperma 

f.sp. glycinae,  P. megasperma f.sp. trifolii i P. megasperma f.sp. medicaginis.  

ADGEN kit je visoko specifičan za vrste roda Phytophthora i ne reaguje na druge 

rodove gljiva kao što su: Rhizopus, Mortierella, Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia i većina 
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vrsta roda Pythium. Značajnu unakrsnu reakciju moguće je dobiti kod čistih kultura Pythium 

coloratum i P. vexans, dok slabu reakciju moguće je dobiti kod P. aphanidermatum, P. 

dissotochem i P. ultimum.  

 

5.7.2. Specifičnost i senzitivnost korišćenih ELISA kitova i analiza ROC krive 

 
Specifičnost se definiše kao sposobnost instrumenta da pokaže negativan rezultat kod 

uzoraka koji zaista posjeduju odsustvo patogena.  

Specifičnost se izražava kao proporcija negativnih uzoraka, koji su na instrumentu 

postigli rezultat ispod graničnog rezultata, tj. kao proporcija tačnih negativnih rezultata u 

odnosu na negativan uzorak (negativnu kontrolu). 

 
SN – stvarno negativni uzorci 
LP - lažno pozitivni uzorci 
 

Senzitivnost (osjetljivost) je definisana kao sposobnost instrumenta da pokaže 

pozitivan rezultat kod uzoraka koji zaista posjeduju prisustvo patogena.  

Senzitivnost se izražava kao proporcija pozitivnih uzoraka, koji su na instrumentu 

postigli rezultat iznad graničnog rezultata, tj. kao proporcija tačnih pozitivnih rezultata u 

odnosu na negativan uzorak (negativnu kontrolu). 

 
SP – stvarno pozitivni uzorci 
LN - lažno negativni uzorci 

 

Statistička tehnika koja ima za cilj utvrđivanje granične vrijednosti nekog testa koji 

daje najbolji odnos specifičnosti i senzitivnosti, naziva se analiza ROC krive (Engl. Receiver 

Operating Characteristic Curve - ROC kriva). ROC kriva je grafički prikaz senzitivnosti i 

specifičnosti za svaki mogući granični rezultat na testu u koordinatnom sistemu gdje su na 

ordinati (y) prikazane vrijednosti senzitivnosti, a na apscisi (x) vrijednosti specifičnosti 

oduzete od 1 (Raslich et al., 2007). 

ROC kriva (statistička tehnika koja ima za cilj utvrđivanje granične vrijednosti nekog 

testa) se upotrijebila za odabir optimalne granične vrijednosti koja minimalno smanjuje 
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postotak lažno pozitivnih i lažno negativnih rezultata. Na ROC krivoj optimalna tačka 

smještena na položaju koja je na krivoj najbliža gornjem lijevom uglu dijagrama. Odnosno, 

potpune performanse dijagnostičke metode su veće što je površina ispod ROC krive bliža 

jedinici. Grafički prikaz ROC krive izražava uticaj variranja vrijednosti na specifičnost i 

senzitivnost testova (Raslich et al., 2007).  

Ako je pojava koju mjerimo takva da se ne razlikuje, onda naš test ima šanse 50:50% 

da slučajno „pogodi“ koji je uzorak pozitivan, a koji negativan, i koju god graničnu vrijednost 

na testu da uzmemo, proporcija ispravno klasifikovanih ostaje ista. Ova situacija bi na ROC 

grafikonu bila predstavljena dijagonalnom linijom koja spaja donji lijevi i gornji desni ugao, 

odnosno dvije nulte tačke. Ova dijagonala se obično zove dijagonala slučajnog ishoda (engl. 

chance diagonal) (Krzanowski and Hand, 2009). 

Analizom ROC krivom obuhvaćeni su rezultati oba komercijalna ELISA testa 

(AGDIA i ADGEN) dobijena testiranjem izolata iz micelije zasijavanjem korijena maline i 

micelije iz mamac biljaka radi izolacije patogena iz zemlje.  

Obrada rezultata svih analizа је rađenа u statističkom programu SPSS Statistics (The 

Software Package for Statistical Sciences) verzija 21.  
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5.8. Molekularne metode 

 
Da bi se skratilo vrijeme analize, razvijene su brojne metode zasnovane na (lančanoj 

reakciji polimeraze) PCR koje mogu specifično i dovoljno osetljivo da utvrde prisustvo i 

naprave razliku između srodnih vrsta roda Phytophthora (Tomlinson et al., 2005). Metode 

zasnovane na PCR mogu da otkriju veoma male količine ciljane DNK tako što se više puta 

umnožava dio (fragment) DNK koji se nalazi između dva regiona poznate nukleotidne 

sekvence u prisustvu DNK polimeraze kao katalizatora. 

Nakon ekstrakcije ukupne DNK iz biljnog materijala i micelije, rađen je PCR 

(konvencionalni, nested, za direktno sekvenciranje) poslije čega je elektroforetskim 

razdvajanjem u agaroznom gelu vršena vizuelizacija rezultata pod lampom sa UV svjetlom.  

 Nakon toga, vršeno sekvenciranja amplifikovanih fragmenata, utvrđena je njihova 

filogenetska sličnost sa sekvencama dostupnim u NCBI (National Centre for Biotechnology 

Information, Bethesda, Maryland, USA) bazi podataka.  

  

5.8.1. Ekstrakcija ukupne DNK  

 
Ukupne DNK su ekstrahovane sa sljedećim metodama:  

1. Ekstrakcija ukupne DNK iz korijena i micelije pomoću Qiagen kita 

2. Ekstrakcija DNK iz micelije po protokolu Cooke and Duncan (1997) 

3. Ekstrakcija ukupne DNK iz korijena maline i prečišćavanje (Koprivica et 

            al., 2009; Cooke et al., 2000) 

 

5.8.1.1. Ekstrakcija ukupne DNK pomoću Qiagen kita 

 
Ekstrakcija ukupne DNK iz zaraženog biljnog tkiva upotrebom DNEasy Plant Mini 

kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) je vršena tako što se biljni materijal ili micelija gljive smrvi 

u fini prah uz upotrebu tučka i avana nanoseći tečni azot. Prah se prebacivao u kolekcionu 

tubu i ostavljan da tečni azot ispari, vodeći računa da se uzorak ne otopi i odmrzne. 

Dodavano je 400 μl pufera AP1 i 4 μl RNase A stok rastvora (100 mg/ml) na 100 mg vlažnog 

tkiva ili 20 mg suvog praha, zatim je jako promiješano na vorteksu ili su pipetiranjem 

razbijani fragmenti čije prisustvo dovodi do nižeg prinosa DNK. Mješavina je inkubirana na 

65ºC u trajanju od 20 min uz miješanje 2-3 puta okretanjem mikrotuba, u ovom koraku je 

dolazilo do raspadanja membrane biljne ćelije. Zatim je lizatu dodavano 130 μl AP2 pufera, 
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promiješano i inkubirano 5 min. na ledu. Ovaj korak služi za taloženje deterdženata, proteina 

I polisaharida. Centrifugiranje 5 min. na 20 000 g ili 14 000 rpm, a poslije centrifugiranja, 

lizat je pipetiran u QIAshredder mini spin kolone (lila boje) i centrifugiran 2 min. na 20 000 g 

ili 14 000 rpm. QIAshredder spin mini kolonama se uklanjala većina taloga i ostataka biljnog 

tkiva, ali manja količina je prolazila i formirala talog na dnu kolekcione tube. U sljedećem 

koraku se pazilo da se talog ne dodirne.  

Supernatant iz prethodnog koraka se prebacivao u novu kolekcionu tubu, dobijano je 

oko 450 μl lizata, a zatim se dodavala 1,5 zapremina AP3/E pufera u lizat i miješalo 

pipetiranjem. Pipetirano je 650 μl mješavine iz prethodnog koraka, u DNeasy mini spin 

kolonu od 2 ml, centrifugirano 1 min. na brzini većoj od 6 000 g ili 8 000 rpm, a tečnost koja 

prođe kroz filter je odbacivana. Ista kolekciona tuba je korišćena i za ostatak uzorka. Tečnost 

koja prođe kroz filter je odbacivana, a DNeasy mini spin kolona je stavljana u novu 

kolekcionu tubu od 2 ml. Dodavano je 500 ml AW pufera i centrifugirano na brzini većoj od 

6 000 g ili 8 000 rpm. Tečnost koja prođe kroz kolonu je odbacivana, a tuba korišćena u 

sljedećem koraku.  

Dodavano je 500 μl pufera AW u DNeasy mini spin kolonu i centrifugirano 2 min. na 

20 000 g ili 14 000 rpm radi sušenja membrane. Važnost sušenja membrane u koloni je što 

etanol koji ostane, može ometati dalje reakcije. Odbacivana je tečnost, a poslije 

centrifugiranja, DNeasy mini spin kolone su pažljivo vađene iz kolekcione tube, da ne bi 

došlo do kontakta sa tečnošću koja je prošla kroz kolonu.   

DNeasy mini spin kolona je prebacivana u 1,5 ili 2 ml tubu za mikrocentrifugiranje i 

pipetirano je 100 μl AE pufera direktno na membranu. Inkubirano je 5 min. na sobnoj 

temperaturi (15-20ºC), a zatim centrifugirano 1 min. na brzini većoj od 6 000 g ili 8 000 rpm 

da bi došlo do rastvaranja. Prethodni korak je ponavljan, s tim da je za drugi krug rastvaranja, 

korišćena odvojena kolekciona tuba. Ekstrahovana DNK je čuvana na -20ºC. 

 

5.8.1.2. Ekstrakcija DNK iz micelije 

 
Prema protokolu Cooke and Duncan (1997) u sterilne 2 ml mikrotube je stavljano 0,1 

g svježe micelije, vodeći računa da se struganjem zahvati što manja količina hranljivog agara. 

U mikrotube je dodavano 10 mg PPVP (polyvinilpolypyrrolidone) i 750 µl pufera za 

ekstrakciju (0,2M Tris-HCl pH 8, 0,25M NaCl, 0,025M EDTA pH8, 0,5% SDS). Sterilnim, 

plastičnim mikro-tučkom je macerirano nekoliko minuta, dodavano je 500 µl 

fenol/hloroform/izoamil alkohola u omjeru 25:24:1 i lagano je mućkano 2 minute. Nakon 
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toga, centrifugirano je 5 min. na 13 000 rpm i tečna faza je prebacivana u nove mikrotube 

(oko 650 µl). Mikrotuba je dopunjavana sa isopropanolom (ohlađenim na -20°C) do vrha 

(oko 650 µl) i lagano mućkana. Centrifugirano je 10 min. na 13 000 rpm i odstranjivan je 

supernatant. Talog je ispiran dodavanjem 1 ml 70% etanola i laganim mućkanjem mikrotube. 

Ponovno centrifugiranje 2 min. na 13 000 rpm i pažljivo je odlivan etanol iz mikrotube, a 

sušenjem (1-2h) na papiru na sobnoj temperaturi u laminarnoj komori eliminisan je ostatak 

etanola.  

 

U mikrotubu sa peletom je dodavano 100 µl sterilne, destilovane vode i čuvano na 

temperaturi -20°C. 

5.8.1.3. Ekstrakcija ukupne DNK iz korijena maline i prečišćavanje 

 
Najprije je korijen maline opran pod tekućom vodom, da bi se uklonili ostaci zemlje, 

kamenja i druga prljavština  i stavljen na papir da se osuši. Odvagano je 2,5-3,0 g čistog 

korijenja, birani su sitni korjenčići sa mjesta na kojem su uočavane ružičasto mrke promjene 

boje sa jasnom razlikom između zdravog i oboljelog dijela tkiva. Usitnjavano je korijenje u 

avanu, korišćenjem tečnog azota, do dobijanja finog praha. Usitnjeni korijen je stavljan u 

mikrotubu i čuvan na -20°C.  

Za ekstrakciju ukupne DNK iz korijena maline, najprije je u sterilnu mikrotubu od 2 

ml stavljano 0,02-0,04 g nerastvorenog PPVP (polyvinylpolypyrrolidon) vodeći računa da ne 

dodiruje zidove jer je statičan. U mikrotubu je dodavano 0,05-0,08 g usitnjenog korijenja i 

1,2 ml ekstrakcionog pufera. Mikrotube su ručno prevrtane 10 min., a zatim centrifugirane 5 

min. na 13 000 rpm. Supernatant (oko 750 µl) je prebacivan u nove mikrotube vodeći računa 

da se ne otpipetira čvrsti dio. Percipitacija DNA je nastajala dodavanjem u supernatant 

jednake količine 100% isopropanola (ohlađen na temp. -20°C), zatim se mikrotuba 3-4 puta 

prevrne da bi se sadržaji izmješali, nakon čega je slijedila inkubacija 10 min. na -20°C. 

Centrifugirano je 5 min. na 13 000 rpm, eliminisan je supernatant i provjeravano da li se talog 

nalazi na jednoj strani mikrotube. Resuspendovanje taloga u 70% etanola (mikrotuba se 

punila skoro do vrha) uz miješanje da bi se odvajao od zida mikrotube. Ponovno 

centrifugiranje 2 min. na 13 000 rpm  i pažljivo je odlivan etanol iz mikrotube, a sušenjem (1-

2h) na papiru na sobnoj temperaturi u laminarnoj komori eliminisan je ostatak etanola. 

Potpuno osušeni talog je resuspendovan u 500 µl sterilne, destilovane vode i čuvan na -20°C 

(Schlenzig et al., 2005; Koprivica et al., 2009).  
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Prečišćavanje DNK nakon ekstrakcije iz korijena maline je vršeno tako da je u 

mikrotube od 1,5 ml sa ekstrahovanom DNK, dodavano 400 µl 24:1 hloroform:izoamil 

alkohol, promućkano 20x i centrifugirano 5 min. na 10 000 rpm. Prečišćene, tečne faze 400 

µl je odpipetirano u novu mikrotubu i dodano 200 µl 5M NaCl i 600 µl isopropanola 

(ohlađenog na -20°C). Sve je promućkano 20x i ohlađeno 15 min. na -20°C da bi DNA 

percipitirala. Centrifugirano je 5 min. na 10 000 rpm, eliminisana tečna faza, a talog je 

resuspendovan u 400 µl etanola uz miješanje da bi se odvajao od zida mikrotube. Ponovno 

centrifugiranje 5 min. na 10 000 rpm i pažljivo je odliven etanol iz mikrotube, a sušenjem (1-

2h) na papiru na sobnoj temperaturi u laminarnoj komori eliminisan je ostatak etanola. Talog 

je resuspendovan u 100 µl sterilne, destilovane vode i čuvan na -20°C (Koprivica et al., 2009; 

Cooke et al., 2000

 

).  

5.8.2. PCR (

 

Polymerase Chain Reaction – lančana reakcija polimeraze) 

Za detekciju Phytophthora su upotrijebljene sljedeće PCR metode: 

1. Konvencionalni PCR (sa PureTaq Ready-To-Go tubicama) 

2. Nested PCR (sa PureTaq Ready-To-Go tubicama) 

3. PCR bez PureTaq Ready-To-Go tubica. 

 

5.8.2.1. Konvencionalni PCR  

 
Metoda konvencionalnog PCR je korišćena za testiranje DNK uzoraka primjenom 

„univerzalnih" Phytophthora prajmera (Tabela 6), gdje ITS6 prajmer, zajedno sa dva ITS7 i 

ITS8 prajmera, daje produkt veličine fragmenta 820 bp, koji je specifičan samo za vrste roda 

Phytophthora. Modifikovani „Univerzalni” Phytophthora prajmeri amplifikuju ITS (Internal 

Transcribed Spacers) sekvence od gotovo svih Phytophtora vrsta i ni jednog drugog roda. 

ITS sekvence predstavljaju dio gena koji kodira ribozomalnu DNK (rDNA) i varira između 

različitih vrsta (Koprivica et al., 2009). ITS sekvenca predstavlja dio gena koji kodira 18S 

ribozomalnu DNK (rDNK) i razlikuju se među vrstama.  

Pajmeri ITS6, ITS7, ITS8 su verzija „univerzalnih” ITS prajmera ITS5, ITS2 i ITS3 

(White et al., 1990) koji su modifikovani od strane D. E. L. Cooke i unaprijeđeni za 

amplifikaciju rDNA Oomyceta (Koprivica et al., 2009).  
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Tabela 6. Modifikovani „univerzalni" Phytophthora prajmeri za konvencionalni PCR 

Ciljna 
sekvenca 

Naziv 
prajmera Sekvenca 5' - 3' Veličina 

fragmenta 
Literaturni 

izvor 
ITS 

region ITS6 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG 

820 bp Cooke et al., 
2000 

ITS 
region ITS7 AGCGTTCTTCATCGATGTGC 

ITS 
region ITS8 GCACATCGATGAAGAACGCT 

 

PCR reakcije su obavljane u finalnoj koncentraciji od 25 µl, a reakciona mješavina 

(master mix) se dodavala u PureTaq Ready-To-Go-PCR tubice (Thermo Fisher Scientific), a 

sadržavala je 19 μl sterilne destilovane vode, 1 μl ITS6 prajmera (10 μM),  0.5 μl ITS7 

(10μM) i ITS8 (10 μM) prajmera, 5 μl ekstrahovane DNK (razrijeđene 10 puta). 

Umnožavanje je obavljano u termosajkleru (ABI Applied Biosystems GeneAmp PCR 

System 9700) po sljedećem protokolu: početna denaturacija 2 min. na 94°C, slijedi 35 ciklusa 

denaturacije 30 s na 95°C, vezivanje prajmera za jednolančanu DNK (aniling) 30 s na 59°C, 

izduživanje (elongacija) 1 min. na 72°C i završno izduživanje 10 min. na 72°C.  

 

5.8.2.2. Nested PCR (Nested Polymerase Chain Reaction) 

 
Za nested PCR korišćena su dva seta prajmera (ITS4/DC6 i DC1/DC5) za dvije PCR 

reakcije. Prvi set prajmera (ITS4 i DC6) je specifičan za sve vrste roda Phytophthora i druge 

srodne rodove kao što su Pythium i prouzrokovača plamenjače, koje pripadaju redu 

Peronosporales u okviru klase Oomycetes (Lacourt et al., 1997; Hawksworth et al., 1995) 

bez amplifikacije biljne DNK (Cooke et al., 2000). Dakle, prajmeri ITS4 i DC6 (Tabela 7) za 

prvi krug PCR reakcije daje produkt veličine fragmenta 1 310 bp bilo koje vrste roda 

Phytophthora, uključujući i druge Oomycetes (Schlenzig et al., 2005, Koprivica et al., 2009). 

Ovim parom prajmera amplifikuju se dijelovi 18S i 28S podjedinica i cjelokupni ITS1 i ITS2 

region, kao i 5.8S podjedinica (Cooke et al., 2000). 

 
Tabela 7. Opšti (generic) prajmeri za direktni PCR (prvi ciklus) 

Genski 
region 

Naziv 
prajmera Sekvenca 5' - 3' Veličina 

fragmenta 
Literaturni 

izvor 
ITS 

region ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
1 310 bp 

White et al., 
1990 

ITS 
region DC6 GAGGGACTTTTGGGTAATCA Bonnants et 

al., 1997 
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Univerzalni prajmeri za nested PCR reakciju (drugi ciklus), DC1 i DC5 amplifikuju 

produkt dužine 533 bp (Tabela 8) specifičan samo za Phytophtora fragariae za malinu i 

jagodu (Duncan et al., 1990, Schlenzig et al., 2005).  

 
Tabela 8. „Univerzalni" prajmeri za nested PCR (drugi ciklus) 

Genski 
region 

Naziv 
prajmera Sekvenca 5' - 3' Veličina 

fragmenta 
Literaturni 

izvor 
ITS 

region DC1 CTTAGTTGGGGGCCTGTCT 
533 bp Bonnants  

et al., 1997 ITS 
region DC5 CGCCGACTGGCCACACAG 

 

Prva PCR reakcija je obavljana u finalnoj koncentraciji od 25 µl, a reakciona 

mješavina (master mix) je dodavana u PureTaq Ready-To-Go-PCR tubice, a sadržavala je 19 

μl sterilne destilovane vode, 0,5 μl DC6 (10μM) prajmera i 0,5 μl ITS4 (10 μM) prajmera, 5 

μl ekstrahovane DNK (razrijeđene10 puta). 

Druga, nested PCR reakcija je obavljana u finalnoj koncentraciji od 25 µl, a reakciona 

mješavina je dodavana u PureTaq Ready-To-Go-PCR tubice, a sadržala je 19 μl sterilne 

destilovane vode, 0,5 μl DC1 (10μM) prajmera i 0,5 μl DC5 (10μM)  prajmera, 5 μl DNK iz 

prvog ciklusa (razrijeđene 50 puta). 

Umnožavanje produkata za nested PCR (za oba ciklusa) je vršeno u termosajkleru po 

sljedećem programu: početna denaturacija 2 min. na 94°C, slijedi 35 ciklusa denaturacije 30 s 

na 95°C, vezivanje prajmera za jednolančanu DNK (aniling) za prvi ciklus PCR na 56°C, a za 

drugi ciklus PCR na 66°C u trajanju od 30 s, izduživanje (elongacija) 30 s na 72°C i završno 

izduživanje (elongacija) 10 min. na 72°C.  

 

5.8.2.3. PCR bez PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica 

 
PCR protokol bez upotrebe PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica je korišćen za 

identifikaciju Phytophthora spp. iz inficiranog biljnog tkiva. Ekstrakcija DNK iz zaraženog 

biljnog tkiva vršena je klasičnim protokolom za ekstrakciju ili upotrebom DNEasy Plant Mini 

kit-a (Qiagen, Hilden, Germany).  

PCR za direktno sekvenciranje se odvijao u dva ciklusa, gdje je u prvom ciklusu 

korišćen DC6/ITS4 par prajmera, a za drugi ciklus je korišćen PCR produkt iz prvog ciklusa 

razrijeđen 1:500 u RNase-free vodi i ITS6/ITS4 par prajmera (Tabela 9). 
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Prajmeri DC6/ITS4 daju fragment specifičan za Pythium, Phytophthora i 

prouzrokovača pepelnice (Bonants et al, 1997). Prajmeri ITS6 i ITS4 daju produkt veličine 

fragmenta od 862 bp do 941bp, koji je specifičan samo za vrste roda Phytophthora. 

 
Tabela 9. Prajmeri za drugi ciklus PCR  

Genski 
region 

Naziv 
prajmera Sekvenca 5’ – 3’ Veličina 

fragmenta 
Literaturni 

izvor 
ITS 

region ITS6 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG od 862 bp 
do 941 bp 

Cooke et al., 
2000 

ITS 
region ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 

1990 
 

PCR reakcije (za oba ciklusa) su obavljane u finalnoj koncentraciji reakcione 

mješavine od 50 µl. Svi korišćeni prajmeri su koncentracije 5µM (5 pmol/µl) što se dobija 

rastvaranjem u TNE puferu (50 mM Tris pH 7.5, 140 mM NaCl, 5mM EDTA). Receptura 

reakcione mješavine (Master Mix) za I i II ciklus PCR je navedena u Prilogu 8.   

Umnožavanje je obavljano u termosajkleru po sljedećem protokolu: početna 

denaturacija 3 min. na 94°C, slijedi 35 ciklusa denaturacije 30 s na 94°C, vezivanje prajmera 

za jednolančanu DNK (aniling) 30 s na 55°C, izduživanje (elongacija) 1 min. na 72°C i 

završno izduživanje (elongacija) 10 min. na 72°C. 

 

5.8.3. Analiza PCR produkta 

 
Detekcija i identifikacija dobijenih (konvencionalni i nested) PCR produkata 

obavljana je razdvajanjem u 1% agaroznom gelu u 1X TAE puferu (40 mM Tris baza,  20 

mM CH3

Agarozni gel pripreman je rastvaranjem agaroze u odgovarajućem puferu i 

zagrijavanjem do temperature ključanja u mikrotalasnoj pećnici. Kad se ohladilo do 

temperature od 60ºC, dodavano je 2 µl etidijum bromida i razlivano u kalupu za horizontalnu 

elektroforezu, u koji je prethodno postavljan češalj. Nakon razlivanja, gel je ostavljan na 

sobnoj temperaturi pola sata da se ohladi i očvrsne. Nakon očvršćavanja gela i uklanjanja 

češlja, kalup se uranjao u kadicu za horizontalnu elektroforezu sa odgovarajućim puferom. 

Uzorci su pripremani tako da je na parafilmu miješano 5 µl produkta PCR reakcije i 1 µl boje 

COOH, 1 mM EDTA) sistemom elektroforeze. Za PCR bez upotrebe PureTaq 

Ready-To-Go-PCR tubica pravi se agarozni 2% gel sa 0,5X TBE puferom (5X TBE pufer, 

pH 8,3 sadrži 1.1 M Tris, 900 mM Borate, 25 mM EDTA). 
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6x Loading dye (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania) i odmah su unošeni u bunarčiće 

po prethodno utvrđenom rasporedu.  

Vizuelizacija amplifikovanih fragmenata vršena je bojenjem gela sa 0,05% etidijum 

bromidom i posmatranjem gela u mračnoj komori na transiluminatoru (High Performance 

Ultraviolet Transilluminators, UVP, UK) pod UV svjetlošću.  

Amplifikovani produkti određene veličine fragmenata vide se u gelu. Za određivanje 

veličine amplifikovanih produkata PCR korišćen je marker GeneRulerTM 1 kb 

 

DNA ladder 

(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania). Dobijeni rezultati dokumentovani su 

fotografisanjem agaroznog gela. 

5.9. Sekvenciranje i obrada sekvenci 

 
BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) je bioinformatički algoritam za 

upoređivanje nukleotida traženih sekvenci DNK sa bazom podataka sekvenci, ovaj program 

izračunava statističku značajnost i identifikuje sekvencu koja liči na traženu sekvencu iznad 

određenog praga (Altschul et al., 1997). Danas postoje različite varijacije BLAST programa 

(Blastn i Blastx). 

U toku 2013. godine, 3 izolata su poslana na sekvenciranje u Macrogen Europe, 

Amsterdam (Nizozemska), obrađeni u Blastn programu (Nukleotid nukleotid BLAST), a 

zatim pohranjene u Banku gena. Amplifikacija 3 PCR produkta predviđene veličine dobijeni 

su primjenom sljedećih parova prajmera i izvedeni iz sljedećih izolata: 

IZOLATI Korišćeni par prajmera: 
31a DC1/DC5 
31b ITS6/ITS4 
48a DC1/DC5 

 

Tokom 2017. godine, amplifikacija 12 PCR produkata (od izolata: 21, 22, 55, 56, 69, 

71, 72, 73, 4, 11, 34, 53, 57) predviđene veličine su dobijeni primjenom DC1/DC5 para 

prajmera i poslano je na sekvenciranje u Macrogen Europe, Amsterdam (Nizozemska), 

obrađeni u programima: Blastn (Nukleotidni nukleotid BLAST) i Blastx (Nukleotidni 6-

okvirni prevodni protein) i upoređeni su sa odgovarajućim sekvencama dostupnim u NCBI 

bazi podataka. Svim sekvencama su dodijeljeni pristupni brojevi (Accession numbers), 

pohranjene su u Banku gena NCBI i postaju dostupni u bazi podataka.  

Za poravnavanje sekvenci korišćen je program BioEdit (BioEdit Sequence Alignment 

Editor), čime je vršeno spajanje revers i forvard sekvenci. 
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Tabela 10. Dio nukleotidne NCBI kolekcije korišćene za Blastn 

 

 

Izolat, soj, uzorak, varijetet Geografsko 
porijeklo Patogen Pristupni broj Literatura 

Njemačka strain "BBA 93" Phytophthora rubi KJ755094 nije publikovano 
Njemačka strain "BBA L1 Phytophthora fragariae KJ755093 nije publikovano 
Hrvatska isolate "PH_48" Phytophthora rubi KJ508825 nije publikovano 
Francuska specimen_voucher "P6406" Phytophthora fragariae  HQ261562 Robideau et al. (2011) 

specimen_voucher UK, Škotska  "CBS109892" Phytophthora rubi HQ643341 Robideau et al. (2011) 
UK, Škotska specimen_voucher "CBS96795" Phytophthora rubi HQ643340 Robideau et al. (2011) 
UK, Škotska specimen_voucher "CBS30962" Phytophthora fragariae HQ643231 Robideau et al. (2011) 

SAD strain "ATCC 11107" Phytophthora fragariae HQ026727 nije publikovano 
SAD strain "P6406" Phytophthora fragariae GU258896 nije publikovano 
SAD strain "P6467" Phytophthora alni GU258800 nije publikovano 
SAD strain "P11804" Phytophthora fragariae FJ801623 nije publikovano 
SAD strain "ATCC 64968" Phytophthora rubi FJ746641 nije publikovano 
SAD strain "ATCC MYA-4164" Phytophthora rubi FJ196750 nije publikovano 
SAD strain "ATCC MYA-3894" Phytophthora fragariae FJ172257 nije publikovano 

Francuska frag-rubi 666 AJ344549 Phytophthora rubi nije publikovano 
UK strain "FVR=93" AF266761 Phytophthora rubi Cooke et al. (2000)  

Francuska variety "fragariae P822" AF139370 Phytophthora fragariae Brasier et al. (1999) 
SAD strain "P11807" GU259468 Phytophthora fragariae nije publikovano 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   52 
 

Tabela 11. Dio kolekcije NCBI sekvenci korišćene za Blastx 

Protein Geografsko 
porijeklo Organizam  Taxonomska 

vrsta Pristupni broj Literatura 

PHYSODRAFT 288363  SAD pseudogljiva Phytophthora sojae XP009534206 Tyler et al. (2006) 
RHOBADRAFT 19417 SAD kvasac Rhodotorula graminis KPV71441 Firrincieli et al. (2015) 
ART3  Kina gljiva Valsa mali KUI63360 nije publikovano 
ART3 Kina Valsa mali var. pyri gljiva KUI52546 nije publikovano 

PHACADRAFT 107112 SAD gljiva Phanerochaete carnosa 
HHB10118-sp XP007402184 Suzuki et al. (2012) 

G7K 1410-t1  Japan kvasac Saitoella complicata 
NRRL Y17804 GAO47200 

Nishida  et al. (2011)  
 
Nishida et al. (2014) 
 
Yamauchi et al. (2015) 

OIDMADRAFT 139563 
 SAD gljiva 

Oidiodendron maius  Zn 
KIM92494 nije publikovano 

MYCGRDRAFT 44591  SAD gljiva Zymoseptoria tritici 
IPO323 XP003851052 Goodwin et al. (2011) 

GLOINDRAFT 73108  SAD Rhizophagus irregularis 
DAOM 181602 gljiva ESA24016 nije publikovano 

NEUTE2DRAFT 35700 SAD gljiva Neurospora tetrasperma 
FGSC 2509 EGZ74213 Ellison et al. (2011) 
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5.10. Test patogenosti 

 
Kao biljni materijal za provjeru testa patogenosti korišćene su kontejnerske 

sadnice crvene maline (Rubus idaeus L.) sorte Willamette uzgojene iz korijenovih reznica 

u komercijalnom rasadniku. Nakon preuzimanja iz rasadnika, biljke su najprije održavane 

nekoliko dana u uslovima staklenika radi aklimatizacije i porasta sadnica, korijena i 

nadzemnog dijela biljke (Slika 4). Inokulacija sadnica je uslijedila kada su biljke imale 

visinu 100-200 mm. Po pet biljaka je inokulisano sa svakim pojedinačnim izolatom 

(ukupno 10 izolata), vodeći računa da u svakoj pojedinačnoj grupi izolata budu 

zastupljene biljke različitih visina nadzemnog dijela. Inokulacija je vršena suspenzijom 

micelije uzgojene na agaru (hranljiva podloga CPA), koja je nanošena u blizini 

korijenovog sistema test biljke. Pet biljaka je držano u istim uslovima bez inokulacije i 

korišćene su kao kontrola testa patogenosti. Sve test biljke su svakodnevno zalijevane sa 

količinom vode koja je održavala vlažnost zemlje u saksijama. Biljke su čuvane u 

uslovima staklenika u režimu 12 sati svjetlo/mrak i temperature 15-23°C. Test 

patogenosti je sproveden u trajanju 2 sedmice, na kraju je vršen pregled biljaka na: 

pojavu simptoma na nadzemnom dijelu (Slika 5) i korijenovom sistemu, kao i nested 

PCR izabranih izolata.  

  

 
 

Slika 4. Test biljke prije inokulacije, u toku 
             adaptacije na uslove staklenika, 
             izvor: originalna fotografija 

Slika 5. Test biljke inokulisane sa 
           micelijom uzgojene na hranljivom  
           agaru, izvor: originalna fotografija 

 

 

 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   54 
 

6. REZULTATI 

6.1. Praćenje simptoma pojave bolesti i uzorkovanje 

 
U periodu od 2008. do 2016. godine, u rasadnicima i u proizvodnim zasadima 

maline u Republici Srpskoj, vršeni su pregledi na prisustvo simptoma bolesti izazvanih 

od strane Phytophthora spp. Pregled proizvodnih malinjaka i uzimanje uzoraka za 

laboratorijsku analizu je vršeno na sljedećim lokalitetima: Bratunac, Srebrenica, Zvornik, 

Banja Luka, Gradiška, Prijedor, Novi Grad, Kozarska Dubica, Teslić, Čelinac, Modriča, 

Šipovo, Ribnik i Trebinje, a sa širenjem proizvodnih zasada, tokom 2016. godine 

uključeni su i lokaliteti: Rudo, Čajniče, Novo Goražde, Rogatica, Višegrad, Milići, 

Šekovići i Osmaci (Slika 6). Tokom navedenog perioda, vršena je kontrola pojave bolesti 

u rasadnicima i uzimanje uzoraka za laboratorijsku analizu na sljedećim lokalitetima: 

Prijedor, Gradiška i Bratunac. Od 2015. godine u redovnu godišnju, kontrolu sadnog 

materijala maline uključen je i rasadnik u Rudom, a tokom 2016. godine, pored gore 

navedenih, Programom posebnog nadzora obuhvaćeni su i rasadnici u Srebrenici, 

Bijeljini i Koraju. 

 
Slika 6. Mapa lokaliteta na kojima su uzimani uzorci tokom 2008-2016. godine, 

 izvor: https://www.google.ba/mapa BiH, oznaka lokaliteta: Autor 
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6.1.1. Simptomi zabilježeni u proizvodnim zasadima 
 
U periodu 2008-2016. godine, od maja do oktobra, na svim lokalitetima 

pregledani su proizvodni zasadi u kojima su zabilježeni simptomi koji su ukazivali na 

prouzrokovače Phytophthora spp.  

 
Slika 7. Pojedinačno zaražene biljke i širenje bolesti unutar reda, Bratunac,  
             jun 2008. godina, izvor: originalna fotografija 

 

 
Slika 8. Potpuno sušenje proizvodnog zasada maline, selo Dragočaj kod Banjaluke, 
             jun 2008. godina, izvor: originalna fotografija  
 

 
Slika 9. Potpuno sušenje proizvodnog zasada maline, Rogatica, jul 2016. godina,  
             izvor: originalna fotografija 
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Ispoljavanje simptoma u proizvodnim zasadima maline je odgovaralo 

simptomima koji se navode kod opisa bolesti izazvane kompleksom Phytophthora spp. 

Uočeno je sušenje pojedinačno zaraženih biljaka u zasadu ili po nekoliko biljaka u grupi 

unutar redova (Slika 7), a kako nije dolazilo do stvaranja novih izdanaka, javljala su se 

prazna mjesta zbog propadanja biljaka.  

Praćenjem simptoma u proizvodnim zasadima tokom jedne vegetacije ili tokom 

par uzastopnih godina, uočeno je da se od tih pojedinačno zaraženih biljaka bolest 

sukcesivno širi dalje i rezultira potpunim propadanjem zasada. Zavisno od vremenskih 

uslova, ekspozicije terena, intenziteta pojave bolesti ili nekih drugih uslova, od 

pojedinačno zaraženih biljaka, dolazilo je do sušenja velikog broja okolnih biljaka, 

čitavih redova, pa i cijelih malinjaka (Slika 8).  

Neki zasadi maline u posmatranom periodu od 2008. do 2016. godine na 

lokalitetima: Banja Luka, Bratunac, Srebrenica, Zvornik, Čelinac, Teslić, Šipovo i 

Rogatica, zbog potpunog propadanja biljaka, su iskrčeni i uništeni (Slika 8 i 9).  

 

6.1.2. Simptomi na biljkama u proizvodnim zasadima 

 
U proizvodnim zasadima vršen je pregled biljnih dijelova: vršni dio izdanka, list, 

prizemni dio izdanka, glavni korijen, korijenov vrat i  korjenčići. Simptomi na 

nadzemnom dijelu biljke su rezultat propadanja (truljenja) korijenovog sistema, a 

simptomi na korijenu imaju dijagnostički karakter (Ivanović i Ivanović, 2004).  

 

6.1.2.1. Simptomi na nadzemnim dijelovima maline 

 
Jedan od zabilježenih simptoma na nadzemnim dijelovima u proizvodnim 

zasadima je savijanje vršnog dijela izdanaka maline u obliku „pastirskog štapa“ (Slika 

10). Ovaj simptom nije često uočavan i nema dijagnostički karakter jer može biti izazvan 

drugim činiocima (oštećenja korijena, nedostatak vode u zemljištu i sl.).  

Stewart et al. ( 2014) navodi da plodovi zaraženih biljaka ostaju znatno sitniji i 

brže dozrijevaju u odnosu na plodove zdravih biljaka, što se zapažalo tokom juna i jula.  
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Slika 10. Savijanje vrha izdanka u obliku „pastirskog štapa“, izvor:  
               originalna fotografija 

  
Slika 11. Simptomi prijevremenog sušenja, hloroza i nekroza oboda lista,  
                potpuna nekroza, izvor: originalna fotografija 

 

  
Slika 12. Simptomi hloroze i nekroze izdanaka maline i potpuno poropadanje 
               biljaka u jednom dijelu reda proizvodnog zasada, izvor: originalna 
               fotografija 
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Promjene na listu uočavane su na zaraženim biljkama od početka proljeća, a 

najočigledniji simptomi su uočavani tokom ljeta. Promjene na listu su se ispoljavale u 

obliku žućkastih svijetl-zelenih pjega, najčešće po ivici lista, zatim hlorotičnih i 

nekrotičnih zona, što je na kraju rezultiralo potpunim sušenjem listova. 

Ovaj tip simptoma na lišću nema dijagnostički karakter jer može biti izazvan brojnim 

drugim činiocima kao što su suša, nedostatak hranljivih elemenata (nedostatak kalijuma), 

virusna oboljenja maline i drugo. Potpuno osušeno i uvijeno lišće ostajalo je pričvršćeno 

za izdanak tokom vegetacije (Slika 11 i 12). 

 

  
Slika 13. Nekrotične promjene prizemnog dijela izdanka u proizvodnom zasadu, 
             izvor: originalna fotografija 

 

U zaraženim proizvodnim zasadima uočavano je sušenje prizemnog dijela 

izdanaka maline od proljeća do kraja vegetacije kada je dolazilo do promjene zelene u 

tamno-smeđu boju (Slika 13). Ipak, navedeni simptom treba razlikovati od pojave 

odrvenjavanja izdanka maline koje se dešava kod izdanaka pred kraj vegetacije koji su 

donijeli rod. Naime, nadzemni dio izdanka maline živi nepune 2 godine, sazrijeva od 

osnove ka vrhu, kada dolazi do odrvenjavanja i promjene boje, a nakon berbe se suši, pa 

se radi održavanja zdravstvenog stanja novih izdanaka, moraju ukloniti rezidbom. 

 

6.1.2.2. Simptomi na podzemnim dijelovima maline 

 
Simptomi na glavnom korijenu, korijenovom vratu i korjenčićima zaraženih 

biljaka u proizvodnim zasadima su uočavani kroz različite promjene. Uočeno je 

smanjenje ukupne mase podzemnog dijela biljke, odnosno smanjenje broja korjenčića. 
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Sekundarni korijenov sistem je bio uništen, osušen i ne dolazi do njegovog obnavljanja 

(Slika 14), a više je izraženo kod mladih, nego kod starijih biljaka maline. Kod mladih 

biljaka, truljenje je počinjalo sa vrha korjenčića.  

  
Slika 14. Simptomi smanjene ukupne mase korijenovog sistema,  
               izvor: originalne fotografije 

 

  
Slika 15. Promjena boje zaraženog tkiva na poprečnom presjeku korijena  
               maline, izvor: originalne fotografije 

 

  
Slika 16. Nekroza tkiva poprečnog presjeka korijena maline,  
               izvor: originalne fotografije 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   60 
 

U literaturi se ovakav simptom korijena opisuje kao „rep od štakora“ („rattail“), a nastaje 

usljed brzog truljenja kada je lateralno korijenje uništeno (Maas, 1984). Između ostalog, 

ovaj simptom može biti uslovljen starošću biljaka maline.  

Značajan simptom na korijenu maline je promjena boje tkiva od svijetle do tamno 

nekrotične zone ispod epidermisa. To je uočavano pravljenjem poprečnog presjeka 

korijena ili skidanjem kore korijena, korijenovog vrata i korjenčića kada postaje vidljiva 

ružičasto-mrka do cigla-crvena promjena boje zaraženog tkiva (Slika 15). Uklanjanjem 

kore korijena laganim struganjem ili pravljenjem poprečnog presjeka, uočavana je jasna 

linija razdvajanja između svijetlog, neinficiranog i zaraženog, nekrotičnog dijela tkiva 

korijena maline (Slika 16). Pojava nekroze korijenovog vrata, granica između zaraženog i 

zdravog dijela tkiva, se jasnije uočavala. Trulež korijena zaražene maline negativno se 

odražavala na dužinu formiranog izdanka, ukoliko je dolazilo do formiranja u narednoj 

vegetaciji.  

 

6.1.3.  Simptomi bolesti u rasadnicima 

 
Praćenje simptoma vršeno je pregledom nadzemnih i podzemnih dijelova maline 

u matičnjacima u zatvorenom prostoru i otvorenom polju (Slika 17 i 18), kao i 

proizvodnja sadnica iz korijenovih reznica i u kontejnerskoj proizvodnji (Slika 19 i 20).  

Tokom redovne kontrole rasadničke proizvodnje od strane stručnjaka 

Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Banjaluci, vršena je kontrola pojave bolesti u 

rasadnicima u: Prijedoru, Gradišci i Rudom, a eksperimentalno, za potrebe ovog rada je 

vršena analiza sadnica i jednog rasadnika u Bratuncu. Kontrolom sadnog materijala u 

periodu 2010-2015. godine, utvrđena su 4 pozitivna uzorka u rasadniku Gradiška i svi 

vode porijeklo iz istog rasadnika.  

Od 2015. godine u redovnu godišnju kontrolu rasada maline, Programom 

posebnog nadzora, obuhvaćeni su i rasadnici u: Srebrenici, Bijeljini, Koraju  i Rudom, 

gdje je uzorkovanje vršeno od strane fitosanitarne inspekcije (Inspektorat Republike 

Srpske). Jedan pozitivan uzorak u 2016. godini uzorkovan je od strane inspektora 

(Inspektorat Republike Srpske) tokom realizacije Programa posebnog nadzora nad 

prisustvom Phytophthora fragariae var. rubi na području Republike Srpske, a takođe 

vodi porijeklo iz navedenog rasadnika. 

U rasadnicima, vizuelnim pregledom nije evidentirano postojanje karakterističnih 

simptoma na malini koji bi ukazivali na pojavu bolesti. Osim pojave neujednačenog 
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porasta sadnica, što može biti posljedica velikog broja različitih faktora, ostali simptomi 

koji se vezuju za Phytophthora spp. nisu bili vidljivi, a potvrda fitoftoroze sadnog 

materijala je bila moguća tek nakon laboratorijskog testiranja.  

 

  
Slika 17. Matičnjak maline u zatvore- 
               nom prostoru, Prijedor 2016.,  
               izvor: originalna fotografija  

Slika 18. Matičnjak maline na otvorenom  
               polju, Rudo 2016. godina, izvor:  
               originalna fotografija 

 
 

  
Slika 19. Proizvodnja sadnica iz  
          korijenovih reznica i kontejnerskih  
          sadnica, Bratunac 2009. godina,  
          izvor: originalna fotografija 

Slika 20. Neujednačen porast kontejnerskih  
              sadnica, Prijedor 2015. godina,  
              izvor: originalna fotografija 
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6. 2.  Klasične laboratorijske metode 

6.2.1. Zasijavanje korijenčića uzoraka maline na hranljive podloge 

 
U periodu od 2008-2010. godine, vršen je pregled i analiza uzoraka maline 

praćenjem porasta i izgleda micelije na različitih hranljivim podlogama. Uspostavljanje 

ovog dijela laboratorijskih analiza vršeno je zasijavanjem ukupno 381 uzorka korijenčića 

maline. Odabrane su 4 hranljive podloge (CMA, V8A, FBA i CPA) na kojima je praćen 

rast i morfologija micelija Phytophthora spp.  

Za dalju analizu dobijenih rezultata odabran je 241 izolat, čija selekcija je 

izvršena nakon zasijavanja korijena na sve 4 različite hranljive podloge (CMA, V8A, 

FBA i CPA), a morfologija i praćenje porasta micelije je vršeno 5-7 dana nakon 

zasijavanja (Tabela 12).  

 

Tabela 12. Stanje učestalosti pojave micelije na različitim hranljivim podlogama koja 
               odgovara izgledu micelije Phytophthora spp. 
 
 CMA V8A FBA CPA 

učestalost % učestalost % učestalost % učestalost % 
NEMA 
micelije 132 54.8 139 57.7 123 51.0 61 25.3 

IMA 
micelije 109 45.2 102 42.3 118 49.0 180 74.7 

UKUPNO 241 100.0 241 100.0 241 100.0 241 100.0 
 

Analizom dobijenih rezultata vizuelnim i mikroskopskim pregledom micelije, 

koja odgovara izgledu micelije Phytophthora spp., odlučeno je da se za nastavak rada 

koristi hranljiva podloga CPA. Hranljiva podloga CPA se pokazala kao najjednostavnija 

tokom pripreme i imala je najveći broj Petrijevih posuda, 180 od pregledanih 241 u tri 

ponavljanja, sa prisutnom micelijom koja odgovara izgledu micelije Phytophthora spp.  

Analizom dobijenih rezultata nakon zasijavanja korjenčića na svim podlogama, 

procentualna zastupljenost razvoja micelije koja izgledom odgovara izgledu micelije 

Phytophthora spp. se razvila na hranljivoj podlozi FBA sa 49%, dok se na 51% zasijanih 

podloga nije došlo do razvoja micelije koja izgledom odgovara miceliji Phytophthora 

spp. Na hranljivoj podlozi CMA u 45.2% došlo je do razvoja micelije koja odgovara 

izgledu micelije Phytophthora spp., dok je u 54.8% Petrijevih posuda razvoj 

odgovarajuće micelije izostao. Na hranljivoj podlozi V8A odgovarajuća micelija se 
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razvila na 42.3%, dok je u većem procentu (57.7%) razvoj micelije koja odgovara izgledu 

micelije Phytophthora spp. izostao (Tabela 12).  

Najveća zastupljenost pojave micelije koja odgovara izgledu micelije 

Phytophthora spp. se razvila na hranljivoj podlozi CPA u relativnoj vrijednosti 74.7%. S 

druge strane, kod određenog broja uzoraka zasijanih na CPA podlozi nije došlo do 

razvoja micelije koja odgovara izgledu micelije Phytophthora spp., u vrijednosti od 

25.3%. Ovakav omjer broja uzoraka kod kojih je došlo do razvoja micelije koja izgledom 

liči na miceliju Phytophthora spp. u odnosu na broj uzoraka kod kojih je izostao razvoj 

micelije, uslovilo je opredjeljenost CPA podloge za dalje korišćenje.   

Na grafikonu 2. je prikazana učestalost pojave tj. razvoja micelije istih uzoraka na 

4 različite hranljive podloge (CMA, V8A, FBA, CPA). Na svim hranljivim podlogama je 

izvršen vizuelni i mikroskopski pregled micelije koja po svojim osobinama odgovara 

izgledu micelije Phytophthora spp.  

 

         
Grafikon 2. Učestalost pojave micelije koja izgledom odgovara miceliji Phytophthora 
                   spp. 

 

Na osnovu dobijene frekvencije sumnje da se na CPA podlozi razvila micelija kod 

najvećeg broja Petrijevih posuda, da micelija izgledom odgovara miceliji Phytophthora 

spp. i da podloga ima jednostavan način pripreme, opredjelilo je korišćenje CPA 

hranljive podloge za dalju analizu u nastavku rada. 
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6.2.2.  Mamci i zasijavanje mamaca na hranljivu podlogu 
 
U periodu 2008-2013. godine vršena je analiza prisustva patogena u zemlji 

upotrebom mamac biljaka Rododendron (R. variegatum, R. morgenrot, R. hybrid). 

Mamcima je ukupno testirano 348 uzoraka zemljišta, od čega je 241 uzorak zemlje 

dobijen prilikom pranja korijenja maline iz proizvodnih zasada i rasadnika, te 15+92 

uzoraka zemlje uzetih iz proizvodnih zasada u kojima je registovana pojava sušenja, a sa 

ciljem utvrđivanja prisustva patogena u zemlji. Nakon ispiranja listova rododendrona u 

destilovanoj vodi, uslijedila je inkubacija listova u vlažnim i mračnim uslovima u 

Petrijevim posudama na vlažnom filter papiru.  

Napravljena je skala intenziteta pojave nekroze listova rododendrona, gdje  je: 

1. Nema nekroze listova - nema nekroze ni na jednom listu 

2. Vrlo slaba nekroza listova – nekroza na 1-2 lista 

3. Slaba nekroza listova  – nekroza na 2-3 lista 

4. Srednje jaka nekroza listova – nekroza na 3-4 lista 

5. Jaka nekroza listova  – nekroza na svim listovima, na 4-5 (6) listova 

Nakon perioda inkubacije, pregledano je sve lišće mamac biljaka u svim uzorcima 

zemlje radi utvrđivanja zastupljenosti nekrotičnih pjega na njima. Na osnovu napravljene 

skale za utvrđivanje intenziteta nekroza listova rododendrona, dobijeni su sljedeći 

rezultati: 

 

1. Nema nekroze 92 uzorka - 

2. Vrlo slaba nekroza 113 uzoraka 113 izolata 

3. Slaba nekroza 73 uzorka 73 izolata 

4. Srednje jaka nekroza 41 uzorak 41 izolat 

5. Jaka nekroza 29 uzoraka 29 izolata 

UKUPNO           348  uzoraka 256 izolata 
 

Nakon praćenja pojave nekroze, uslijedilo je zasijavanje 256 izolata sa ispoljenim 

simptomima nekroze na CPA hranljivu podlogu i praćenje pojave razvoja micelije. Za 

potrebe dalje analize dobijenih izolata korišćene su laboratorijske tehnike: mikroskopski 

pregled izgleda micelije i serološke analize.  
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6.2.3. Prosvjetljavanje biljnog materijala u laktofenolu 

 
Pravljenje mikroskopskih preparata od zaraženog dijela korijena maline u 

laktofenolu je vršeno radi prosvjetljavanja biljnog tkiva i pregleda prisustva oospora. 

Laktofenol je pogodan fluid za preparovanje jer fenol ubija živi organizam, mliječna 

kiselina čuva gljivičnu strukturu, a ne dolazi do bubrenja niti plazmolize biljnog tkiva.  

Tokom 2008. godine mikroskopski pregled obojenih preparata zaraženog 

korijenja maline vršen je pomoću mikroskopa Olympus model CX41 u fitopatološkoj 

laboratoriji Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu bez uspjeha, pa je ova metoda 

napuštena za dalji rad. 

 

6.2.4. Makroskopski i mikroskopski pregled izolata na hranljivim podlogama  

 
Makroskopski i mikroskopski pregled izolata na hranljivim podlogama vršen je u 

periodu 2008-2013. godine, odnosno u periodu kada su rađene klasične laboratorijske 

analize zasijavanja korjenčića maline i mamac biljaka i izolacija patogena na hranljivim 

podlogama. Mikroskopski pregled je urađen na 381 uzorak korijena maline zasijane na 

različite hranljive podloge u 3 ponavljanja. Takođe je mikroskopski pregledano zasijanih 

mamac biljaka od 256 uzoraka zemljišta, od čega je 241 uzorak zemlje koja je saprana sa 

korijenja maline iz proizvodnih zasada i rasadnika, te 106 uzoraka zemljišta uzetih iz 

proizvodnih zasada u kojima je registrovano sušenje. Preko mamac biljaka vršena je 

izolacija iz zemljišta, a nakon zasijavanja i odgajanje micelije na CPA hranljivoj podlozi.  

 

   
Slika 21. Lijevo: Izolat 102-08 slabog porasta micelije; Srednja: Izolat 106-08 srednje       
        razvijena vazdušna micelija umjerenog porasta; Desno: Izolat 103-08 bujna vazdušna 
        micelija brzog porasta na CPA podlogama, izvor: originalne fotografije 
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Slika 22. Različit izgled i brzina porasta micelija Phytophthora spp. izolata dobijenih od 
               mamac biljaka, izvor: originalna fotografija  

 

Makroskopske morfološke osobine karakteriše porast micelija peperjastog 

izgleda, bijele boje djelomično u vazduhu, a dijelom uronjena u podlogu (Slika 21 i 22).  

Mikroskopskim pregledom morfoloških osobina micelija, utvrđeno je da su hife 

nerazgranate i bez poprečnih pregrada (Slika 23), a septe su uočavane sa starenjem 

micelije. Takođe, može se vidjeti uvrtanje micelije i stvaranje coils konstrukcija.  

Hlamidospore su spore sa zadebljalim zidom tamne boje i sposobnošću 

dugoročnog preživljavanja (Slika 24). Hlamidospore se obrazuju direktno na hifama od 

vršnih ćelija. Imaju jednu zadebljalu opnu koja ih štiti od raznih nepovoljnih faktora 

spoljašnje sredine. Hlamidospore su vrlo otporne i zato se zovu i trajne spore. Zadržavaju 

se na biljnim ostacima i u zemljištu, a često mogu očuvati klijavost i duži niz godina.  
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Slika 23. Mikroskopski izgleda micelije Phytophthora spp. na hranljivoj podlozi, 
               uvrtanje micelije i stvaranje coils konstrukcija (Olympus CX41 uvećanje 
               400x i snimak sa Camedia C-7070, 7.1 mega pixela), 
               izvor: originalna fotografija 
 
 

 
Slika 24. Hlamidospore Phytophthora spp. (Olympus model CX41 uvećanje 400x  
                i snimak sa Camedia C-7070, 7.1 mega pixela, izvor: originalna fotografija 
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Od ostalih morfoloških formi na miceliji pseudogljiva roda Phytophthora, tokom 

eksperimenta vršeno je praćenje formiranje oospora (slika 25). 

 

 
Slika 25. Oospore Phytophthora spp. (Olympus model CX41 uvećanje 400x i snimak 
               sa Camedia C-7070, 7.1 mega pixela, izvor: originalna fotografija 

 

Oospore se formiraju u mraku, na nižoj temperaturi od optimalne (inkubacija na 

20° C) i uz dodatak sterola. Obično se oogonija i anteridija formiraju za 7 dana, a oospore 

za 14 dana, mada ih je poreporučljivo ostaviti 4-6 nedjelja da se razviju. Izolati koji ne 

formiraju oospore su vjerovatno heterotalusni i za njihovo stvaranje neophodno je da 

dođe do unakrsnog parenja kompatibilnih tipova.    

Od ostalih morfoloških formi kolonija pseudogljive Phytophthora spp., tokom 

eksperimenta nije vršeno praćenje porasta sporangija.  

Za uzgoj sporangije je preporučeno koristiti tečnu podlogu (npr. nesterilni rastvor 

zemljišnog ekstrakta), a od čvrstih može V8A ili CA (agar od mrkve, carrot agar) i uz 

prisustvo svjetlosti (24-48h).  

Tokom eksperimenta nije vršeno praćenje njihovog porasta jer je morfologija 

bazirana na pregledu micelije, a krajnji cilj je bio razviti nove, savremenije i brže metode 

detekcije.  



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   69 
 

6.3. Serološke laboratorijske metode 

 
Za potvrdu prisustva Phytophthora spp. u uzorcima maline korišćena je direktna 

imunoenzimska metoda na ploči (DAS–ELISA) prema uputstvima proizvođača 

dijagnostičkih ELISA kitova od 2 proizvođača: AGDIA Incorporated (Phytophthora 

PathoScreen, Indiana, USA) i ADGEN Phytodiagnostics (Neogen Europe Ltd, Scotland, 

UK).   

Ukupno  je testirano 228 uzoraka DAS-ELISA testom, koji predstavljaju izolat 

patogena u formi micelije iz korijena biljke i uzgojenih na hranljivoj CPA podlozi i 

micelije iz mamac biljaka nastalih izolacijom patogena iz zemljišta i uzgojenih na 

hranljivoj CPA podlozi. Serološke metode DAS-ELISA testa su korišćene za utvrđivanje 

prisustva Phytophthora spp. kod (Tabela 13): 

- 137 izolata -  micelija dobijena zasijavanjem korijena maline na CPA hranljivoj 

podlozi,  

- 91 izolat – micelija dobijena zasijavanjem nekrotičnih listova mamac biljke 

(nakon izolacije iz zemlje) na CPA hranljivoj podlozi. 

 
Tabela 13. Rezultati DAS-ELISA testova na prisustvo Phytophthora spp. 

ELISA kitovi MICELIJA iz 
KORIJENA % MICELIJA iz 

MAMACA % 

AGDIA (-) negativan 79 57.7  47 51.65 
(+) pozitivan  58 42.3 44 48.35 

UKUPNO 137  91  

ADGEN (-) negativan  79  57.7  48 52.75  
(+) pozitivan 58 42.3 43 47.25 

UKUPNO 137  91  
 

Na grafikonu 3. se mogu vidjeti rezultati analiza micelije koja se razvila na 

hranljivoj CPA podlozi nakon:  

- zasijavanja korijena i izolacije patogena iz biljke i  

- nakon zasijavanja nekrotičnih listova mamac biljaka i izolacije patogena iz 

   zemlje.  

Evidentan je isti broj pozitivnih i negativnih izolata iz korijena dobijenih 

testiranjem sa oba ELISA kita (AGDIA i ADGEN). Od ukupno testiranih 137 izolata, 

prisustvo patogena je potvrđeno kod 58 izolata, a kod 79 izolata je potvrđeno odsustvo 

patogena Phytophthora spp.  
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Što se tiče analize micelije izolacijom iz zemlje preko mamac biljaka, od ukupno 

testiranih 91 izolata, kod 44 izolata je potvrđeno prisustvo patogena AGDIA kitom, dok 

je kod 43 izolata potvrđeno prisustvo patogena ADGEN kitom. Kod 47 izolata je 

potvrđeno odsustvo patogena AGDIA kitom, dok je kod 48 izolata potvrđeno odsustvo 

patogena ADGEN kitom. Razlika od jednog izolata je utvrđena kod analize uzoraka 

zemljišta preko mamac biljaka.   

 

 
        Grafikon 3. Rezultati DAS-ELISA kitova na prisustvo Phytophthora spp. 
 

Daljim poređenjem rezultata različitih ELISA kitova (AGDIA i ADGEN), bilo je 

neophodno utvrditi kod kojeg broja izolata je potvrđeno prisustvo patogena sa oba 

komercijalna ELISA kita.  

U tabeli 14 vidimo da su sa oba komercijalna ELISA kita, kada je rađena analiza 

micelije iz korijena maline, prisustvo patogena je potvrđeno kod 44 izolata, dok je kod 64 

izolata potvrđeno odsustvo patogena Phytophthora spp.  

Kod 29 izolata iz korijena maline i 21 izolata iz zemlje dobijenih preko mamac 

biljke, je pokazao neujednačene rezultate dobijene testiranjem sa oba komercijalna 

ELISA kita.   

 
Tabela 14. Poređenje AGDIA i ADGEN rezultata 

 AGDIA / ADGEN 
UKUPNO 

+ / + + / - - / + - / - 
MICELIJA iz KORIJENA 44 14 15 64 137 
MICELIJA iz MAMACA 33 11 10 37 91 
UKUPNO 77 25 25 101 228 
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Serološkim analizama, testiranjem sa oba komercijalna ELISA kita, kada je 

rađena analiza micelije iz mamac biljaka, prisustvo patogena je potvrđeno kod 33 izolata, 

dok je kod 37 izolata potvrđeno odsustvo patogena Phytophthora spp.  

Kod 21 uzorka micelije iz mamac biljaka ostalo je nejasno prisustvo, odnosno 

odustvo patogena, zbog činjenice da su pokazivali nejednake rezultate testiranjem sa oba 

komercijalna ELISA kita.  

 

 
Grafikon 4. Poređenje AGDIA i ADGEN rezultata iz biljaka i iz zemljišta 
 

Na grafikonu 4. je prikazan odnos pozitivnih i negativnih rezultata dobijenih sa 

oba komercijalna ELISA testa, kao i ukupnu vrijednost izolata koji imaju nejednake 

rezultate dobijene testiranjem sa oba komercijalna ELISA kita. 

 

6.3.1. Rezultati DAS-ELISA testa direktno iz korijena  

 
Pored testiranja micelije patogena izolovane iz korijena i micelije patogena 

izolovane iz zemlje preko mamac biljaka, vršeno je i DAS-ELISA testiranje prisustva  

patogena iz uzorka tkiva korijena biljaka sa simptomima bolesti. Ukupno 32 uzorka 

korijena maline su analizirana sa oba komercijalna ELISA kita.  

U cilju provjere mogućnosti upotrebe ELISA kitova, a da bi se izbjegao korak 

zasijavanja na hranljivim podlogama i time ubrzao postupak laboratorijske analize, 

vršeno je testiranje prisustva patogena direktno iz korijena maline. Nakon pranja u vodi i 

dezinfekcije u alkoholu, korijenje maline je testirano ELISA kitovima (AGDIA i 

ADGEN). Ukupno je analizirano 32 uzorka korijena maline sa oba ELISA kita.  
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Rezultati DAS-ELISA testa direktno iz korijena su imali veliki broj pozitivnih 

rezultata, koji su se pokazali kao lažno pozitivni, pa su kao takvi navedeni u tabeli 15. 

Ovi rezultati nisu obuhvaćeni za dalji rad, ni uvršteni u dalje analize, niti u poređenja 

rezultata seroloških analiza.  

 
Tabela 15. Rezultati analiza direktno iz korijena maline dobijeni različitim ELISA  
                kitovima  

Rezultati DIREKTNO iz KORIJENA 
AGDIA % ADGEN % 

(-) negativan 3 9.38 6 18.75  
(+) pozitivan  29 90.63  26 81.25 
UKUPNO 32  32  

 

Ovaj tip analize je rađen sa malim brojem uzoraka, ukupno 32, jer se nastojalo 

ispitati efikasnost detekcije patogena direktno iz korijena, bez prethodne izolacije na 

hranljive podloge. Od ukupno 32 analizirana uzorka, AGDIA kitom je potvrđeno 

prisustvo patogena kod 29, a ADGEN kitom kod 26 uzoraka korijenja maline.  

Ipak, zbog velikog broja dobijenih pozitivnih rezultata tokom analize, smatra se 

da se radi o lažno pozitivnim rezultatima koji ne odgovaraju stvarnom zdravstvenom 

stanju uzoraka maline. To je osnovni razlog zašto se nije nastavilo sa serološkom 

analizom direktno iz korijena.  

U prilog ovoj tvrdnji stoji činjenica da se u uputstvu za korišćenje dijagnostičkih 

sredstava oba proizvođača navodi da reaguju, u izvesnom stepenu, i sa vrstama roda 

Pythium. U okviru roda Pythium ima preko 100 različitih vrsta. Radi se o veoma 

polifagnoj skupini biljnih patogena, prisutnih na svim kontinentima. Isto kao i 

Phytophthora spp., tako i Pythium spp. pripadaju razdjelu Oomycota ili klasi Oomycetes, 

što znači da su svrstani u pseudogljive (gljivama slične organizme), a do infekcije dolazi 

preko korijena ili stabla ispod površine zemlje. Pretpostavka je da bi prisustvo i detekcija 

vrsta roda Pythium mogao biti razlog velikog broja lažno pozitivnih rezultata kod analize 

prisustva patogena direktno iz korijena.  

Zbog nedovoljne preciznosti dobijenih rezultata ovakav tip analize direktno iz 

korijena nije se dalje sprovodio sa većim brojem uzoraka, niti su isti uvršteni u dalje 

analize i poređenja sa rezultatima koji su dobijeni testirajući miceliju iz korijena i 

miceliju iz mamac biljaka. 
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6.3.2. Statistička obrada seroloških analiza 

 
Od ukupno 228 uzoraka micelije izolovane iz korijena i uzoraka iz zemlje, 

izdvojeno je 72 izolata za dalju statističku obradu. Ova 72 izolata su testirana sa oba 

ELISA kita kod oba tipa uzorka, i iz korijena i iz zemlje. Cilj je bilo utvrditi odnos 

rezultata iz istih uzoraka sa namjerom određivanja koji ELISA kit je preporučljiviji za 

koji tip uzoraka za dalju analizu.  

Ukupno 72 izolata su testirana sa oba ELISA komercijalna kita i izvršeno je 

poređenje dobijenih rezultata, gdje oznaka:  

a) micelija iz korijena - označava izolat gdje se na hranljivoj podlozi razvila 

micelija zasijavanjem korijena maline, nakon površinske dezinfekcije u alkoholu. 

Micelija iz korijena maline, koja se razvila na CPA hranljivoj podlozi, je testirana sa oba 

ELISA kita (AGDIA i ADGEN).  

b) micelija iz mamac biljaka - označava izolat gdje preko mamac biljaka vršena 

izolacija patogena iz uzorka zemlje, a koji je nastao sapiranjem korijena maline ili iz 

uzoraka zemlje uzetih iz proizvodnih zasada. Listovi mamac biljaka su držani potopljeni 

u vodi zajedno sa uzorkom zemlje nekoliko dana (3-5). Nakon ispiranja u destilovanoj 

vodi, narednih nekoliko dana listovi mamac biljaka su držani u vlažnim uslovima (5-7) 

tokom kojih je dolazilo do razvoja nekroze na njima, nakon čega su komadići listova 

zasijavani na hranljivu CPA podlogu. Micelija koja se razvila na hranljivoj podlozi iz 

nekrotičnih listova mamac biljaka, a koja je po izgledu odgovarala izgledu micelije 

Phytophthora spp., testirana je sa oba ELISA kita (AGDIA i ADGEN). 

 
Tabela 16. Rezultati testova izolata od micelija iz korijena i iz mamac biljaka, kao i  

             njihova procentualna zastupljenost, dobijena različitim ELISA kitovima 

ELISA kitovi MICELIJA iz 
KORIJENA % MICELIJA iz 

MAMACA % 

AGDIA (-) negativan 33 45.83 36 50.00 
(+) pozitivan  39 54.17 36 50.00 

UKUPNO 72  72  

ADGEN (-) negativan 32 44.44 37 51.39 
(+) pozitivan  40 55.56 35 48.61 

UKUPNO 72  72  
 

U statističku obradu su uključeni rezultati ukupno 72 analizirana izolata. Vršeno 

je poređenje rezultata dobijenih različitim ELISA kitovima, gdje „plus" označava 
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pozitivne rezultate (prisustvo Phytophthora spp.) i „minus" označava negativne rezultate 

(odsustvo Phytophthora spp.) (Tabela 16). 

 

6.3.2.1. Rezultati AGDIA ELISA kit  

 
AGDIA ELISA kitom je vršena analiza micelije koja je dobijena izolacijom 

patogena na CPA hranljivoj podlozi, zasijavanjem korijena maline i nekrotičnih listova 

mamac biljaka.  

Od ukupno analizirana 72 izolata, AGDIA ELISA kitom potvrđeno je prisustvo 

patogena kod 39 izolata iz micelije dobijenih nakon zasijavanja korijena maline na 

hranljivu podlogu, u odnosu na 33 negativna (minus) rezultata (Grafikon 5).   

Od ukupno analizirana 72 izolata, poredeći rezultate dobijene AGDIA ELISA 

kitom, potvrđeno je jednako prisustvo i odsustvo patogena iz micelije nastale 

zasijavanjem nekrotičnih listova mamac biljaka, po 36 izolata (Grafikon 5). 

  

 
Grafikon 5. Zastupljenost pozitivnih (plus) i negativnih (minus) izolata analizom micelije  
                   iz korijena maline i iz zemlje preko mamac biljaka dobijenih AGDIA kitom  

 

Dalje je bio cilj utvrditi kakav je odnos pozitivnih i negativnih rezultata dobijenih 

AGDIA ELISA kitom, kada poredimo iste uzorke koji su analizirani iz korijena biljke i iz 

zemljišta, preko mamac biljaka (Tabela 17).  

 

Tabela 17. Odnos rezultata AGDIA kita micelije iz: mamac biljke /  korijen maline 

AGDIA ELISA kit MICELIJA iz korijena UKUPNO (-) minus (+) plus 
 MICELIJA 
iz mamac biljke 

(-) minus 19 17 36 
(+) plus 14 22 36 

UKUPNO 33 39 72 
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Poređenje je vršeno testirajući miceliju uzoraka gdje je izolacija patogena vršena 

na hranljivu podlogu na 2 načina: 1) iz korijena zaražene biljke i 2) iz zemlje preko 

mamac biljaka. Testirajući 72 izolata AGDIA ELISA kitom, zabilježeno je 39 pozitivnih 

izolata iz micelije korjena i 36 pozitivnih izolata iz micelije mamac biljaka (Grafikon 6).  

 
Grafikon 6. Odnos rezultata dobijenih AGDIA ELISA kitom istih uzoraka iz korijena  
                 maline i iz zemljišta preko mamac biljaka 
 

Zaključujemo da je AGDIA ELISA kitom potvrđen veći broj pozitivnih uzoraka 

analizirajući miceliju iz korijena, nego preko mamac biljaka. 

 

6.3.2.2. Rezultati ADGEN ELISA kit  

 
ADGEN ELISA kitom je vršena analiza micelije koja je dobijena izolacijom 

patogena na CPA hranljivoj podlozi, izolacijom iz korijena maline i nekrotičnih listova 

mamac biljaka.  

Od ukupno analizirana 72 izolata, ADGEN ELISA kitom potvrđeno je prisustvo 

patogena kod 40 izolata, iz micelije dobijene nakon zasijavanja korijena maline na 

hranljivu podlogu, u odnosu na 32 negativna (minus) izolata (Grafikon 7).   

Od ukupno analizirana 72 izolata, poredeći rezultate dobijene ADGEN ELISA 

kitom potvrđeno je mala razlika prisustva i odsustva patogena iz micelije nastale 

zasijavanjem nekrotičnih listova mamac biljaka, odnosno utvrđeno je 37 negativnih 

(minus) i  35 pozitivnih (plus) izolata (Grafikon 7). 
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Grafikon 7. Zastupljenost pozitivnih (plus) i negativnih (minus) izolata analizom micelije 
                   iz korijena maline i iz zemlje preko mamac biljaka dobijenih ADGEN kitom  

   

Dalje je bio cilj utvrditi kakav je odnos pozitivnih i negativnih rezultata dobijenih 

ADGEN ELISA kitom, kada poredimo iste izolate koji su analizirani iz korijena biljke i 

iz zemljišta, preko mamac biljaka (Tabela 18).  

 
Tabela 18. Odnos rezultata ADGEN kita micelije iz: mamac biljke / korijen 

ADGEN ELISA kit MICELIJA  iz korijena UKUPNO (-) minus (+) plus 
MICELIJA 
iz mamac biljke 

(-) minus 20 17 37 
(+) plus 12 23 35 

UKUPNO 32 40 72 
 
Poređenje je vršeno testirajući miceliju uzoraka gdje je izolacija patogena vršena 

na hranljivu podlogu na 2 načina: 1) iz korijena iz zaražene biljke i 2) iz zemlje preko 

mamac biljaka. Testirajući 72 izolata ADGEN ELISA kitom, zabilježeno je 40 pozitivnih 

izolata iz micelije korijena i 35 pozitivnih izolata iz micelije mamac biljaka (Grafikon 8). 

Zaključujemo da je ADGEN ELISA kitom potvrđen veći broj pozitivnih uzoraka 

analizirajući miceliju iz korijena, nego preko mamac biljaka. 
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Grafikon 8. Odnos rezultata dobijenih ADGEN ELISA kitom istih uzoraka iz korijena  
                   maline i iz zemljišta preko mamac biljaka 

 

6.3.3. Upoređivanje rezultata dobijenih različitim ELISA kitovima 

 
Bilo je neophodno utvrditi kakav je odnos rezultata istih izolata dobijenih 

različitim  ELISA kitovima.  

Upoređivanje rezultata je vršeno kod istih izolata koji predstavljaju: 1) miceliju 

uzgojenu na hranljivoj podlozi koja je dobijena izolacijom patogena iz korijena zaražene 

maline; 2) miceliju uzgojenu na hranljivoj podlozi koja je dobijena izolacijom patogena 

iz zemlje preko nekrotičnih listova mamac biljaka. 

 

6.3.3.1. Upoređivanje rezultata prilikom testiranja izolata iz korijena različitim  
             ELISA kitovima 

 
Upoređivanje rezultata dobijenih različitim ELISA kitovima je vršeno kod istih 

uzoraka dobijenih od micelije prilikom izolacije patogena iz korijena zaražene maline na 

hranljivoj podlozi. 

 
Tabela 19. Odnos rezultata različitih ELISA kitova (ADGEN/AGDIA) analizirajući  
                miceliju iz korijena maline 

MICELIJA IZ KORIJENA AGDIA  UKUPNO (-) minus (+) plus 

ADGEN   (-) minus 25 7 32 
(+) plus 8 32 40 

UKUPNO 33 39 72 
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Testirajući 72 izolata različitim ELISA kitovima na prisustvo patogena u korijenu 

maline preko micelije dobijene nakon izolacije na hranljivu podlogu, zabilježeno je 40 

pozitivih izolata sa ADGEN kitom, a 39 pozitivnih sa AGDIA kitom. Odsustvo patogena 

je zabilježeno kod 32 izolata testirana ADGEN kitom i 33 izolata testirana AGDIA kitom 

(Tabela 19). 

Zaključujemo da je poređenjem rezultata testiranja različitim ELISA kitovima 

potvrđen jedan uzorak razlike, prilikom testiranja micelije dobijene nakon izolacije 

patogena iz korijena maline na hranljivu podlogu.  

 

6.3.3.2. Upoređivanje rezultata prilikom testiranja izolata iz zemlje preko mamac   
              biljaka različitim ELISA kitovima 

  
Upoređivanje rezultata dobijenih različitim ELISA kitovima je vršeno kod istih 

uzoraka dobijenih od micelije prilikom izolacijom patogena iz zemlje preko mamac 

biljaka.  

 
Tabela 20. Odnos rezultata različitih ELISA kitova (ADGEN/AGDIA) analizirajući  
                miceliju iz mamac biljaka 

MICELIJA IZ MAMAC BILJKE  AGDIA  UKUPNO (-) minus (+) plus 

ADGEN (-) minus 27 10 37 
(+) plus 9 26 35 

UKUPNO 36 36 72 
 

Testirajući 72 izolata različitim ELISA kitovima na prisustvo patogena u zemlji 

preko mamac biljke, čiji nekrotični listovi su zasijani na hranljivu podlogu gdje se razvila 

micelija, zabilježeno je 36 pozitivnih izolata sa AGDIA kitom, a 35 pozitivnih izolata sa 

ADGEN kitom. Odsustvo patogena je zabilježeno kod 37 izolata testirana ADGEN kitom 

i 36 izolata testirana AGDIA kitom (Tabela 20). 

Zaključujemo da je poređenje rezultata testiranja različitim ELISA kitovima 

potvrđen jedan uzorak razlike, prilikom testiranja micelije dobijene nakon zasijavanja 

nekrotičnih listova mamac biljaka.  
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6.3.3.3. Specifičnost i senzitivnost AGDIA kita 

 
ROC kriva je grafički prikaz specifičnosti i senzitivnosti AGDIA kita za svaki 

mogući granični rezultat na testu u koordinatnom sistemu gdje su na apscisi (x) 

vrijednosti specifičnosti oduzete od 1 (1 - specifičnost), a na ordinati (y) prikazane 

vrijednosti senzitivnosti (proporcija tačnih pozitivnih), čime se dobija proporcija lažno 

pozitivnih rezultata. Iz tabele 21. na osnovu svih vrijednosti specifičnosti i senzitivnosti 

može se odrediti optimalan granični rezultat za testiranje AGDIA kitom.  

 
     Tabela 21. Vrijednosti varijabli ROC analize za AGDIA kit 

Površina iznad krive 

Površina Standardna 
greškaa Signifikantnost

95% interval pouzdanosti b 
Donja granica Gornja granica 

0.767 0.052 0.000 0.665 0.868 
The test result variable(s): AGDIA has at least one tie between the positive actual 
state group and the negative actual state group. Statistics may be biased. 
a. Under the nonparametric assumption       b. Null hypothesis: true area = 0.5 
 

Koristeći ROC analizu za AGDIA kit, rezultati testiranja specifičnosti i 

senzitivnosti, dijagonala slučajnog ishoda (engl. chance diagonal) prikazana je zelenom 

linijom na grafikonu 11. ROC analiza je pokazala da su vrijednosti površine ispod krive 

na nivou značajnosti P=0,05 u vrijednosti 0,0767 uz standardnu grešku Σ=0,052 i 

prikazuje da je vrijednost površine umjereno značajna i test nije dovoljno senzitivan 

(osjetljiv).  

 
Grafikon 9. ROC analiza rezultata testiranja specifičnosti i senzitivnosti AGDIA kit  
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6.3.3.4. Specifičnost i senzitivnost ADGEN kita 

 
ROC kriva je grafički prikaz specifičnosti i senzitivnosti ADGEN kita za svaki 

mogući granični rezultat na testu u koordinatnom sistemu gdje su na apscisi (x) 

vrijednosti specifičnosti oduzete od 1 (1 - specifičnost), a na ordinati (y) prikazane 

vrijednosti senzitivnosti (proporcija tačnih pozitivnih), čime se dobija proporcija lažno 

pozitivnih rezultata. Iz tabele 22. na osnovu svih vrijednosti specifičnosti i senzitivnosti 

može se odrediti optimalan granični rezultat za testiranje ADGEN kitom. 

 
     Tabela 22. Vrijednosti varijabli ROC analize za ADGEN kit 

Površina iznad krive 

Površina Standardna 
greškaa Signifikantnost

95% interval pouzdanosti b 
Donja granica Gornja granica 

0.766 0.052 0.000 0.665 0.868 
The test result variable(s): ADGEN has at least one tie between the positive 
actual state group and the negative actual state group. Statistics may be biased. 
a. Under the nonparametric assumption       b. Null hypothesis: true area = 0.5 

 
Koristeći ROC analizu za ADGEN kit, rezultati testiranja specifičnosti i 

senzitivnosti, dijagonala slučajnog ishoda (engl. chance diagonal) prikazana je zelenom 

linijom na grafikonu 12. ROC analiza je pokazala da su vrijednosti površine ispod krive 

na nivou značajnosti P=0,05 u vrijednosti 0,0766 uz standardnu grešku Σ=0,052 i 

prikazuje da je vrijednost površine umjereno značajna i test nije dovoljno senzitivan 

(osjetljiv). 

 
 
Grafikon 10. ROC analiza rezultata testiranja specifičnosti i senzitivnosti ADGEN kit 
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 6.4. Molekularne metode 
 
Molekularne analize koje su korišćene za analizu prisustva Phytophthora spp. u 

uzorcima maline su: konvencionalni PCR, nested PCR i PCR bez PureTaq Ready-To-Go 

tubica.  

 
6.4.1. Konvencionalni PCR 
 

Konvencionalni PCR je specifičan za Phytophthora spp. rađen je sa univerzalnim 

prajmerima (ITS6, ITS7, ITS8). Univerzalni Phytophthora prajmeri  daju produkt od 

820bp i specifični su samo za rod Phytophthora. Konvencionalnim PCR testirano je 

ukupno 206 uzoraka koji su predstavljali analizu prisustva patogena nakon ekstrakcije 

DNK direktno iz korijena maline, analizu prisustva patogena u zemlji sa izolacijom preko 

mamac biljaka na hranljivu CPA podlogu i izolati iz kolekcije. Od toga, analizom je 

obuhvaćeno 95 uzoraka korijena maline, 49 izolata micelije iz mamac biljaka i 62 izolata 

iz kolekcije (Tabela 23).  

 
Tabela 23. Konvencionalni PCR sa univerzalnim prajmerima (ITS6, ITS7, ITS8) 
KONVENCIONALNI 

PCR pozitivni (+) negativni (-) UKUPNO 

KORIJEN 27 68 95 
MAMCI 16 33 49 

KOLEKCIJA 37 25 62 
UKUPNO 80 126 206 

 
 

 
 

Grafikon 11. Rezultati analize konvencionalnim PCR sa univerzalnim prajmerima 
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Od ukupnog broja analiziranih uzoraka korijena maline konvencionalnim PCR, 

dobijeno je 27 pozitivnih i 68 negativnih uzoraka.  

Izolacijom patogena iz zemljišta preko mamac biljaka i zasijavanjem na hranljivu 

podlogu, te analizom konvencionalnim PCR obuhvaćeno je 49 izolata, od čega je bilo 16 

pozitivnih, a 33 negativna izolata. 

Od ukupnog broja izolata sačuvanih u kolekciji, 62 izolata su analizirani, od čega 

je 37 bilo pozitivno, a 25 bilo negativno na prisustvo Phytophthora spp. (Grafikon 13). 

Najveći broj pozitivnih u odnosu na broj negativnih izolata je dobijen 

konvencionalnim PCR iz kolekcije. Ovakvi rezultati su bili očekivani jer su u kolekciji 

čuvani izolati koji su izolovani na selektivnoj podlozi, pregledani mikroskopski i po 

morfološkim osobinama najviše su odgovarali vrstama roda Phytophthora, a neki od njih 

su potvrđeni i serološkim metodama. 

 

 
Slika 26. Konvencionalni PCR produkti dobijeni sa modifikovanim „univerzalnim” ITS 
              prajmerima ITS6, ITS7 i ITS8 na 1% agaroznom gelu, M-100 bp marker  
 

 

6.4.2. Nested PCR 

 
Nested PCR je korišćen da bi se povećala specifičnost detekcije. Za prvi krug 

nested PCR korišćeni su prajmeri (ITS4 i DC6) koji daju produkt dužine 1310 bp i 

značajni su za amplifikaciju dijela ITS sekvence bilo koje Phytophthora vrste, 

uključujući sve Omycetes. Za drugi krug korišćeni su prajmeri (DC1 i DC5) koji daju 

produkt dužine 533 bp i značajni su za amplifikaciju produkta specifičnog samo za 

Phytophthora fragarie na malini.  
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Nested PCR je testirano ukupno 386 uzoraka, od toga je analizom obuhvaćeno: 

265 izolata direktno iz korijena maline, 59 izolata micelije iz mamac biljaka (provjera 

prisustva patogena u zemlji sa izolacijom preko mamac biljaka) i 62 izolata iz kolekcije 

(micelija iz kolekcije) (Tabela 24).  

 
Tabela 24. Nested PCR korijena maline i micelije iz mamac biljaka i iz kolekcije 

Nested  
PCR pozitivni (+) negativni (-) UKUPNO 

KORIJEN 36 229 265 
MAMCI 18 41 59 

KOLEKCIJA 20 42 62 
UKUPNO 74 312 386 

 
Od ukupnog broja analiziranih uzoraka korijena maline nested PCR, dobijeno je 

36 pozitivnih i 229 negativnih rezultata.  

Izolacijom patogena iz zemljišta preko mamac biljaka i zasijavanjem na hranljivu 

CPA podlogu, te analizom nested PCR obuhvaćeno je 59 izolata, od čega je bilo 18 

pozitivnih, a 41 negativan izolat. 

Nested PCR su analizirani izolati koji su čuvani u kolekciji, od čega je 20 

pozitivnih, a 42 negativna izolata na prisustvo Phytophthora fragariae var. rubi 

(Grafikon 14).  

U rasadnicima je ukupno analizirano 73 uzorka maline iz matičnjaka na 

otvorenom polju i u zatvorenoj proizvodnji, kao i kontejnerskih sadnica. Na prisustvo 

Phytophthora fragariae var. rubi, ukupno 5 uzoraka je potvrđeno pozitivno na prisustvo 

patogena, i svih 5 vode porijeklo iz istog rasadnika u Gradišci.  

U okviru redovne, godišnje kontrole sadnog materijala sprovođenog od strane 

Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Banjaluci utvrđena su 4 pozitivna uzorka u 

periodu 2010-2015. godine u rasadniku Gradiška, a jedan pozitivan uzorak vodi porijeklo 

iz istog rasadnika, a uzorkovan je od strane inspektora (Inspektorat Republike Srpske) 

tokom realizacije Programa posebnog nadzora nad prisustvom Phytophthora fragariae 

var. rubi na području Republike Srpske u 2016. godini.  
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            Grafikon 12. Rezultati analize nested PCR sa specifičnim prajmerima 
 
 

 
Slika 27. Nested PCR produkti dobijeni sa 2 seta prajmera (za prvi krug ITS4/DC6; za 
               drugi krug DC1/DC5) na 1% agaroznom gelu. Prvi red: 100 bp marker, izolati:  
               68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, pufer, voda, + kontrola; Drugi red:  
               100 bp marker, izolati: 79, 80, 81, 82, pufer, voda, voda, + kontrola.  
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6.4.3. PCR bez PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica  

 
Ovaj PCR je korišćen za identifikaciju Phytophthora spp. iz inficiranog korijenja 

maline. To je efikasna metoda za rad bez upotrebe PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica, sa 

većom ekonomskom opravdanošću, manjim laboratorijskim radom, a sa kojom se dobija 

više podataka za sekvenciranje.  

Ovom metodom su potvrđeni izolati: 21, 22, 31, 34, 48, 53, 55 i 57 prije slanja na 

sekvenciranje. 

 

 
Slika 28. PCR produkti dobijeni sa 2 seta prajmera (za prvi krug ITS4/DC6; za  
               drugi krug ITS6/ITS4) na 2% agaroznom gelu, 100 bp marker.  



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   86 
 

6.5. Sekvenciranje, BLAST i pohranjivanje podataka u banku gena 

U 2013. godini, PCR produkti tri izolata: 31a, 31b i 48a su poslani na 

sekvenciranje u Macrogen Europe, Amsterdam (Nizozemska). Pristupni brojevi (accesion 

number) nukleotidnih sekvenci su dodijeljeni 23. septembra 2013. godine (Tabela 25). 

 
Tabela 25. Pristupni brojevi (accesion number) izolata iz Bratunca i Šipova 

Izolat Godina 
uzorkovanja Lokacija 

Dodijeljeni 
pristupni brojevi 

(accesion number) 
Identifikacija vrste  

1. 31a 2010. Bratunac KF130875  Phytophthora rubi 

2. 48a 2010. Šipovo KF130876 Phytophthora rubi 

3. 31b 2010. Bratunac KF130877 Phytophthora rubi 
 

Izolati 31a i 31b predstavljaju uzorak korijena maline uzorkovane u 2010. godini 

na lokalitetu Bratunac i poslani su na sekvenciranje, s tim da je za: 

1) 31a – amplifikacija PCR produkta vršena primjenom DC1/DC5 prajmera 

2) 31b – amplifikacija PCR produkta vršena primjenom ITS6/ITS4 prajmera 

Nakon sekvenciranja i pohranjivanja sekvenci u banku gena (The GenBank 

Bethesda, Maryland USA), dodijeljeni su pristupni brojevi KF130875 (31a) i KF138077 

(31b).  

Izolat 48a predstavlja uzorak korijena maline uzorkovane u 2010. godini na 

lokalitetu Šipova, za amplifikaciju PCR produkta korišćeni su DC1/DC5 par prajmera. 

Nakon sekvenciranja i pohranjivanja sekvenci u banku gena (The GenBank Bethesda, 

Maryland USA), dodijeljen je pristupni broj KF130876.  

Svi sekvencirani izolati su identifikovani kao vrsta Phytophthora rubi. 

U 2017. godini, PCR produkti dvanaest izolata: 34, 69, 71, 72, 73, 4, 21, 22, 53, 

55, 57 i 11, gdje su se za amplifikaciju PCR produkata koristili DC1/DC5 par prajmera i 

poslani su na sekvenciranje u Macrogen Europe, Amsterdam (Nizozemska). Pristupni 

brojevi nukleotidnih sekvenci su dodijeljeni 21. novembra 2017. godine (Tabela 26).  

Nakon sekvenciranja i obrade dobijenih sekvenci, upoređene su sa odgovarajućim 

sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka i obrađeni u Blastn programu (Nukleotidni 

nukleotid BLAST) i Blastx programu (Nukleotidni 6-okvirni prevodni protein) (Tabela 

27). 
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Tabela 26. Sličnost izolata sa raspoloživim sekvencama u NCBI banci gena i njihovo  
                 geografsko porijeklo, obrađeno u Blastn programu 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Program Blastn poredi sekvencu tražene DNK sa najsličnijim sekvencama DNK 

iz baze podataka koja se specificira (Tabela 10). U tabeli 26 prikazani su rezultati 

sekvenciranih izolata obrađenih u Blastn programu, a koji su podijeljeni u 2 grupe:  

1. ukupno 9 izolata imaju procentualnu sličnost od 96-100% sa Phytophthora 

rubi koja vodi porijeklo iz Njemačke;  

2. ukupno 3 izolata imaju sličnost sa Phytophthora rubi koja vodi porijeklo iz 

Njemačke i P. fragariae sa porijeklom iz USA. Ove dvije vrste su morfološki 

i fiziološki slične, a razlikuju se u biljkama domaćinima (Tabina et al., 2017). 

Procentualna sličnost izolata je 99% sa specifičnim sekvencama iz Banke 

gena.  

 
Program Blastx (Nukleotid 6-okvirni prevodni protein, Nucleotide 6-frame 

translation-protein) poredi šest okvira konceptualnom translacijom nukleotida tražene 

sekvence sa proteinom iz baze podataka (Tabela 11).  

 

Izolat Lokacija 
Godina 
uzorko-
vanja 

Dodijeljeni 
pristupni brojevi 

(accesion 
number) 

Poređenje sekvenci u Blastn 
programu  

% identi-
čnosti Vrsta Geografsko 

porijeklo 
1. 21 Bratunac 2010. KY784993 99% 

P. rubi Njemačka 
KJ755094 

2. 22 Bratunac 2010. KY784994 98-99% 

3. 55 B. Luka  2010. KY784992 99-100% 

4. 69 Šipovo 2012. KY785001 99% 

5. 71 Ribnik 2012. KY784998 99% 

6. 72 Ribnik 2012. KY784999 96-99% 

7. 73 Ribnik 2012. KY785000 99% 

8. 4 B. Luka  2014. KY784991 99% 

9. 11 Srebrenica 2016. KY785002 99% 

10. 
 34 Bratunac 2010. KY784995 

99% 

P. rubi Njemačka 
KJ755094 

11. 53 Gradiška 2010. KY784996 

P. fragariae USA 
FJ172257 12. 57 Gradiška 2010. KY784997 
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Tabela 27. Grupisanje izolata prema % sličnost sa raspoloživim sekvencama u NCBI 
                 banci gena i geografsko porijeklo, obrađeno u Blastx programu 

 
U tabeli 27 prikazani su rezultati sekvenciranih izolata obrađenih u Blastx 

programu, a koji su podijeljeni u 5 grupa na osnovu procentualne sličnosti sa proteinima 

(Phytophthora sojae i Rhodotorula graminis) koje vode porijeklo iz SAD:  

1. sličnost od 100-69% za izolate: 53 i 55 koji su iz Gradiške 

2. sličnost od 97-69% za izolate: 69, 71, 72, 21 i 22 koji su iz Šipova, 

Ribnika i Bratunca 

3. sličnost od 93-69% za izolate: 57 i 4 koji su iz Gradiške i Banjaluke 

4. sličnost od 90-69% za izolate: 73 i 34 koji su iz Ribnika i Bratunca 

5. sličnost od 80-76% za izolat 11 koji je iz Srebrenice. 

Izolat Lokacija 
Godina 
uzorko-
vanja 

Dodijeljeni 
pristupni 
brojevi 

(Accesion 
number) 

Poređenje sekvenci u 
Blastx programu 

% 
identi- 
čnosti 

Protein 
organizma 

Geograf. 
porijeklo i 
Acc.No. 

1. 

53 Gradiška 
2010. 

KY784996 100 

- 

69 

Phytophthora 
sojae 

- 
Rhodotorula 

graminis 

SAD 
XP009534206 

55 Gradiška KY784996 SAD 
KPV71441 

2. 

69 Šipovo 

2012. 

KY785001 

97 

-  

69 

Phytophthora 
sojae 

- 
Rhodotorula 

graminis 

SAD 
XP009534206 71 Ribnik KY784998 

72 Ribnik KY784999 

SAD 
KPV71441 

21 Bratunac 
2010. 

KY784993 

22 Bratunac KY784994 

3. 
57 Gradiška 2010. KY784997 93 

- 

69 

Phytophthora 
sojae 

- 
Rhodotorula 

graminis 

SAD 
XP009534206 

4 B. Luka 2014. KY784991 SAD 
KPV71441 

4. 
73 Ribnik 2012. KY785000 90 

-  

69 

Phytophthora 
sojae 

- 
Rhodotorula 

graminis 

SAD 
XP009534206 

34 Bratunac 2010. KY784995 SAD 
KPV71441 

5. 11 Srebrenica 2016. KY785002 

80 

-  

76 

Phytophthora 
sojae 

- 
Rhodotorula 

graminis 

SAD 
XP009534206 

SAD 
KPV71441 
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6.6. Provjera patogenosti  

 
Test biljke za provjeru patogenosti korišćene su kontejnerske sadnice crvene 

maline (Rubus idaeus L.) sorte Willamette uzgojene iz korijenovih reznica u 

komercijalnom rasadniku. Izabrano je 10 izolata iz 2010. godine za sprovođenje testa 

patogenosti i potvrde Kochovih postulata. Vještačka inokulacija test biljaka je 

sprovedena i praćena u kontrolisanim uslovima staklenika. 

Za svaki pojedinačni izolat, inokulisano je pet biljaka sa suspenzijom micelije 

uzgojene na hranljivoj CPA podlozi, koja je nanošena u blizini korijenovog sistema test 

biljke. Test patogenosti je sproveden u trajanju 2 sedmice u uslovima: redovnog 

zalijevanja, 12-satni dnevni režim i temp. 15-23°C. Na kraju eksperimenta je vršen 

pregled nadzemnog dijela test biljaka i korijenovog sistema.  

Kod nadzemnih dijelova svih test biljaka utvrđeni su simptomi različitog 

intenziteta: hloroza i nekroza listova, sušenje nadzemnog dijela, hloroza stabljike u 

prizemnom dijelu i potpuno sušenje stabljike. Ovi simptomi se dovode u vezu i uočavani 

su tokom pregleda zaraženih komercijalnih zasada.  

Kod podzemnih dijelova test biljaka, nakon pranja i uklanjanja zemlje, utvrđen je 

simptom hloroze pojedinačnih korjenčića, a koji su uočavani u laboratoriji tokom 

pregleda simptoma maline iz komercijalnih zasada. Ostali simptomi, kao smanjenje 

ukupne korijenove mase, je bilo teško utvrditi zbog dužine trajanja eksperimenta (2 

sedmice), jer se navedeni simptom razvija u toku dužeg perioda.  

Kod test biljaka koje su služile za kontrolu, nije izvršena inokulacija, nisu uočeni 

simptomi na nadzemnom dijelu biljke niti nekroza korjenčića.  

Molekularnom metodom je potvrđeno prisustvo Phytophrhora rubi kod 3 izolata 

(31, 21 i 22) pri vještačkoj inokulaciji test biljaka. Kod navedenih izolata, molekularnom 

metodom (nested PCR) su potvrđeni pozitivni rezultati prisustva bolesti, u odnosu na 

kontrolne test biljke, koji su imali negativne rezultate. Dobijeni rezultati testa patogenosti 

predstavljaju potvrdu Kochovih postulata.   
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Tabela 28. Rezultati analiza odabranih izolata sekvenciranim u 2013. godini 

Izolat Lokacija CPA  MAMCI 

ELISA PCR  Dodijeljeni 
pristupni 
brojevi 

(Accesion 
number) 

Potvrda 
identičnosti  

sa 
sekvencama 

iz Banke gena 

Provjera 
patogenosti 

na test 
biljkama 

micelija iz 
korijena 

micelija iz 
mamaca 

direktno iz 
korijena 

micelija iz 
kolekcije/korijena 

micelija 
 iz mamaca 

direktno iz 
korijena 

AGDIA ADGEN AGDIA ADGEN AGDIA ADGEN Konve-
ncional Nested Konve-

ncional Nested Konve-
ncional Nested 

1. 31a Bratunac + + - - + + + + + + + + + + KF130875 Phytophthora 
rubi S+, + 

2. 48a Šipovo + + + + + + - + + + + + + + KF130876 Phytophthora 
rubi NT 

3. 31b Bratunac + + - - + + + + + + + + + + KF130877 Phytophthora 
rubi S+, + 

+ pozitivan rezultat, - negativan rezultat, NT –nije testirano, S+ simptomi prisutni 
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Tabela 29. Rezultati svih sprovedenih analiza odabranih izolata sekvenciranim u 2017. godini  

NT –nije testirano, + pozitivan rezultat, - negativan rezultat, +/- sumnjiv rezultat, S+ simptomi prisutni 

Izolat Lokacija CPA  MAMCI 

ELISA PCR  
Dodije-

ljeni 
pristupni 
brojevi 

(Acc. No) 

Poređenje identičnosti 
sa sekvencama iz 

Banke gena 

Provjera 
patoge- 
nosti na 

test 
biljkama 

micelija iz 
korijena 

micelija iz 
mamaca 

direktno iz 
korijena 

micelija iz 
kolekcije/korijena 

micelija 
 iz mamaca 

direktno iz 
korijena 

AGDIA ADGEN AGDIA ADGEN AGDIA ADGEN 
Konve-
ncional Nested Konve-

ncional Nested Konve-
ncional Nested 

% 
identi-
čnosti  

Geografsko 
porijeklo vrsta i 

Acc.No. 

1. 21 Bratunac + + + + + + + +/- + + + + + + KY784993 99% 

Njemačka 
P. rubi 

KJ755094 
 

S+,+ 
2. 22 Bratunac + + + + + + +/- + + + + + + + KY784994 98-99% S+,+ 
3. 55 B.Luka  + + + + +/- + + + + + + + + + KY784992 99-100% S+ 
4. 69 Šipovo + +/- + + + +/- +/- + + + NT NT NT + KY785001 99% NT 
5. 71 Ribnik + +/- NT + NT NT + + + + NT NT NT + KY784998 99% NT 
6. 72 Ribnik + +/- NT + NT NT + +/- + + NT NT NT + KY784999 96-99% NT 
7. 73 Ribnik + +/- NT - NT NT + + + + NT NT NT + KY785000 99% NT 
8. 4 B.Luka  NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT + KY784991 99% NT 
9. 11 Srebrenica NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT + KY785002 99% NT 

10. 
 34 Bratunac + + + + + + + + + + + + + + KY784995 99% 

Njemačka  
P. rubi 
KJ755094 S+ 
USA  
P.fagariae 
KJ172257 

11. 53 Gradiška + + + + + + + +/- + + + + + + KY784996 99% 

Njemačka  
P. rubi 
KJ755094 

S+ USA  
P.fragariae 
FJ172257 

12. 57 Gradiška + + + + + +/- + + + + + + + + KY784997 99% 

Njemačka  
P. rubi 
KJ755094 

S+ USA  
P.fragariae 
FJ172257 
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7. DISKUSIJA 

 
Najveći svjetski proizvođač maline je Rusija, dok je u Evropi najveći proizvođač 

Poljska. Poljska ovako visoku poziciju postiže zahvaljujući najvećim površinama pod 

proizvodnim zasadima maline, dok je prema ostvarenom prinosu ploda maline po jedinici 

površine (4,4 t/ha) ispod prosječne vrijednosti, pa se na svjetskoj ljestvici nalazi tek na 

24. mijestu (FAOSTAT, 2016).  

Ukoliko se posmatraju podaci ostvarenog prinosa po jedinici površine, najveći 

proizvođač je Meksiko (18 t/ha), zatim SAD (15,7 t/ha) i Belgija (15 t/ha). Bosna i 

Hercegovina (BiH) je na 11. mijestu sa prosjekom od 8,4 t/ha, nalazi se ispred i Rusije i 

Poljske. U BiH je evidentan stalani porast ukupne proizvodnje. Od zemalja u okruženju, 

Srbija ima najdužu tradiciju gajenja maline. Iako se navodi da se u uslovima Srbije 

granična rentabilnost proizvodnje maline postiže visinom prinosa ploda od oko 10 t/ha 

(Petrović i Milošević, 1996), prema statističkim podacima visina prinosa iznosi oko 5,6 

t/ha i time zauzima 17. mjesto svjetskog ostvarenog prinosa (FAOSTAT, 2016). 

Ovakvim sagledavanjem malinarske proizvodnje, BiH bi sa povećanjem proizvodnih 

malinjaka u narednih nekoliko godina mogla postati konkurentna na Evropskom, ali i na 

svjetskom tržištu. Ipak, za kontinuirano stabilan prinos, neophodan je odgovarajući 

sortiment i kvalitetan sadni materijal, a ograničavajući faktor uspješne proizvodnje 

maline predstavlja prisustvo Phytophthora spp. jer veliki gubici nastaju usljed truljenja 

korijenovog sistema i propadanja čitavih zasada, takvi zasadi se ne mogu obnavljati, jer 

se patogen duži niz godina zadržava u zemljištu.  

Više vrsta roda Phytophthora su potvrđeni kao patogeni maline u različitim 

zemljama: P. citricola (Waterston, 1937), P. cactorum, P. cambivora, P. cinnamomi, P. 

cryptogea, P. drechsleri, P. erythroseptica, P. fragariae var. rubi, P. megasperma, P. 

syringae (Brien and Dingley, 1959; Converse and Schwartze, 1965, 1968; Duncan et al., 

1987, 1990; Nourisseau and Baudry, 1987; Seemüller et al., 1986; Washington, 1988; 

Wilcox and Duncan, 1993; Wilcox, 1989), P. ramorum (Werres and Kaminski, 2005), P. 

fragariae var. fragariae (Wilcox, 1989) i P. idaei (Kennedy and Duncan, 1995). U većini 

zemalja, od svih 13 navedenih vrsta, Phytophthora rubi je najznačajni prouzrokovač 

bolesti korijena maline (Harrison et al., 1998, Stewart et al., 2014). Ovaj rad predstavalja 

prvo istraživanje i ujedno prvi nalaz prisustva Phytophthora rubi u Republici Srpskoj i 

Bosni i Hercegovini. 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   93 
 

Glavni izvor zaraze su zaražene sadnice (Bonants et al., 1997; Heiberg, 1995; 

Duncan et al., 1987), pa je ova bolest uvršćena u sertifikacionu šemu da bi se osigurala 

proizvodnja sadnica maline odgovarajućeg fitosanitarnog kvaliteta (Schlenzig et al., 

2005). U Škotskoj za potrebe sertifikacione šeme, inspekcija se vrši na godišnjem nivou, 

da bi se potvrdila ispunjenost zahtjeva sertifikacije i odsustvo svih glavnih bolesti maline. 

Svi uzorci se dostavljaju tako da porijeklo i sertifikaciona kategorija sadnog materijala 

ostane nepoznata laboratoriji koja sprovodi testiranje. Prema toj sertifikacionoj šemi za 

Phytophthora fragariae var. rubi, uzorci korijena maline se uzimaju sistematično na 

svakih 9 m iz svakog četvrtog reda, što iznosi oko 300 uzoraka po hektaru (Schlenzig et 

al., 2005).  

U Republici Srpskoj nije uspostavljena sertifikaciona šema za proizvodnju 

sadnica maline ali se sprovode redovne, godišnje kontrole rasadničke proizvodnje kada se 

uzimaju uzorci za laboratorijsku analizu. Uzorci su cijele biljke, uzimaju se tako da se 

zaštiti podatak porijekla sadnica (vrši se dodjela inspektorskih i/ili laboratorijskih šifri). 

Takođe u Srbiji ne postoji razrađena šema uzorkovanja, niti definisan broj uzoraka po 

jedinici površine (Koprivica et al., 2009). Kako broj uzoraka po jedinici površine nije 

standardizovan, praktikovano je da se uzima što više uzoraka, svaki uzorak treba da se 

sastoji od većeg broja pojedinačnih biljka, a značajno je da budu obuhvaćene sve prisutne 

sorte maline u rasadniku.  

Prema EPPO (The European and Mediterranean Plant Protection Organization) i 

pravilima Evropske unije (EU) za izdavanje biljnog pasoša, ova pseudogljiva ima status 

karantinskog organizma i ne toleriše se infekcija u propagativnom materijalu (Bonants et 

al., 1997). Rezultati ovog istraživanja ukazaju na potrebu uvršćavanja P. fragariae var. 

rubi na karantinsku listu na nivou RS i BiH, uz obaveznu kontrolu prisustva patogena 

prilikom uvoza sadnog metarijala na graničnim prelazima, kao i u rasadnicima tokom 

proizvodnje unutar zemlje.  

Pojava simptoma je moguća od početka do kraja vegetacije, ali proljeće je najbolji 

period godine za vizuelni pregled i uzorkovanje za laboratorijsku analizu jer se tokom 

ljeta pseudogljiva inaktivira (u obliku oospora) zbog visokih temperatura (Bonants et al., 

1997). Ako nastupi vrijeme kišnog ljeta, pseudogljiva se ponovo aktivira i može inficirati 

korijenje ali tada uzorkovanje mora biti pažljivo sprovedeno zato što naknadna infekcija 

ne može biti detektovana čak ni PCR metodom (Koprivica et al., 2009). Tokom pregleda 

rasadničke proizvodnje maline na teritoriji RS nije evidentirano postojanje vidljivih 
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simptoma koji bi ukazivali na prisustvo patogena, a moguće je detektovati pojavu bolesti 

samo ukoliko se uradi laboratorijska analiza. U prilog ovoj tvrdnji je podatak da je 5 

uzoraka iz istog rasadnika (Gradiška) bilo pozitivno na prisustvo bolesti, što je potvrđeno 

molekularnim metodama (nested PCR), dok je na osnovu simptoma bolest godinama 

ostajala nezapažena.  

Izolacija kao klasični put dijagnoze patogena je jednostavna, jeftina metoda i ne 

zahtijeva skupu opremu. Ipak, u literaturi se navode brojni nedostaci ove metode: 

izolacija Phytophthora iz uzoraka korijena zahtijeva intenzivan rad, a dodatno je 

zahtijevna zbog usporenog rasta i zajedničkog naseljavanja drugih gljiva i pseudogljiva 

(Stewart et al., 2014). Dalje, nedostaci se odnose na neophodnost ekspertskog znanja i 

stručnosti, kao i dugog trajanja testa (Hayden et al., 2004; Ristaino et al., 1998), potrebni 

su dani ili nedjelje za identifikaciju prouzrokovača oboljenja. Drugi značajan nedostatak 

klasičnih metoda je nepouzdanost jer se mnogi mikroorganizmi teško mogu razlikovati 

na osnovu morfoloških ili drugih pokazatelja koji su često promjenljivi pod uticajem 

uslova spoljašnje sredine (Ivanović i sar., 2004). U ovoj doktorskoj disertaciji, 

mikroskopski pregled obojenih preparata zaraženog korijenja maline je prošao bez 

uspjeha, pa je ova metoda napuštena. 

U literaturi se navodi da izolacija Phytophthora rubi direktno iz izdanaka maline 

(strugotine kambijuma izdanka sa povredama, veličine 2-5 mm) se pokazala kao 

najuspješnija i najmanje je zahtjevna za intenzivan rad. Navodi se da je najviše izolata 

upravo izolovano pomoću ove metode direktno iz izdanka u poređenju sa izolacijom iz 

korijena ili iz zemljišta preko mamac biljaka (Stewart et al., 2014). Takođe se navodi da 

je izolacija direktno iz izdanka jednostavna i čista metoda, koja se može koristiti i za 

druge zemljišne vrste roda Phytophthora, gdje povrede na korijenu vode do korijenovog 

vrata ili izdanka (Stewart et al., 2014). U ovom radu nije rađena metoda direktne izolacije 

iz izdanka jer se polazilo od pretpostavke da nadzemni simptomi nemaju dijagnostički 

karakter, isti ili slični simptomi mogu biti izazvani različitim činiocima. Na terenu nisu 

zapaženi simptomi povrede nadzemnog izdanka, te je zbog toga rađena izolacija iz 

korijena i iz zemlje preko mamac biljaka.  

Izolacija Phytophthora spp. se vrši preko ispranih korjenčića maline (Koprivica et 

al., 2009; Schlenzig et al., 2005; Wilcox, 1989; Duncan et al., 1987) i iz zemljišta preko 

mamac biljaka (Koprivica et al., 2009; Schlenzig et al., 2005). Praćenje porasta i izgleda 

micelije izolovane na različitih hranljivim podlogama (CMA, V8A, FBA i CPA) koje su 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   95 
 

predložene u literaturi (Stewart et al., 2014; Koprivica et al., 2009; Schlenzig et al., 

2005; Wilcox, 1989; Duncan et al., 1987). Tokom izvođenja laboratorijskog rada ovog 

doktorata, hranljiva CPA podloga se pokazala kao najjednostavnija tokom pripreme i 

dala je najveći broj Petrijevih posuda sa micelijom koja je morfološki odgovarala izgledu 

micelije Phytophthora spp. Zbog toga je odlučeno koristiti CPA hranljivu podlogu za 

daljnji nastavak istraživanja.  

U skladu sa navodima Hughes et al. (2006), dijagnostika Phytophthora bazirana 

na kombinaciji mikroskopskog pregleda korijenčića maline i izolacije na selektivne 

podloge su nepouzdani i dugotrajni. Ovo je posebno važno za proizvodnju sadnog 

materijala u rasadnicima jer se na taj način mogu otkriti različite vrste roda Phytophthora 

(Koprivica et al., 2009). Navodi se da nekoliko raspoloživih morfoloških karakteristika, 

zbog polimorfnosti vrsta, ne mogu biti osnova za sistem klasifikacije (Cooke and 

Duncan, 1997). Različiti izolati Phytophthora spp. crvene maline se ne mogu jasno 

morfološki razlikovati, a razlike postoje i u osobinama poput: krajnje temperature rasta, 

brzina porasta micelije, morfologija kolonije, veličina sporangija (Wilcox, 1989; Duncan 

et al., 1987). Tokom izrade doktorske teze, jedan od ciljeva je bio razviti savremene, brze 

i efikasne metode detekcije, tako da pregled micelije pseudogljiva roda Phytophthora, 

praćenje njihovog porasta i drugih morfoloških osobina je vremenski zahtjevno i 

nepraktično za potrebe rutinske kontrole. Osim morfologije micelije Phytophthora spp., 

drugim osobinama se nije pridavao značaj.  

Treba naglasiti da je u literaturi navedeno da hlamidospore nisu zapažene kod 

Phytophthora rubi, dok se formiraju kod nekih Phytophthora vrsta (Gallegly and Hong, 

2008). Tokom ovih istraživanja, kod određenog broja izolata je utvrđena pojava 

hlamidospora Phytophthora rubi, koje se često nazivaju trajne spore jer mogu održati 

klijavost duži niz godina. U istim literaturnim navodima, rečeno je da Phytophthora rubi 

formira plerotične oospore, što znači da u potpunosti ispunjavaju oogoniju, što je 

potvrđeno mikroskopskim pregledom oospora određenog broja dobijenih izolata. 

Iako je proučavanje fitopatogenih gljiva klasičnim, standardnim laboratorijskim 

testovima i dalje u primjeni, uvijek je postojala težnja istraživača za razvojem 

pouzdanijih, bržih i automatizovanih metoda u cilju potvrde identiteta patogena. Danas se 

u detekciji gljiva u velikoj mjeri koriste serološke metode koje se zasnivaju na enzimskim 

reakcijama kao što su DAS-ELISA. Primjena ELISA testa može poslužiti za testiranje 

velikog broja uzoraka istovremeno (Hayden et al., 2004), a vremenski je manje zahtjevna 
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u odnosu na klasične metode zasijavanja i odgajanja na hranljivim podlogama. Navodi se 

da je nakon inokulacije, ELISA metodom moguće detektovati pozitivan materijal 6-8 

dana ranije u odnosu na makroskopsku pojavu simptoma (Mohan, 1988). Pozitivna 

osobina ELISA testa je mogućnost da se dobiju rezultati nakon 2-3 dana, što ubrzava 

laboratorijski postupak kada se radi o velikom broju uzoraka.    

Od seroloških analiza za identifikaciju Phytophthora spp. korišćena je DAS–

ELISA od 2 proizvođača (AGDIA i ADGEN). Od ukupno 228 serološki analiziranih 

izolata (137 izolata od micelije iz korijena i 91 izolat od micelije iz mamac biljaka), 

izdvajanjem 72 izolata gdje se uočavaju male razlike u dobijenim rezultatima, kada se 

posmatraju zbirno kod testiranja sa oba ELISA kita (Tabela 13). Međutim, dobijeni 

rezultati se značajno razlikuju ako se porede isti, pojedinačni izolati iz korijena i mamaca, 

kao i kod testiranja istih izolata različitim ELISA kitom. Kao potvrda ove tvrdnje je izolat 

31a i 31b (Tabela 28) gdje je rezultat sa oba ELISA kita iz micelije korijena negativan, a 

pozitivan sa oba ELISA kita iz micelije od mamac biljke. Ukoliko poredimo rezultate 

različitih ELISA kitova, analizom izolata 48a mogu se vidjeti (Tebela 28) pozitivni 

rezultati kod izolata iz korijena i preko mamac biljaka sa oba ELISA kita, dok je 

negativan rezultat dobijen kod testiranja direktno iz korijena sa AGDIA kitom, a 

pozitivan ADGEN kitom. Ovaj rezultat je dodatno sumnjiv, a kao potvrda nedovoljne 

senzitivnosti je i direktno testiranje 32 uzorka direktno iz korijena maline sa oba 

komercijalna ELISA kita, bez prethodne izolacije patogena na hranljivu podlogu. Zbog 

velikog broja dobijenih pozitivnih rezultata (AGDIA 29/32 i ADGEN 26/32) (Tabela 15). 

Pretpostavka je da se radi o lažno pozitivnim rezultatima, tako da se nije nastavilo sa 

serološkim analizama direktno iz korijena.  

U prilog tvrdnji nedovoljne senzitivnosti i specifičnosti, a prema uputstvima 

proizvođača oba ELISA kita, navedeno je da se pored Phytophthora spp. mogu 

detektovati umjereno unakrsna i slabo unakrsna reakcija za neke druge vrste gljiva iz 

roda Pythium (veoma brojna i polifagna skupina biljnih patogena). Isto kao i 

Phytophthora spp., tako i Pythium spp. pripadaju razdjelu Oomycota ili klasi Oomycetes, 

što znači da su svrstani u pseudogljive (gljivama slične organizme), a do infekcije dolazi 

preko korijena ili stabla ispod površine zemlje. Pretpostavka je da bi prisustvo i detekcija 

vrsta roda Pythium mogao biti razlog lažno pozitivnih rezultata kod analize prisustva 

patogena direktno iz korijena. U literaturi se navodi da je detekcija gljiva u biljnom 

materijalu zahtijevna, naročito ako se radi o maloj količini prisutnog patogena i prije 
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pojave simptoma, te se zbog toga od korišćene metode zahtjeva i senzitivnost i 

specifičnost, da bi se izbjegli problemi unakrsne reakcije sa drugim gljivama (Bonants et 

al., 1997).  

Bonants et al. (1997) i Olsson (1995) navode da rezultati detekcije ELISA testom 

na prisustvo Phytophthora rubi, nisu pouzdani jer se javlja nedostatak senzitivnosti i 

specifičnosti, dok Hayden et al. (2004) ističe mogućnost unakrsne reakcije sa drugim 

vrstama. Postoje i drugi literaturni navodi gdje se kaže da serološke metode zasnovane na 

poliklonalnim antitijelima imaju značajnu senzitivnost (osjetljivost) ali generalno se 

javlja nedostatak specifičnosti (Hayden et al., 2004; Mohan, 1988). Antitijela djeluju kao 

strukturalna komponenta na nivou roda (Mohan, 1988) i zajednički antigeni postoje kod 

različitih vrsta roda Phytophthora (Merz et al., 1969; Halsall, 1976), tako da ELISA 

testom nije moguće identifikovati vrstu, odnosno test nije dovoljno specifičan.  

U toku istraživanja rađena je analiza ROC krivom rezultata koji su dobijeni 

ELISA testom za oba komercijalna kita od izolata iz micelije dobijenih iz korijena i iz 

zemlje preko mamac biljaka, kada je potvrđena nedovoljna senzitivnost i specifičnost 

serološke metode za detekciju Phytophthora spp., što je u saglasnosti sa literaturnim 

navodima. U tabeli 29, određenom broju izolata sa oba komercijalna kita (AGDIA i 

ADGEN) dodijeljen je status sumnjivog rezultata, što dodatno potvrđuje nedovoljnu 

senzitivnost i specifičnost ELISA testa, čak i kod tumačenja dobijenih rezultata, pa je 

postojala potreba za uspostavljanje osjetljivih i pouzdanih metoda za rutinsko testiranje.  

Navedeno je da za detekciju Phytophthora rubi DAS-ELISA ima nedovoljnu 

senzitivnost i specifičnost, za razliku od molekularnih PCR metoda. Potvrdu ove tvrdnje 

možemo vidjeti prateći rezultate u tabeli 27 kod izolata 31a i 31b, gdje su rezultati DAS 

ELISA testa oba kita (AGDIA i ADGEN) bili negativni, dok su konvencionalni PCR i 

nested PCR iz istih izolata bili pozitivni.  

Molekularne metode se primjenjuju za detekciju patogena u biljnom materijalu sa 

ispoljenim simptomima, ali i u uslovima latentne infekcije (Reeves, 1998), i kod 

ispitivanja prisustva karantinskih patogena (Ward et al., 2004). Redovnim godišnjim 

kontrolama sadnog materijala u periodu 2010-2015. godine, sprovodenih od strane 

Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Banjaluci i od strane inspektora (Inspektorat 

Republike Srpske) u 2016. godini tokom realizacije Programa posebnog nadzora nad 

prisustvom Phytophthora fragariae var. rubi na području Republike Srpske utvrđeno je 5 

pozitivnih uzoraka u jednom rasadniku Gradiška. U navedenom periodu, sadnice maline 



Uloga kompleksa Phytophthora spp. u sušenju i propadanju maline u Republici Srpskoj 
___________________________________________________________________________ 

...............................................................................................................................................  
     mr Biljana Lolić - doktorska disertacija   98 
 

nisu ispoljavale karakteristične simptome i bolest je prolazila nezapaženo, a uzorci su 

uzimani nasumično.  

PCR je postala uobičajena metoda za identifikaciju i detekciju biljnih patogena i u 

mnogim slučajevima služi kao zamjena tradicionalnih metoda kao što su mikroskopiranje 

ili biološki testovi (Schlenzig et al., 2005), a prednost ove metode je kraće vrijeme 

trajanja analize (Schlenzig et al., 2005; Tomlinson et al., 2005). Dok je za izvođenje 

klasičnih metoda bilo neophodno 6-10 dana, za serološke metode 2-3 dana, za 

molekularne metode je bilo neophodno 1-2 dana ako mjerimo od momenta unošenja 

uzoraka u laboratoriju do dobijanja rezultata. Skraćivanje vremena trajanja analiza 

značajno je za pravovremeno donošenje odluka kada se radi o uzorcima sa graničnih 

prelaza ili iz rasadnika.  

Više autora navodi da morfološke razlike glavnih vrsta roda Phytophthora ne 

odgovaraju obavezno genetskim razlikama među vrstama (Ristaino et al., 1998; Cooke 

and Duncan, 1997; Oudemans et al., 1994; Oudemans and Coffey 1991). U prilog ovoj 

tvrdnji ide činjenica da je u ovom istraživanju prilikom formiranja kolekcije vršeno 

praćenje morfoloških karakteristika micelije odabranih izolata, a naknadnim 

molekularnim testiranjem utvrđeno je da neki od njih ne pripadaju rodu Phytophthora. U 

rezultatima je navedeno da od 62 izdvojena izolata iz kolekcije, konvencionalnim PCR je 

potvrđeno da 37 izolata pripadaju rodu Phytophthora (Tabela 23), dok je nested PCR 

potvrđeno da 20 izolata predstavljaju vrstu Phytophthora rubi (Tabela 24).  

Za detekciju Phytophthora spp. preporučuje se konvencionalni PCR, koristeći 

„univerzalne" Phytophthora prajmere (ITS6, ITS7, ITS8) (Koprivica et al., 2009; 

Bonants et al., 1997). Takođe, PCR bez upotrebe PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica je 

korišćen za identifikaciju Phytophthora spp. gdje su korišćena 2 seta prajmera DC6/ITS4 

i ITS6/ITS4. Ukoliko je neophodno izvršiti detekciju do nivoa vrste (Phytophtora rubi), 

preporučuje se nested PCR (sa 2 seta prajmera ITS4/DC6 i DC1/DC5) (Koprivica et al., 

2009; Bonants et al., 1997).  

Posebno interesantan je izolat 31 koji je podijeljen na 2 podizolata: 31a i 31b. 

Izolat 31b je testiran PCR bez upotrebe PureTaq Ready-To-Go-PCR tubica sa 2 seta 

prajmera (DC6/ITS4 i ITS6/ITS4), sekvenciranjem se željelo provjeriti prisustvo vrsta iz 

roda Phytophthora. Izolat 31a je testiran nested PCR metodom korišćenjem 

„univerzalnih" prajmera (ITS4/DC6 i DC1/DC5) koji je specifičan za Phytophthora rubi. 

Oba sekvencirana izolata su identifikovana kao vrsta Phytophthora rubi. Od dodatnih 12 
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izolata, Blastn programom je potvrđeno 9 izolata koji imaju visoku sličnost (96-100%) sa 

Phytophthora rubi što ide u prilog činjenici da je P. rubi najzastupljenija vrsta u 

kompleksu Phytophthora koje su izolovane i identifikovane na malini.  

Dodatna ispitivanja, kao nastavak ovog rada, su neophodna kako bi se posvetila 

pažnja razvoju dijagnostičkih metoda za detekciju i identifikaciju drugih vrsta roda 

Phytophthora, posebno P. ramorum čije prisustvo je potvrđeno u ukrasnim biljkama i 

šumskim vrstama u Srbiji, Hrvatskoj i Sloveniji, pa postoji opravdana prijetnja njihovog 

unošena na prostor Republike Srpske.  
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8. ZAKLJUČAK 
 

Za postizanje visokih prinosa, a u cilju konkurentnosti na svjetskom tržištu, 

neophodan je kvalitetan i zdravstveno ispravan sadni materijal maline. Na osnovu 

rezultata višegodišnjih istraživanja fitoftoroze maline na području Republike Srpske, 

može se zaključiti sljedeće:  

− Fitoftoroza maline u Republici Srpskoj je utvrđena u proizvodnim 

zasadima i u jednom rasadniku.  

− Na teritoriji Republike Srpske potvrđeno je prisustvo Phytophthora rubi, a 

to je najznačajniji zemljišni prouzrokovač bolesti maline u svijetu.  

− Pregledom različitih lokaliteta proizvodnih zasada, zabilježena je pojava 

simptoma koji su se manifestovali u vidu pojedinačnog propadanja biljaka 

ili potpunog sušenja redova, pa i čitavih zasada, ali koji nemaju 

dijagnostički karakter.  

− Pregledom različitih lokaliteta rasadnika, izostala je pojava simptoma iako 

je bolest laboratorijski potvrđena tri godine uzastopno u jednom 

rasadniku.  

− Detektovanje fitoftoroze maline na osnovu simptoma nije precizno, te 

zahtjeva laboratorijsku analizu. 

− Od svih metoda korišćenih tokom ovog istraživanja, za detekciju 

Phytophthora spp. najosjetljivije i najpouzdanije su se pokazale 

molekularne metode. 

− Uspostavljen je validan protokol u laboratorijskom kompleksu 

Poljoprivrednog fakultata za potrebe sprovođenja programa posebnog 

nadzora nad ovim štetnim organizmom. 

− Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu da se P. rubi uvrsti na karantinsku 

listu na nivou RS i BiH. 

− U daljem nastavku rada treba posvetiti pažnju razvoju dijagnostičkih 

metoda za detekciju i identifikaciju drugih vrsta roda Phytophthora, kao i 

usavršavanju postojećih, omogućavajući identifikaciju genetičke 

varijabilnosti P. rubi. 
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PRILOZI 
Prilog 1. Sistematika biljaka - botanička klasifikacija maline (Focke, 1910, 1914; 

Haskell, 1954, 1961; Tahtadžan, 1966): 
– Odjeljak: Magnoliaphyta  
– Tip: Angiosperme (skrivenosjemenjače) 
– Klasa: Magnoliatae (Dicotyledonae, dikotile) 
– Podklasa: Rosidae (ruže) 
– Nadred: Rosanae (ruže) 
– Red: Rosales J. Lindley (ruže) 
– Familija:  Rosaceae A. L. de Jussieu (ruže) 
– Podfamilija: Rosoidae (jagodasto voće) 
– Rod: Rubus (Tourn.) L. (malina i kupina) 
– Podrodovi: Idaeobatus W. O. Focke (malina), Cylactis (artička malina),  

Anoplobatus (cvjetna malina) 
– Vrsta: Rubus idaeus L. 

 
 
Prilog 2. Plemenite sorte maline 

 Latinski naziv vrste Domaći naziv vrste Postojbina 
Podrod: Idaeobatus 

1. 
Rubus idaeus L. 

- spp. vulgatus 
- spp. strigosus 

crvena malina Azija, Evropa,  
Sjeverna Amerika 

2. R. occidentalis L. crna (američka) malina Sjeverna Amerika 
3. R. neglectus Peck. purpurna malina Sjeverna Amerika 
4. R. leucodermis Dougl. malina bijele kore zapadni dio S. Amerike 
5. R. spectabilis Pursh. žućkasto-ružičasta malina zapadni dio S. Amerike 
6. R. cockburnianus Hemsl.  Azija 
7. R. coreanus Miq. korejska malina Koreja, Kina 
8. R. crataegifolius Bunge malina glogovog lista Kina, Koreja, Japan 
9. R. ellipticus Smith  zlatna zimzelena malina Himalaji 
10. R. illecebrosus Focke jagodasta malina Japan 
11. R. kuntzeanus Hemsl. kineska malina Kina 
12. R. lasiostylus Focke  centralna Kina 
13. R. niveus Thumb. snježno bijela malina Indija, Kina, Cejlon 
14. R. parvifolius Hemsl. sitnolisna malina Azija 
15. R. phoenicolacius Max. japanska malina Japan, Kina 

16. R. macreci A. Gray akala (džinovska havajska 
malina) Havaji (Mauna Kena) 

17. R. hawaiiensis A. Gray havajska malina Havaji 
18. R. glaucus Benth. malina sa Anda centralna i južna Amerika 

Podrod: Cylactis 

19. R. arcticus L. arktička malina sjeverna Evropa i Azija, 
sjeverni dio S. Amerike 

20. R. stellatus Smith zvjezdasta malina istočna Azija, zapadni 
dio Sjeverne Amerike 

Podrod: Anoplobatus 
21. R. odoratus L. cvjetna malina Sjeverna Amerika 

Izvor: Nikolić i Milivojević, 2010. 
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Prilog 3. Najznačajniji prouzrokovači bolesti maline 
Mikoze maline 

Phytopthora fragariae var. rubi (Wilcox & 
Duncan) pr. fitoftoroze maline 

Didymella applanata (Niessl.) pr. kestenjaste pjegavosti izdanaka 
Phragmidium rubi-idaei (Winter) pr. rđe maline 
Botryotinia fuckeliana (de Bary) pr. sive truleži ploda maline 
Sphaerotheca macularis (Wallr.), S.humuli 
(DC.) Burrill pr. pepelinice maline 

Sphaerulina rubi (Demaree & Wilcox) pr. sivo-smeđe pjegavosti lista maline 
Leptosphaeria coniothyrium (Fuckel) pr. sušenja izdanaka maline 
Septoria rubi (West.)  pr. pjegavosti lišća 
Verticillium albo-atrum, Reike et Berth pr. venjenja izdanaka 
Sphaerotheca macularis (Fr.) Jaczewski pr. pepelnice maline 

Bakterioze maline 
Agrobacterium tumefaciens (Smith & Town.) pr. raka korijena maline 
Agrobacterim rubi (Hild.) pr. raka izdanka 
Erwinia amylovora (Burr.) pr. bakteriozne plamenjače 

Viroze maline 

Raspberry chlorotic leaf spot virus (RCLSV) Virus hlorotične lisne pjegavosti 
maline 

Raspberry leaf spot virus (RLSV) Virus hlorotične pjegavosti lista 
maline 

Raspberry leaf mottle virus (RLMV) Virus hlorotičnog šarenila lista maline 
Raspberry yellow net virus (RYNV) Virus žute mrežavosti maline 
Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) Virus žbunaste kržljavosti maline 
Raspberry ring spot virus (RRSV) Virus prstenaste pjegavosti maline 

Tomato black ring virus (TBRV) Virus crne prstenaste pjegavosti 
paradajza 

Tomato ring spot virus  (TomRSV) Virus prstenaste pjegavosti paradajza 
Arabis mosaic virus (ArMV) Virus mozaika gušarke 
Raspberry vein chlorosis virus (RVCV) Virus hloroze nerava maline 
Raspberry leaf curl virus (RLCV) Virus uvijenosti lista maline 
Raspberry leaf blotch virus (RLBV) Virus zamrljanosti lista maline 

Fitoplazmoze maline 
'Candidatus Phytoplazma rubi' Kržljavost Rubusa 

            Izvor: Petrović i Leposavić, 2016. 
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Prilog 4. Štetočine maline 
Specifični štetni insekti – štetni insekti maline 

Byturus tomentosus Fabr. malinina buba 
Anthonomus rubi Herbst. malinin cvjetojed 
Incurvaria rubiella Bjerk. malinin moljac 
Agrilus rubicola Abeille malinin prstenar 
Bembecia hylaeiformis Lasp. malinin staklokrilac 
Coroebus rubi Linne malinin korebus 
Thomasniana theobaldi Barnes malinina mušica 
Aphididae lisne vaši 
Lasioptera rubi Heeg malinina muva galica 
Pegomia rubivora Coqu.  malinina muva 
Notocelia udmanniana Linne  malinin smotovac 

Polifagni štetni insekti 
Melolontha melolontha L.  obični (majski) gundelj 
Tropinota hirta Poda rutava buba 
Oecanus pellunces Scop.  italijanski popac 
Coccidae štitaste vaši 
Cicadetta montana Scop. i C. dimissa Hagen.  krupne cikade - cvrčci 
Centrotus cornutus L.  cikade 
Orthosia gracilis (Denis & Schiffermüller) sovica 
Saturnia pavonia L. paunovac 
Zeuzera pyrina L. drvesnica 
Lymantria dispar L. gubar 
Amphymallon solstitialis L. mali ljetni gundelj 
Rhizotrogus aequinoctialis Hrbst. mali proljećni gundelj 

Izvor: Petrović i Leposavić, 2016. 
 
 
Prilog 5. Ostale štetočine maline 

Ostale štetočine maline 

Nematode 
Direktna oštećenja

Pratylenchus penetrans (Kobova nematode trava),  
P. vulnus (nematode pjegavosti korijena drvenastih 
biljaka) 

: 

Longidorus elonatus (dugačka kopljasta nematode),  
Vektori virusa: 

L. macrosoma, L. caespiticola, L. leptocephalus 
Xiphinema diversicaudatum Micoletzky (evropska 
kopljasta nematoda), X. paraelongatum  

Grinje 
Tetranynchus althaeae V. Haust. 
– crveni pauk; Neotetranynchus 
rubi Trag. – malinina grinja; 
Eriophyes gracilis Nalepa – 
grinja galica;  
Glodari 
Microtus arvalis L. - poljski miš, 
Arvicola terrestris L. – vodena 
voluharica, Talpa europea L. - 
krtica  

Izvor: Petrović i Milošević, 2002. 
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Prilog 6. Puferi za AGDIA DAS-ELISA test, Phytophthora PathoScreen Kit 

PVP (viscosity K10–K40) 

Univerzalni pufer za ekstrakciju (General Extraction buffer) 

20 g 
ovalbumin 2 g 
Na2SO 1,3 g 3 
NaN 0,2 g 3 
NaCl 8 g 
Na2HPO4 1,15 g   
KH2PO 0,2 g 4 
KCl 0,2 g 
Tween 20 0,5 ml 
dH2 1 l  O 

 

NaCl 

Pufer za ispiranje (Wash buffer, PBST), 1X, pH 7,4 

8,0 g 
Na2HPO 1,15 g 4 
KH2PO 0,2 g 4 
KCl 0,2 g 
Tween 20                    0,5 ml 
dH2 1 l                         O    
 

Na

Pufer za prekrivanje ploča (Carbonate Coating buffer), pH 9,6; 4°C 

2CO 1,59 g 3      
NaHCO3                                 
NaN

2,93 g 
0,2 g 3 

dH2                            1 l O     
 

Konjugatni pufer (ECl pufer, Conjugate buffer), pH 7,4; 4°

Bovin serum albumin (BSA) 

C 

2,0 g 
Polyvinylpyrrolidone (PVP)  20,0 g 
NaN3 0,2 g   
1x PBST    1 l                         
 

MgCl

Supstratni pufer (Substrate buffer, PNP pufer), pH 9,8; 4°C 

2 x 6 H2 0,1 g O   
NaN3 0,2 g   
C4H11NO 97,0 ml 2 
dH2 1 l                         O    
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Prilog 7. Puferi za ADGEN DAS–ELISA test Neogen Europe Ltd: 
 

Na

Pufer za prekrivanje ploča (Carbonate Coating buffer), pH 9,6; 4°C 

2CO 1,59 g 3      
NaHCO3                                 
dH

2,93 g 
2                            1 l O     

 

NaCl   

PBS (Phosphate buffered saline) x 10, pH 7,2 

80,0 g                    
Na2HPO4 11,5 g    
KH2PO 2,0 g4 
KCl   

                                     
2,0 g                             

dH2 5 l                              O    
 

Tween 20                    

Pufer za ispiranje (Wash buffer, PBS + Tween 20) 

0,5 ml 
dH2 1 l                         O    
 

Bovin serum albumin 

Konjugatni pufer (Mab dilution buffer/ Conjugate buffer) 

0,2 g 
PBST 100 ml 
 

C

Supstratni pufer (Substrate buffer) 

4H11NO   97 ml  2 
MgCl2 x 6 H2 0,2 g  O   
dH2 125 ml O 
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Prilog 8. Reakcione mješavine (Master Mix) za I i II ciklus PCR 

 

 

Reakciona mješavina (Master Mix) za I ciklus PCR  

 

 

 

 

 

Reakciona mješavina (Master Mix) za II ciklus PCR  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DSW  voda  14,5 µl 
10 mM MgCl  2 7.5 µl 
Titanium Taq 10X pufer  5 µl 
Bovine serum albumine 10mg/ml  5 µl 
1 mM dNTP Mix  5 µl 
5 µM DC 6  5 µl 
5 µM ITS 4  5 µl 
Titanium Taq polimeraza  1 µl 
DNA extrakt  2 µl 

DSW  voda  14,5 µl 
10 mM MgCl  2 7.5 µl 
Titanium Taq 10X pufer  5 µl 
Bovine serum albumine 10mg/ml  5 µl 
1 mM dNTP Mix  5 µl 
5 µM ITS 6  5 µl 
5 µM ITS 4  5 µl 
Titanium Taq polimeraza  1 µl 
DNA extrakt  2 µl 
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Ha3vBayxe HayqHe o6lacru sa xojy je nsa6pan y 3Barse r,r Ha3uBa yHllBep3l{Teral$axynera/uHcrllryTa

na roieu ie qraH xonauclrie 3a[ocJIeH.

II TIOAAIII{ O KAHAIIAATY

1. Euraua, 9e.4ouup, Jlonuh;
2. Pofeua 20. cen:rerra6pa l975. roAI,IHe y Banoj Jlyuu, Peny6marca Cpncxa;

3. CIHEAM (International Centre for Advanced Mediterranean Agronomic Studies),

Marr,rcrapcKu cryguj us o6racru I,Inrerpanua 3aurr[ra MeAl,IrepaHcxnx sohHl{x
Bpcra (Integrated Pest Management of Mediterranean Fruit Tree Crops), crerleHo

3Barbe Marl4crap HayKa (Master of Science);

4. Megurepaucror ArpouoMcKil I,Iucruryr y Bapujy (IAM-Istituto Agronomico
Mediterraneo di Bari) khatruja, Marl{crapcKa re3a troA HiBHBon,t ,,Bupycu u
Br{por{Ar{ ja6yracrux eohaxa y Eocuu ,r XepqeronuHu", 'HayrIHa o6lacr::
noJbonpr{BpeAHe HayKe, AaryM o,46paue: 16. orro6ap 2006. roluHe.

5. Hay*ra o6racr: IloroupunpeAHe HayKe

6. ,{oxropcra gracepraquje je upujaBrbeHa 2009. roauHe Ha floronpuepeAHoM

$aymery y cKJIaAy ca qJIaHoM 37. 3axona o usujeuaua LI AoryHaua 3arona o

Br4coKoM o6pasoramy ("Cnyx6errlr rJIacHI{K Perry6nure Cprcxe", 6poi: 30/07) u
,tngu.9^..1i.2.., C3qryra _Y-u-11p-ep3_l1r-e-Tg.- 

y 
_B_an_o_j Jlyrlra-,

l) 14rr.re, ut',re je4Hor poAI4TeJba. npe3uMe;

2) oIIUTI{Ha, .UpXaBa;



$

f,

t
O6pa:au -3

ii Hffi;-t;;;p;;#;-; $u*yri.ir-, nuir* "rydi-;i ;po;p;";-;-;A;r;-;- ;rya;j; ii-u;-r'y;;
oAHocHo nocrurjegunroMcKlrx Marr4crapcKr.rx cryauja 14 crer{eHo crpyuHo/nayuHo 3BaBe;

4) @arynrer, Ha3IrB MarrrcrapcKe re3e, HayqHa o6lacr rl AaryM o.u6pane Marr4crapcKor paAa;

5) Hayrua o6lacr ras xoje je creqeHo HayqHo 3BaBe MarrrcrpatayralaxayeMcxo 3Barre Macrepa;
6) foruua ynraca ua yuje u nasua

rrl yBoAHvt [vto oTIJEHE AoKTopcKE AHCEPTATIT,TJE

l. Hacros AoKropcKe Ar{ceprauvje: "yJrora KoMrrJrerca Phytophthora spp. y cyrre}by
r4 rporraAarLy Mzrnr{He y Penltnraqu Cpncroj",

2. Terra AoKropcKe lr4ceprarluje flplrxBaheHa je oAnyKoM Ha) rHo-HacraBHor nujeha
IloronpnnpelHor Saxymera 6poj 0101-2469-18-3e109 oa 01 . 07 .2009. roAI{He
r,r CeHara Vuznep:urera 6poj 05-3527/09 oA 16. 07.2009. roAHHe,

3. Ca.qpxaj AoKropcKe glacepraquje ro rrorJlaBrsurr,ra je cre4ehu:
Yeoa: 1-2;
I-{url ucrpaxunar*,a: 3 -4 ;

Ilperne4 nr{reparype : 5 -27 ;

Pa,qua xranoresa: 28;
Marepujan r,r MeroA paaa:29-53;
Peayrraru r{crpaxuBama: 54-89;

,{ucrycuja: 93-100;
3axrsytax:101;
Jlnreparypa: 101-113
Ilpurosu: 114-ll9
Jlucra cilvtKa, ra6ena u rpaifuroua: 120-123
Er.rorparf uj a ayropa: 124

4. ,{orropcra gNcepraqr.rj a je uanucaHa Ha 1 13 crpauuqe, ,A.4 Qopnrara. flope.4 rora
uttta 7 yBoAHr{x cTpaHr{rla (noguacloeHr..rua, rroAaul,r o MeHTopy, caxeTaK Ha cprlcKoM r{

eHrJrecKoM jesury, ca.qpNaj) u 8 uprErora. Y npurorr,rrraa je Aaro: cr4creMarcKo ujecro
Muurr.rHe, rajeHe copre Mzurr{He, uaj:navajnuju [po]BpoKoBarru 6orecTlr MzulilHe,

HajeaNuraje rxreroql4He MarrlrHe, ocruure rrrreroqraHe MiurprHe, nyQeprE sa AGDIA DAS-
ELISA recr Phytophthora PathoScreen Kit, ny$epu sa ADGEN DAS-ELISA recr
Neogen Europe Ltd, peaxqnone ujeurau{He 3a (Master Mix) sa I r.r II quxnyc PCR. Ha 4
crpaHe cy HaBe,{eHe nrrcre oA 28 ctuxa, 29 "ra6eta u 12 rpa$uxoua rpa$Nrcoua u 1

crpaHa 6uorpatf nj e ayropa.

floxropcra gucepraqnja o6peara cre.4eha nonraBJba: Ynog, IIur prcrpaxuBarba,

flpeme.4 nr,rreparype, Pagua xr4rrore3a, Marepujal v MeroA pa4a, Pe:yrrarn
vcrpa;lnrr,ama, ,{ucxycuja, 3aruryrax, Ilureparypa, flpulosu, Jlucra cJrI{Ka, ra5eta u
rpat!-459_Hara6_zorp3-r!-ra_jy_ayo_p_1,

1) Haclon AoKropcre gucepraquje;

2) Bpujerrae lr opraH xojr.r je rpnxBaruo reMy AoKropcxe.quceprauuje
3) Calpxaj AoKTopcKe 4ucepraqrje ca crpanmelleM;
4)Vcrahw ocHoBHe [oAarl(e o goxtopcxoj grcep'raur,rjr: o6lnr,r, 6poj ra6era, cJrrrKa, rtreMa, rpa$rarona, 6poj

I,I HABCCTI,I IOTIABJEA.

IV YBOA I,I TIPETJIEA JT}ITEPATYPE

1) KonrepuujalHa rpora3BoAlLa Mirnr,rHe y Peuyrraqu Cpncxoj vMa cBe nehu nopacr.
Iloeeharle noBprxuHa noA MaJrr4Horr.r, ruelyruu uuje nparr{o o.qronapajyh}r creleH
pasnoja pacaAHr.,rr{Ke [por{3Bo.qrLe, s6or qera ce Aocra 3aca4a rroAr.r3ao caAHr..rM

rrrarepujaroM Ia3 yBo3a. 34parcrneHo craBe caAHor ruarepujala je xrsy{rro sa racHlajy
ycujeurry rorr,repqujanHy rrpor.r3BolrLy. Yuasa.q l0 ro.qraua noce6no cy ce roqeJrr{
nojarrsunaru npo6lenau cyuelLa v npolaAalba 3aca4a MaJrrrHe. Iferm oBor
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y ilpoLI3BoAHLrM 3aca4r4Ma u y paca.{H[rluMa. Bpcre popa Phytophthora Ha Man]rHr{ cy
perr4crpoBaue y Esponu r{ 3eMJbaMa y oKpyxeny (Cp6raja, Xpnarcxa, CloeeHuja), ua je
6ulo neorrxoAHo )'rBp.uurra nojany, rrpucycrBo r.r paclpocrparLeHocr 6orecru r.r Ko,{ Hac.

I,I.crla utu BeoMa crII{tIHI{ cI,IMIIToMU Mory Hacrarra ta s6or olpeleHnx a6zoroxux
.r,vtnnilar\a, na je s6or rora 6ulo BaxHo yrBpAr,rru )BpoKe cyruema MzurlrHe. llocrasJ;eHa
je xunoresa 4a o4pefeuu 6poj 3aca4a crpalao s6or 6orecrlr, re je 6u.no norpe6uo
yrBp.qlrrl{ Aa nM je nojana Phytophthora spp. suauajaH rrpoy3poKoBau nojane c)rurerba rr
IIp ona,qaH,a IIp o H3BoAHWr 3acal,a M zlrrr.rHe y Peny6nuqN Cpncxoj .

) Tpyrex ropujeua Mairr{He rrpoy3poKoBaHa BpcraMa pola Phytophthora je nosnara
oa 1930. ro.qrHe, xaga je Aorrrno 1o nojane MacoBHor ruuperba rpynexu xopujeua
MirJrvHe y Illxorcroj, atu uuje ce oAMax cMarpana suavajHou 6orecru MirJrraHe. flauac
ce Bpcre poaa Phytophthora crraarpajy npI,IMapHLrM npoy3poKoBalruMa cymema Manr4He y
cBr4M rIpoI,I3BoAHI..IM pemoHl{Ma y csujery. Tpynex xopujeHa nlz tfnrorfropo3a Mzlrrr{He

uaj:nauajHrEja je 6onecr xoprajeua ose 6uJbKe y cnujery. Heromaxo Bpcra poAa
Phytophthora (za caaa 13) cy nornpleuu xao raroreHr{ MaJrr4He y pa3nuqr{rr{M
3eMJbaMa, a HeKe oA IbI4x u*rajy KapaHrI4HcKr4 craryc. Hajsuauajnuja u uajueurhe
II3oJIoBaHa Bpcra us o6oJsere MaJII4He je P. fragariae rcoja ilMa .qBa eapuje:rera roja
upoyspoxyjy rpynex ropujena r{ ro: Tpynex rcopujeua Marrr.rHe (raspberry root rot)
Phytophthora fragariae yar. rubi s upBeHl4no jesrpe xopujeua jaroge (red core of
strawberry) Phytophthorafragariae yar.fragariae. Kacuraja ucrpilKurBarba cy roKa3aJra

Aa P. fragariae var. rubi lpeScranrajy oguojeuy u noce6uy Bpcry P. rubi. Y upernegy
nlrreparype (yrynno 226 tureparypHr{x t43Bopa u 6 uurepner crpaHr{qa) lera;rHo je
npuKa3aHo crarbe npo6leua y cnujery u oKoJrHr4M 3eMJbaMa. He uocroju flpeur,r3Ho
o6jarumeme 3allrro je eenlt u 6poj npcra poaa Phytophthora rocrao urreraH [peMa
rro3HaruM 6usaxaua gouahuurEl,ra, r4 3arrrro pruQraqnpajy HoBe 6zme gouahuue. Jeguo
o1 rraoryhlrx o6jarurrerra sa noseharbe pa3Honr,rKocrrr Ir aKTr4BHocrra rfurotfr:oposa y
rIocJEeAlLI,Ix 10-20 roAI,IHa, MorJIo 6vt ce AoBecrr,r y Besy ca IrHreH3r4Br4paI6eM

rraelyHapogHe rproBI{He opHaMeHTzLJrHrrx 6urara.
Haj6orsa rexHI{Ka 3a KoHrpony 6uro xoje 6onec:ru jecre npor.r3Bo.q}La v ca1tua
orflopHl{x coprl,I. LLIro ce ruqe IIpBeHe MzuII{He, nujegna copra uraje nornyrlo r,rMyHa Ha

t[uro$ropo:y, aJil4 6pojne copre nora:yjy pa3nuqur crerreH ocjerrueocru. y
nr.rreparypr.r ce HaBoAr.r ga y Enpoilrr Hvt jegna suauajna norr,repqrEjalHa copra He

noxasyje AoBoJbaH creneH orrropHocrr,r rpeMa {uro<foropozu. klz6op 3ApaBor calHor
*rarepujataje uaj:Hauajuuja npeneHrr{BHa rr,rjepa 3arrrrure. Phytophthora fragariae je za
EY x EPPO raroreH A2 craryca ca "nil tolerance" (0%) V caAHoM rraarepujany.
Kapan:runcKoM JrI{croM CPJ cse 1o rpaja 2002. rogune Huje 6rao getfunucaH craryc oBe

nceyAorrbrrBe. flperraa ,,Cryx6euoM rrracHr,rKy Peny6nuxe Cp6uje" 6p. 1412008-09
Phytophthora fragariae var. fragaria Hura3r4 ce na Al, a Phytophthora fragariae var.
rubi laa:;azu ce sa A2 KapaHrr{HcKoj mrcru rrrrerHr,rx opraHr.r3aMa Peny6nnr<e Cp6uje.

) y crujery sa nor:pe6e cepru$zralll4oHe IIreMe, Bprrru ce r4Hcflerrruja upouanogrre
caAHllua MaJII4He Ha ro4taunreM HI,rBoy, la 6u ce norBpAuna r{cnyrbenoct aaxrjeea
cepru{uraqraje ra oAcycrBo cBlax DIaBHux 6orecru. Kao rrasHr.r ra3Bop 3apa3e uaj.reruhe
ce HaBoAe 3apaxeue caAHVIIe, raKo Aa y Peny6nlrqu Cpucroj uaxo uuje ycnocraBJbeHa
cepruQuraUr4oHa rxeMa 3a npor,r3Botrrby caAHr{rla MirrrraHe, crrpoBoge ce peAoBHe,
ro,{rrm}Le KoHTpone paca.{Hr,rqKe npor{3BoArre KaAa ce yrurr.lajy y3opu[ 3a

la6oparopujcry aHzrnr,r3y. y Peny6nuqu Cpucroj je yclocraBJbeHa KoHTpona
rrpor43BoAlbe caAHor rrlarepujara rocJbeArLr.rx 8 roluna (oa 2010. rograue). Mely,rurrn,

.[ocra caAHor uarepujara ce yHece flpeKo @egepaquje EaX, xao r4 H3 x)rMaHr4rapHux
u/ullu AoHaropcKax rpaHroBa ruefynapo4Hr{x opraHr{:aquja. 3.qpancreeuo crarbe ror
ca.{Hor rr,rarepNjala je ynzruo. Tarofe, BeJrrK}r upo6nerra [pe.EcraBJba u ro rrrro ce
y3potlHltK oee 6orecrlr He HIIJIz]3Ia Ha rvcrr KapaHTr{HcKrrtx rrrrerHr4x optaHr&aMa y BuX
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Hajueurhe ce HoBI{ 3aca4tr noAlaxy Ha noBplnuHaua xoje cy npraje rora 6ule noA
MiuII,IHoM xoja je I4cKpqeHa. Ha raxsaN,r 3eMJbururlrva je norpe6Ho ycnocraBr4rr{
xurujeucre rrajepe r<oje nogpa.:p.tjenajy uajuame 7 rol1u,l'a 6es N,raJVHe u 6unaxa roje cy
.qouahranu 3a Bpcre I43 poAa Phytophthora. Carv,o carjecHu npolr:nolaura xojz r43Bprxe

eeha y:rararra y HoBe 3acaAe, Bprrre H recrr,{parbe Ha npucycrao $uro$ropo3a Aa 6u ce
ocurypao SurocauurapHz KBanvrer. 3a norpe6e oBor r{crpaxytBa:e,a, unrajyhu y BLrAy

.qa 6poj y3opaKa no je.qranuqu noBprrruHe xojra ce y3r{Ma sa uorpe6e auatuza uuje
craHAapALI3oBaH, rIpaKrI,IKoBaHo je ga ce )BMe rrrro nehr.r 6poj )BopaKa, npu qeMy ce

Bo.(Hno paqyHa Aa ce cBaKu y3opaK cacroju og reher 6poja nojelr.rHaqHrrx 6u*xa, u ya
6ygy o6yxnaheHe cBe ilpuc),THe copre MaJrr4He y paca4tLrlrly u 3acagy. Pesylraru onor
r4crpaxr{Barba yxasajy Ha HeorxoAHocr ynpurhaeama Phytophthora rubi Ha

KapaHrr{HcKy nrlcry Ha HLrBoy PC u EuX, y: o6anesHy KoHTpony rrpucycrBa naroreHa
rrpr,rJrlrKoM yBo3a caAHor uerapujara Ha rpaHr4qHr,rM npeniruMa, Kao u y pacaAHLrrI4Ma

ToKoM rrpor,rsBo,ube yHyrap 3eMJbe, Te KoHTpone 3eMJbrarrrra npuje rroAu3alra HoBr.rx

3acaAa.

4) OqexzsaHu pe3ynrarr{ cy 6wu orKpt4rr{ Bpcre poAa Phytophthora rcoje cy
rrpr4cyrHe u roje yrpoxanajy xorr,repuujalry u pacalHr,rqapcKy rrpor{3Bo.urby Manr{He y
3eMJbH, Kao u ycnocraBr{ru 6pze, efiuxacne, ocjerrune u noy3AaHe la6oparoprajcrce
MeroAe, 3a p),rr,rHcKo recrr4parLe Ha rrpucycrno Phytophthora spp. ,{onpr,rHoc reae je
uornplzname ilpucycrBa Bpcre Phytophthora rubi u ycflocraBrsen lujarHocrlrLrKra
lporoKon sa 6pse, e$rnxacHe, ocjeusune u noy3laHe MeroAe 3a pyrr,rHcKo recrr,rparce
y3opaKa Ha flpucycrr,o Phytophthora rubi roroM KoHrpone pacaAHlrrrKe [po]r3BoArLe,
uHcrexqujcKl,rx y3opaKa Kao H rrpr.rJrr4roM yBo3a caAHr..rqa MaJrlrHe. Yne4eue cy
MonexynapHe MeroAe sa .qerexqujy naroreHa y 6ursnorra rr.rarepr.rjaly ca ucrroJLeHr{M
cpIMrIroMIrMa, anvt Il y ycnoBl{Ma JIareHTHe Iaut}erqnje, Kao rn 3a AereKr-Iujy uaroreua y
3eMJbI,IIUTy flpeKo MaMaII 6uraxa. ,{o6ujenu pe3ynrarr{ cy rrorBpAuJr}r HeorrxoAHocr Aa
ce Phytophthora rubi yBpcrll Ha KapaHrr,rHcKy nr.rcry Ha HlrBoy Peuy6nure Cpncr<e ra
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1) Yxparxo r{crahr{ pa3nor s6or rojux cy rrcrpoKlrBarra npeAy3era r{ [peAcraBr.rrn npo6neM, npeAMer,

uHJbeBe H xunoTe3e;

2) Ha ocuony flperneAa nr.rreparype caxero flprrKa3arr.r pe3ynrare nperxoAHlrx acrpinKr,rBarLa y Be3r,r

[po6neMa Kojr4 je r{crp:DrsBaH (eo4rarr parryaa.ua o6yxBara HajHoBr.rja E Eaj3Haqajunja ca3Harba r.r3 Te

o6nacrr.r KoA Hac Lr y cBujery);

3) Haoecru Aofiplrnoc re3e y pjeuaBarly r,I3fraBaHor [peIMera r,rcrparlrBarra;
4) Hauecrra oqeKr,rBaHe HayqHe r{ nparMarlrqHe AonplrHoce Ar.rceprarluje.

V MATEPIIJAJI I,I METO,I( PAIA

l) Anarfise npucycrBa r.r pacrpocrpameHocrr.r npoy3poKoBar{a Orrroibropo3e Muurr.rHe

crrpoBeAeHe cy y pacaAHr..rqr.rMa v y npor,r3BoAHr,rM 3acaAr,rMa MarrlrHe Ha JloKarr,rrer,rMa

Peny6rure Cpncxe: Eparynaq, Cpe6penraqa, 3nopuux, Eama Jlyxa, fpaguura, flpuje,qop,
Hoeu fpaA, Koeapcxa [y6ulq;a, Tecruh, 9eruuaq, Mo4pzua, Tllunoeo, Pra6nur,
Tpe6ume, PyAo, 9ajuuue, Hono fopaxre, Porarr.rqa, BuruerpaA, Mranuhu, IIIsK6ss6u,
Ocuaqu, Eraje;runa ra Kopaj y repuoly oA 2009. to 2016. rolr.rHe. 3a re norpe6e
r.rsBprrreH je npeuel u caKynJbalLe y3opaKa MaJrIrHe ca cr,rMrrToMr{Ma Kojr,r yKa3yjy Ha

nprrcycrBo npoy3poKoBa.{a $r,rTotbropo3e MaJrr{He y npor43BoAHr..rM 3acal^vtMla, Kao 14

flperneA r,r caK)mJBarbe y3opaKa ca H 6e3 cI,IMrrToMa y pacaAHHrlr.rMa y rllrJby peAoBHe

roAr.ilrrrbe KoHTpone pacaAHur{Ke npor.r3BoAr6e Kojy je cnponogHo floJborrpr.rBpeAHr.r

Saxynrer Kao oBnarnheHa r4Hcrr.rr)rlraja. flopel rora, lr3BprrreHo je recrr.rpame flpucycrBa
[aToreHa y 3eMJB]IIxTy y [por{3BoAHr4M 3aca!.vMla v pacaLHr.rrlHMa. vsopqu 3eMJbr,rrrrTa cy

)Rr,rMaHr4 r43 AI{jenOBa rrapqene rAie cy ucrorbeHr4 c}rMrrToMr{ cyuerba MaJrr,rHe.

2) Aa6u ce yrBpAr.rno rpucycrBo r,r pacrpocrparLeHocr npoy3poKoBaqa Qr4ro+ropo3e
MaJrrrHe pabeHe cy: Kiracl,IqHe Mero.qe (uaonaquja rraroreHa Ha pa3nr,rquTr.rM xpaHJbr,rBHM

rroAJloraMa, r{3onarlprja rraToreHa r.r3 3eMJbe yloTpe6oM MaMarI 6usaxa, oArajarLe qr4cTr{x

KynTypa u cTBapaBe KoneKrllrja, Br,r3yenHr4 r.r Mr,rKpocKoncKH [perneA Mr,ruen[ja, lpoBjepa
recra naroreHocrr,r); ceponoruKe MeroAe (DAS ELISA ca ABa pa3nr.,rrrr4ra KoMeprlujanHa
Kr,rra) r4 MoneKynapHe MeroAe (PCR) 3a AereKrlr4jy rrarorcHa. Cee HaBe.{eHe aHurJrr.r3e

ypabeHe cy y y3opur{Ma MairrrHe r43 rrpor{3BoAHr,rx 3aca\a z pacaAHr4Ka v y y3oprlrnMa

3eMJbe. Tarole je r,r3BprrreHo ceKBeHUr4parbe oAa6paHr{x H3oJrara u noxparLHBa}Le

noAaTaKa y 6auxy reua.
1. flpunaujerrraBaHe Merole r4crpaxvBarba cy nponucaHe EPPO craHAapAr,rMa 3a

r4c[I4THBa]Le, rrrTo 3HaqU Aa Cy nOy3IaHe, TaqHe H B{IIIHII,IpaHe, O,IHOCHO

aAeKBarHe 3a oBy BpcTy r4cTpaxr,rBarLa.

2. flpeo6urnuM nporpaMoM I4crpaxuBatLa 6ulo je [naHlrpaHo Aa ce ucrpaxr{Barbe
o6asr4 Kpo3 rpr{ roArrHe, oA 2009. N 2012. ro.u4He. Mefyrrarr,r, crarLe Ha repeHy je
yKa3ano ga je npo6neM r43pa)KelF,vjv Hero rrrro ce oqeKr4BaJro, Te je :6or rora y
ToKy .qBr,rje roAprHe, Ha npr4jelnor [oJ6or]poBpeAHor rfaxymer, Kao [r.rJror
nporpaM, yBeAeH n nporpaM noce6Hof HaA3opa HaA oBr4M rlrrerHplM opfaHI,I3MoM

(2015. t4 2016. roAr.rHa). Torou rr.rx rperJreAa lr3BprrreHo je AoAaruo y3opKoBame y
rlr,rJby.. yrBp,br,rBarLa pacnpocTp,arL,eHocTr4 rrrTerHor opraHr43,Ma2 ,.{,fije n
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l) cuuuroura Ha.q3eMHor aujeta vraruue je pe3ynrar 
"ponaau*a 6py*"nuy

xopujenoeol crlcreMa, arvl vcrvl I..IJII,r cJrIlr{HH cr.rMrrroMr,r Mory 6uru uocrsa1rqu HeKr,rx
a6uorcxnx Saxropa: ryIrreme xopujeuosor crcreMa ycJbeA BlrcoKor Hr{Boa rroA3eMHe
BOAe, S6Ujeuocru 3eMJbr,rIIITa, Hr{cKe 3}rMCKe reMleparype illilr npr,rcycrBa Apyfux
rrrrerHlrx optaHra3aMa. Bz:yeluuM nperneAoM caAHot uarepujala y pacarHr,rquua Huje
eBI'I.{eHT[IpaHo nocrojalse KapaKTepI,IcrI{qHr{x cr4MrrroMa Ha MzurI,IHr,r xoju 6u yKrBI,rBanpI
ua nojaay 6olecrra. Ocuna uojane neyjeguaueHor flopacra caAlyr\a, uro uoxe 6nru
nocJLeAr{IIa BeJII{Kor 6poja paslllqlITlrx tfaxropa, ocriurra cr{MrrroMt4 rcoju ce nesyjy sa
Phytophthora spp. uucy 6utru Br.rAJEr,rBr4. 36or r:ora je rpequ:uy rorBpAy Quro$ropose
MaJrr.'rHe 6r,rno naoryhe 4o6uru reK HaKoH la6oparopujcKof recrrparba.
Plzolraquja [aroteHa rag 6raJbHor rraarepujala vnt Lr3 3eMJBvrrrra Ha xpaHJbr,rBy no.{nory Kao
Kllacur{Hl{ nyr gujaruoae je je4uocraBHa u jetprzna MeroAa u ue saxrujeBa cKyny onpeMy,
arv c Apyre crpaHe nocroje 6pojHu HeAocraII[: saxrnjera lrHTeH3rrBaH pa4, uocroju
uoryhuoc:r KoHraMrrHaquje gpyruM rJblrBaMa r,r [ceyAouLrrBaMa, Kao .r{ 4yro rpajarre
recra. Apyru suavajan HeAocraraK K;IaclrsHr.rx MeroAa je uenoysgunoir jep ce MHort4
MI'IKpOOpraHI{3MI{ TeIIIKO MOry pa3nLIKOBaTI,I Ha OcHOBy rr,rOpSOnOUrKr{x lrJrlr Apyrrax
rloKa3areJba roju cy tlecro lpomjenrsuBl4 rro,q lu,rqajerra ycnoBa crroJbarrrme cpeAr,rHe.
fierexquja HbI{Ba cepoJIoIxKI,IM Mero.{aMa roje ce :acur,rnajy Ha eH3r,rMcKr{M peaKrlujava
(DAS ELISA), unta ceoje rpeAHocrlr Kao ruro cy recrr,rpame BeJrr{Kor 6poja y3opaKa

t

nornpleuo y [perxoAHoM ilepr4oAy. ono Ao.qarHo r.rcrpaxr.rBa*" 1. ao"p""ri*o
BzubaHocrr,r pe3ynrara u AesuHucarby rrpeflopyKe o Heor]xoAHocru yeolena oBof
rrrrerHot opfaHH3Ma Ha KapaHTVHCKy nl4cry, oAHocHo rrornyHo je onpangano,
uuajyhu y Blary Ayropor{He $rarocaHurapHe h eKoHoMcKe rrrrere xoje oeaj
opraHI,I3aM HaHocI{ y npol{3Bo.(}r,t4 MrrJ'rHHe, aJrr4 MHoro suavajHuje cy mrere xoje
uacrajy ycJbe.{ uenocrojarra peAoBHor rporpaMa Hal3opa.

3. vctpaxuuame je crpoBeAeHo y ryroM BpeMeHcKoM ilepr4oAy. krcrrurueaIu
napaMerpl4 go6ujenN aHaJIlr3oM y3opaKa Kpo3 Tpr{ rpyre na6oparopzjcKax MeroAa
(uacu.rHe, ceponomKe ra MoJreKyJrapHe Mero,ue) Aajy AoBoJbHo eJreMeHara 3a
rloy3AaHocr HcrpoK,IBaILa I,I AoHorrrelLe Banr,IAHr,rx 3aKJB) raxa. JegaH og qursena je
6uo ycnocraBuru e0urcacHe MeroAe aHaJrH3e y3opaKa y -na6oparopujcxurr,r
ycJroBlrMa, la je muxoeo 1,no!eme u nponjepa eQuxacHocru saxrujeeala AorarHo
epujenre. Taxole je :na.rajan rtro paILa 6a:rapan Ha orBopeHoM rroJly y 3acaAvrNra u
pacarHr4ur4Ma, xoju cy s6or npoujerranocrr.r BpeMeHcKr.{x ycnoBa .uoBeJre Ao
norpe6e 3a rIoHaBJBalLeM aHany3a. Oso je 6uo pmnot saxrujena 3a rrpolyxeraK
poKa 3a pa4il flvcarbe .qoKTopcKe gzcepraquje.

4. o6paga roAaraKa je ogronapajyha. o6pa4a rroAaraKa cBlrx aHiurusa je paleua y
crarl4crl,Ir{KoM rlporpauy SPSS Statistics (The Software Package for Statistical
S_9 
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l) O6jacuuru naarepujaa xoju je o6palrran, xplrrepujynae xoju cy y:er y d;p;;;;6;, ;a1gp;j;;;
2) lar"Ll KparaK yB]r.u y npurr.rrajerreuu Meror HcrparKuBaBa npu .rervry je raxuo ouujeHurn crse.qehe:

t. fla tu cy upuuujerreue MeroAe IlcrpaxuBarla areKBarHe, AoBoJEHo raqHe r{ caBpeMeHe, r,rrraajyhra y
*ragy 4ocrrrryha Ha roM [oJBy y crjercruu Hr,rBor.rMa;

2. fia tu je,uomno go nporujene y oAHocy Ha [JraH r.rcl,paxr,rBarba xoju je
IoKt'opcxe tere. axo jecre 3arrrro;

AaT [pun[KoM npr,rJaBe

3. [a tu ucnurwBaull flapulMerpra gajy gororHo eJreMenara rnlr je rpe6ano ?rc[]rrr,rBaru joru Here, sa
noy3AaHo r4cTpaxl,IBarLe;

4. .{a nu ie crarucrr.rrrKa noAaTal(a aAeKBaTHa.

VI PE3YJITATPI [I HAT^IHI,I AOIIPUHOC trICTPAXI,IBABA



rrorrryHo noy3AaHa jep ce janra HeAocraraK ceH3r4TrrBHocrra I4 cllequQuuHocru, a raxofe
nocroju lroryhuocr yHarpcHe peaxqraje ca rpyrt4M BpcraMa.

MolexynapHe MeroAe ce npuujemyjy :a gererqujy rraroreHa y 6ursuou rraarepuja:ry ca

lrcrroJbeHprM craMrrroMprMa, 14 y ycnoBraMa JrareHTHe uuSerquje. Heocrarax MonexynapHl4x

Mero.(a.le qujeua Korrrrana aHa;rr43e )BopKa, aJII,I 3aro IrMa HI,I3 rlpe.UHocrl{ Ilrro ce npraje

cBera oAHocr Ha crpahlrname BpeMeHa rpajama aHatwr3e, npeIIIBHa ceH3I{TI,IBHocr H

cnequ$uuuocr roja ce flocrl{xe xopuurhemeu cuequSuuuor flapa upajrraepa.

MonercynapHe MeroAe y oBoM HcrpaxlrBalby cy ropuruhene LI 3a .[ereKqujy naroreua
HaKoH uaoraquje r{3 3eMJbrrurra zacujasaH,eM Ha xpaHJEI,IBy rloAnory. Ono je rr,refyrurr,r u
pa3nor Aa He rpe6a 3aHeMapr.,rBarr,r KJracuqHe MeroAe, rcoje rpe6ajy 6uru cacraBHl4 AI{o
la6oparoprajcKr{x aHiIJILI3a qaK I{ Kar ce paAI{ o caBpeMeHI{M rIpI4cryrII4Ma.

,{na ra:olara y 2010. roAlrHrl u 12 uzotara y 2017 . ro;.rau cy [ocJIaHI4 Ha ceKBeHUI4paILe

r,r cBrr cy ugenrufturoBaHn Kao Bpcra Phytophthora rubi. Turr,re je npeu ulr Ha repnroprju
Perry6il,fi<e Coilcxe u BuX torsphekto rroucvcrso Ph))tophthora rubi. Hajsua,aajHujer
geN,rJbrauHor npov3poxosaqa 60recrl{ N.{anuHe y csuj er.Y.

2) .{o6ujenra pe3yrrraru cy jacno rrpuKa3aHil, npaBr..rnHo H JloruqHo ryMaqeHl{, Kpo3

ynopelranama ca pe3ynrarl,{Ma Apyrl4x ayropa. Ca:nama go xojnx ce Aoluno Kpo3

r4crpaxr,rBarbe cy BeoMa.qo6po cujerureHa y KoHreKcry nr.rreparype roja onucyje cnvqHy
npo6leuarury. Kau.qugar je jacro o6pa:roNrzo KaKo 4o6zjeHa gocruruyha Aorpl4Hoce
pjeuranarry o4peleue npo6neuaruxe, v anauaj caMrrx gocruruyha ca Ha)qHor vI

IIpaKTr+rHor acrleKTa.

3) Hajauauajnuju pesynrarl{ Ha)^IHor HcrpaxllBarLa cy:

Ono je rrpBr.r Hirna3 rpr4cycrBa Phytophthora rubi Ha reprlroplaju PC uBuX,
roja je u y cerajery uajsnauajuuju aeumurrrHr{ rpoy3poKoBa.r 6orecrz
MAJII{HE.

,{erercrorane ftrarorfropo3e MiuIIzHe Ha ocHoBy cI{MrIroMa uuje npequeno,
re :axrr,rjena la6oparopujcxy ananr43y, a uajocjerrsuouje u uajnoy:gauuje
cy ce noKrBaJIe MoneKyJIapHe MeTo.4e.

Pesynraru yrasyjy Ha HeonxoAHocr Aa ce Phytophthora rubi yBpcrLI Ha

KapaHrr{HcKy nucry IIIrerH[x opraHlmaMa Ha HI{Boy PC n BuX.
YcuocrasJbeu je BaJrr{AaH rrporoKon y ra6oparopujcr<orr,r KoMlneKcy
florsonpurpeAHor rf axyrrera sa norpe6e cnporof erra nporpaMa uoce6nor

1) Yxpamo HaBecrI,I pe3ynrare,qo xojux je KaHgI,IAar Aolrrao;
2) Ouyjeuuru Aa lu cy go6ujeuu pe3ynrarr.r jacuo npr,rrasaHr.r, [paBr.rJrHo, JIor[qHo n jacuo ryMaqeHI,I,

ynopefyjyhr.l ca pe3ynrarr,rMa Apyrrx ayropa lr Aa nl,r je ranSu4ar [pI,I roMe lic[oJBaBao AoBoJEHo

KpI4TI{qHOCTiI;

3) Iloce6no je saxHo r,rcrah[ Ao rojux HoBr.rx czBHar+a ce Aoruno y ,rcrpaxl,IBa]6y, roju je 6I,IxoB TeopI,IJcKl,t

u [paKTlrrrHt4 ,uonplrHoc, rao u xoju HoBr4 r.rcrpaxlrBaqKr.r 3aAarlll ce ]ra ocHoBy rbl,Ix Mory yTBpALITI,I unu
HA3I'IPATI,I.

VII 3AKJb)TqAK I,I IPI,IJEAJIOI

1) [racepraquja xau4rAara Mp EIars4He Jlonuh o6palyje ynory rceyAoub[IBa poAa

Phytophthora y cqeuy r{ rporraAarr,y Mirrrr.rHe Ha repr.rropnjn Peny6nrnxe Cpucre.
flpeuegou .qocrynHe nl{Teparype yrnpfeno je aa HeMa rloAaraKa o ycnjeruHonr

cys6uj amy npoy3poKoBaua Qnrotlropo3e MuurlrHe, j ep nojeguuatlHe MeroAe 3alrrrl{Te

ruEcy eifuracHe, raro ga je uaj6ora crpareruja tpoprr,rrrpalbe rlporpaMa L.IHrerpirnHe

npor{38o.{Be rAie 6u ce yKJb) rr4ne cBe [paKrI,Ir{He pacnoJloxl{Be rr,rjepe.

I4crpaxuname je o6asJbeHo y na6oparopujcxurr.r r4 IoJBcKI,IM ycJIoBI,IMa, rojn
o6yxrarajy [porr3BoAHe 3acaAe r4 paca,{Hr4Ke orBopeHor v 3arBopenor ruua. Y



I
O6pasau _3

flaryu: Earra Jlyra H 9auar,
12.4.2018. rorr.rHa

IOTTII,IC IIJIAH OBA KOMI,ICUJE

1. IIpo$.sp fopsaua byprah,
peAoBulr npot[ecop floronpmpe.qnor {arylrera,
Ynurepsurera y Earroj Jlyuu, yxa Ha) rHa o6lacr:

3aurrura 3ApaBJBa 6wwat<a u arpoeronorr.rja,
MeHTOp

peAoBrrr.r upoQecop A
r{avry, Ynuaep:urera y
o6racr; 3aurr.ma 6ursa,

I'I3ABOJEHO MI4IIIJbEIiE: Ynau xouucraje roju ne xenr,r Aa rornr.rue usrjeurraj jep
Mr.trrrJBerseM sehNHe qJraHoBa xouncuje, ,uyxau je Aa yHece y rsujeurraj o6pasloxerre, ogn,

Xoprrxynrypa a 3a TEHCTI{IIKI,IX
pecypca, npegcj egHr.lr

2. IIpoQ. Ap AyrxKa,(eruh,
BaHpeAHr.r npoSecop lloroupranpe4nor ([arynrera,
Ynurep:urera y Eanoj Jlyqn, yxa Haf{Ha o6lacr:

v
vqHa

AeTeKIIHJy flaroreHa y y3opllnMa 6urHor Mareplajana ]r y yioprlr4Ma 3eMJb1trlra, Kao
r,r ceKBeHrlupar6e ora6paHlrx lr3oJrara r,r floxpam]rBarbe [oAaraKa y 6aHny reHa. csu
vlsonarv cy HAeHrr.roIrKoBaHr.r Kao Bpcra phytophthora rubi, rrro je yjeano u npBa
rrorBpAa oBor naroreHa Ha [orpyqjy Peny6lnxe cpucrce u EuX. oau pesylraril cy
npocnujeleHv HaAJIexHVM I{Hcr}rryqujaua 3a npvjeAnoroM Aa "" ouu.y rrrrerHy
opfaHr,BaM yBpcrr.r Ha KapaHTr{HcKy nr,rcry.

flucepraquja je jacuo HarrucaHa rr JlorpIrrHo AoKyMeHToraua. Pesylrarr,r cy jacuo
gerfuHucauu, a [ocraBJbeHa xr{rroreaje jacuo apryMeHroBana. 3axryrax nornplyje
ra je qrrJE r.rcrpiDrr,rBarLa ycnjeruiro pe:rnr,r3oBaH. Hajnaxuraju p..yrrury
r4crpaxlrBaria cy [peAcraBJbeHH Ha eeheNr 6pojy Haur,roHaJrHr{x vr
r,rHrepHarlEoHaJrHlrx Har{Hr,rx cKyrroBa, IIIro je Aaro y flpflnory onor usrjeruraja.

lucepraqraja [peAcraBJra Blrcox HrrBo opt4rr.rHanHor HayrrHor pa1a. Ilpoejeporr.l
opr{rr4HanHocrr, .{Ecepraquje, y cKlrary ca r.rHrepHr{Ma aKrraMa yuueepsurera
uornpf eu je r,rHIeKc cluqmoc.ru 4yo.

2)Ha ocHoBy crrpoBeAeHor yBr{Aa, a*aJwl:;a r.{ 3aKJb}trrarca, KoMracuja je4Houacno
npeAnor(e Hayruo-uacraBHoM rujehy flo$onpunpeAHor $axynrera y 

-Eanoj 
Jlyqu

.{a [pprxBarra onaj rro3rrrHBaH usnjeuraj v. vcrr4 npocnnjelu y AaJ6y rporleAypy

1) Haaecnr najsnavajrraje qurreHr.rrle ruro res; adil;fi"y ,pu;idocr, axo ,lCr" noCioj. au*
no3r,rrlrBuy Bpr,rJeAHocr cavoj resu;

2) Ha ocrroay yKynHe oqjene ar.rceprauraje xovlrcuja flpeAnaxe:
- Aa ce Aorropcra Ar.rcepraunja npr,rxnaru, a KaHAr.rAary o4o6pta og6pana,
- Aa ce AoKTopcKa A}rceprarluja rpaha KaHAr.rAary Ha AopaAy (1a ce gonynra utu wzuwjeau) unu
-Aace

3. IIpo$.Ap Aparo Murourenuh,

KoJr.rx He xeJru Aa fiorrrr,r[re rsejeun:aj



I{sjana 1
lfpu.rror 3.

II3JABA O AYTOPCTBY

Ilrjan.rsyjeru
Aa je Aor$opcna gucepraqnja

Hacnos Pa,qa Ynora KoMlrJreKca'iPhytophthora spp. y cyIuerry r{ rporraAarby Manr,rHe y
Peny6nraqu Cpncroj

Hacxon pmamaemlecrou jBI{Ky The role of Phytophthora spp. complex in raspberry drying
and decaying in the Republic of Srpska

X pesynrar co[crBeHor r.rcrparr{BarrKor paAa,

Xaa aorropcKa 4acepmqr,rj4 y I{ieJrlr:ntr uiltr y 4njenonurvra, uuje 6una upe4roxega 3a
ao6ujarre 6uno noje .u{rlnoMe rlpeMa cry4ujcrrara uporpaMr,rMa.qpyrurx Br{coKorrrKoJrcKr,rx
ycTaHoBa,

X au cy peyJrrarr{ Kopercrno HaBeAeHr.r }r

X au HIrcztM rplulEo/na aytopcKa qpaBa 
'r 

Kopr,rcrr,ro r{HreneKTya;rny cnojuHy Apyrffi .rrfirla.

Y Eamoj Jlyqu, tana03.7.2018. roAuue
flornnc Aorooparrraf^r



Illzjar,a2

Vlzjana rcojorvr ce ouraurhyje Ynunep3rrrer y Earroj IyrI,
Aa Aor$opcrcy Ar{ceprarlujy yqrrHrr janno AocrynuoM

Ouaufiyjeu Yuunepsl{rer y Ea:roj Jlyuu 4a rraojy AoKropcKy 4rcepraqr,rjy roA HacJroBoM

Ylora KoMrneKca Phytophthora spp. y cymerby r.r nponaAarry Manr{He y Peuy6nuqn Cpncxoj

xoja je rraoje ayropcro.qjeno, ymnrl januo AocryrrHoM.

,{orropcxy guceprallpljy ca cBI,IM npl,Ino3}rMa npegao/.na caM y eneKTpoHcKoM Soplaary
noroAHoM sa rpajno apxr,rBr,rpar6e.

Mojy Aolcropcry gllcepraqlEjy roxparbeHy y AI{r}rrannrd peno3r.rropnjyrra Yuunep3r,rrera y
Barroj nyrl, Mory Aa Kopllcre cnu xoju nouryjy o4pe46e caApxaHe y o4a6panoM Trirrry nr{rleHue
Kpearunue saje4nraqe (Creative Commons) sa r<ojy caM ce o4nyruo/na.

tr Ayropcrno
f AyropcrBo - nexorrrepqujanno

f* AyropcrBo - HeKoMepuujamro - 6e: npepage

i* AyropcrBo - uexorraepuujaJrHo - g{enuru rroA r{crr.rM ycJroBr4Ma

f AyropcrBo - 6es npepa,ue

{* AyropcrBo -.uujem,rrr.r rroA rrcrlrM ycnoBr.rMa

(Momaruo Aa 3aoKpyxl,ITe caMo jeany oA rrrecr nouy$enux JrlrrleHrlr.r, KparaK olr{c Jr}rrrenrl}r
aar je na uo.nefunu rurcra).

Y Barroj Jlyqu, taual3.07.2018. roAlrHe
flornuc AorcropaHTa
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llrjana 3

Hrjaua o r.rAeHTlrquocrn rtrTaMnane rr eJrer$poncre nepruje
AoKTopcKe gncepraqr.rj e

l4uenlpe3r,rMeayropa Bu-nauaJlomah

Hacxon paaa Ypra KoMrrreKca Phytophthora spp. y cymemy r{ rpouararby
Mirnr{He y Peuy6nuqz Cpncxoj

Menrop llpo6.ap Ayrura,{emh

I'Isjaaryjerra aa je mraMrlaua neprrja rraoje gorropcxe rucepraqrje r,rAeHTr{qHa e.uexrponcxoj
nepsuju rojy carrl npegaolna 3a lpn{rann}r pero3}rrop}dry Ynnnepsurera y Earroj Jlyqn.

flornuc AorcropaHTa
Y Barroj Jlyqr, aasa03.7.20l8. ro4un 
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