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REZIME

U cilju preduzimanja blagovremenih i efikasnih mera suzbijanja biljnih bolesti,
veoma je znatajna pouzdana i brza detekcija i identifikacija njihovih prouzrokovaca.
Nekada je dijagnoza bila zasnovana samo na simptomatologiji oboljenja, a otkricem
mikroskopa i razvijanjem metoda izolacije i gajenja patogena na hranljivim podlogama
ili test-biljkama, kao i primenom seroloskih metoda, omogucena je preciznija identifi-
kacija prouzrokovaca.

Sredinom 80-ih razvijena je metoda selektivnog in vitro umnozavanja DNK. Uvodenje
molekularnih metoda, a posebno metode lancane reakcije polimeraze (PCR), napravi-
lo je prekretnicu u savremenoj dijagnostici, izmedu ostalog i patogena biljaka.
Koris¢enjem ovih metoda grada genoma uzro¢nika biljnih bolesti postala je dostupna,
¢ime je omoguden jedan novi nac¢in identifikacije i karakterizacije fitopatogenih gljiva,
bakterija, virusa i fitoplazmi. Zbog visoke osetljivosti, specificnosti | brzine izvodenja,
molekularne metode su nasle primenu u detekciji biljnih patogena, a posebno onih
koje je tesko ili nemoguce gajiti u uslovima in vitro, ili na drugi nacin brzo identifikovati.
Takode, primenom molekularnih metoda, unapredena su taksonomska istrazivanja i
bolje definisani odnosi unutar taksonomskih kategorija.

Kljuéne reéi: Molekularne metode; PCR; biljni patogeni; detekcija

uvoD

Tatna dijagnoza bolesti i precizna identifi-  snovana isklju¢ivo na simptomatologiji oboljenja,
kacija patogena, prouzrokovaca, prvi su koraci u  &esto je nepouzdana s obzirom na to da mnogi pa-
razumevanju biljne bolesti i preduzimanju efikas-  togeni mogu da izazivaju nespecificne i varijabilne
nih mera suzbijanja. Dijagnoza biljnih bolesti za-  simptome, ili su prisutni bez vidljivih simptoma
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zaraze (Miller i Martin, 1988). Dijagnoza zas-
novana na simptomatologiji mora da bude pradena
identifikacijom patogena u laboratoriji koris¢enjem
mikroskopa, selektivnih hranljivih podloga, biohe-
mijskih i fizioloskih testova, biotesta i seroloskih
metoda.

U mnogim slucajevima klasi¢ni put dijag-
noze jos uvek je najjeftiniji, veoma je jednostavan
i ne zahteva skupu opremu. Standardne metode,
medutim, imaju brojne nedostatke koje su podsti-
cale istraZivanja savremenijih dijagnosti¢kih proce-
dura. Nekada su potrebni dani, pa i nedelje da bi
se identifikovao uzro¢nik oboljenja. Rezultati nisu
uvek pouzdani jer se mnogi mikroorganizmi tesko
mogu razlikovati samo na osnovu morfoloskih ili
drugih pokazatelja koji su esto promenljivi pod
uticajem uslova spoljasnje sredine.

Razvijanjem tehnika molekularne biologije,
koje se zasnivaju na detekciji genoma patogena,
omoguéen je jedan novi nalin njihove identifi-
kacije i karakterizacije. Uvodenje molekularnih
metoda, najpre hibridizacije nukleinskih kiselina,
a potom i lan¢ane reakcije polimeraze (Polymerase
Chain Reaction - PCR), napravilo je prekretnicu
u savremenoj dijagnostici uzro¢nika oboljenja ljudi,
zivotinja i biljaka (Miller i Martin, 1988).

Zbog visoke specificnosti, osetljivosti i brzine
izvodenja, molekularne metode nasle su primenu
u detekciji patogena biljaka, posebno onih koje je
tesko ili nemogucée gajiti u in vitro uslovima, ili na
drugi nacdin brzo identifikovati (Annamalai i sar.,
1995). Visoka senzitivnost omogucava detekciju
patogena iz jedne spore gljive ili jedne bakterijske
Celije, $to omogucava ranu detekciju prisustva pa-
togena, pre pojave vidljivih simptoma (Hu i sar,,
1993). Molekularne metode nasle su svoju primenu
i u detektovanju patogena na semenu ili sadnom
materijalu u uslovima latentnih infekcija (Reeves,
1998), kao i kod ispitivanja prisustva karantinskih
patogena (Ward i sar., 2004). Primenom ovih meto-
da unapredena su taksonomska istraZivanja i bolje
definisani odnosi unutar taksonomskih kategorija,
omoguceno je razlikovanje nizih sistematskih kat-
egorija, specijalizovanih formi gljiva ili patogenih
varijeteta bakterija, pracenje stukture populacije i
njene dinamike (Wallace i Covert, 2000), interak-
cije biljke i patogena (McCartney i sar., 2003), kao i
rezistentnosti na fungicide (Luck i Gillings, 1995).

U detekciji i identifikaciji biljnih patogena ko-

riste se razli¢ite metode hibridizacije nukleinskih

kiselina (Dot-blot, Southern blot, Northern blot i
dr.), razli¢ite varijante PCR metode (Random PCR,
RT-PCR, Nested PCR, Immunocapture PCR,
Multiplex PCR, Real-time PCR i dr.), polimor-
fizam duzine restrikcionih fragmenata (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP) i druge,
koje su povecale specifinost i osetljivost detekcije
(Henson i French, 1993; Darrasse i sar., 1994; Bere-
swill i sar., 1995; McManus i Jones, 1995; Cuppels i
Ainsworth, 1995; Gallitelli i Saldarelli, 1996).

Hibridizacija nukleinskih kiselina zasniva se na
vezivanju jednolanc¢ane nukleinske kiseline patogena
i jednolancane patogen-specificne komplementarne
nukleinske kiseline (probe). Probe su obeleZene na
razli¢ite nacine, §to omogucava detekciju prisustva
patogena (Nikolaeva, 1995).

Lancana reakcija polimeraze (PCR) podra-
zumeva selektivno in vifroumnozavanje fragmenata
DNK korisé¢enjem termostabilne 7ag polimeraze. U
standardnoj PCR metodi koristi se jedan par pra-
jmera. Kod patogena sa RNK, PCR metodi pred-
hodi reverzna transkripcija (RT-PCR). Osetljivost
metode moze se povecati uvodenjem jo§ jednog
para prajmera (Nested PCR). Drugi nacin da se
poveda specifi¢nost i osetljivost je da se PCR koristi
u kombinaciji sa anitelima u tzv. Immunocapture
PCR (IC-PCR). U slucajevima kada je potrebno
detektovati vise razli¢itih patogena istovremeno,
koristi se Multiplex PCR. U ovom slu¢aju nekoliko
pari prajmera koristi se u jednoj reakeiji (McCart-
ney i sar., 2003).

METODE DETEKCLJE FITOPATOGENIH
GLJIVA

Razvoj i kori§¢enje molekularnih metoda u
detekciji fitopatogenih gljiva ima tri osnovna ko-
raka; (1) izbor specifi¢ne sekvence nukleotida koja
¢e biti kori§¢ena za identifikaciju patogena, (2)
ekstrakcija DNK iz uzorka i (3) metod za iden-
tifikaciju prisustva ciljne sekvence u uzorku (Mc-
Cartney i sar., 2003).

Dva pristupa se koriste za izbor ciljne sekvence
DNK; jedan se bazira na koriséenju visokokonzer-
vativnih regiona DNK, zajednickih za sve gljive,
ali unutar kojih se nalaze mesta sa ,finim*“ vari-
jacijama, a drugi se zasniva na slu¢ajnom izboru
dela genoma jedne vrste gljive i testiranju $to vide
izolata te i slicne vrste radi utvrdivanja stepena
specifi¢nosti.
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Glavni region DNK koji se koristi za dija-
gnosticke postupke je ribozomalna DNK (rDNK).
U okviru rDNK jedinice nalaze se veoma konzer-
vativni regioni, koji su prisutni u skoro svim for-
mama zivih organizama. Kod gljiva rDNK se
nalazi u jedru i mitohondrijama. Izmedu tri ri-
bozomalna gena u jednoj jedinici nalaze se dva
unutra$nja dela, oznacena kao ITS1 i ITS2. Dve
rDNK jedinice su razdvojene sa intergenskim de-
lom koji se oznacava kao IGS. Regioni koji se na-
laze izmedu gena u okviru jedne rDNK jedinice
(ITS) ili izmedu njih (IGS) veoma su varijabilni u
odnosu na gene i koriste se za detekciju vrste, ali
i nizih taksonomskih jedinica (Henson i French,
1993).

Za razliku od kori§éenja prajmera dizajnira-
nih na osnovu prethodno odredene sekvence ITS
regiona tDNK i njenom umnozavanju u reakciji
PCR, mogu se koristiti i nasumi¢no odabrani kratki
molekuli DNK (do 10 nukleotida), nazvani DNK
proba. Probe su obelezene radioaktivnim elemen-
tom ili hemijskim markerom koji omogucavaju
pradenje pozitivne reakcije (Bridge, 2001). Izbor
probe je najznacajniji u detekciji i identifikaciji glji-
va. Probe moraju da hibridizuju sa svim izolatima
jedne vrste patogena, ali ne i sa drugim vrstama.

Za ekstrakciju DNK iz uzorka se koriste razlicite
metode, a izbor zavisi od vrste i koli¢ine pocetnog
materijala. Koriste se &ista kultura gljive, zaraZeni
biljni materijal, zemljiste, ili uzorci spora priku-
pljeni iz vazduha. U nekim situacijama dovoljnu
kolicinu DNK zadovoljavajuéeg kvaliteta moguée
je dobiti jednostavnim kuvanjem micelije gljive ili
zarazenog materijala. Medutim, u veéini slucajeva
DNK mora biti ekstrahovana i pre¢is¢ena posebnim
postupcima. U pocetku razvoja ovih metoda, DNK
patogena morala je biti izdvojena iz &iste kulture da
bi se sprecila kontaminacja sa DNK biljnog materi-
jala. Danas se DNK patogena moze ckstrahovati i
direktno iz biljnog tkiva, §to je posebno znacajno za
obligatne parazite koji se ne mogu gajiti na podlozi.
Kada se vri ekstrakcija DNK patogenih gljiva iz
zemlji$ta potrebne su odredene modifikacije da bi
se uklonile neke inhibiraju¢e komponente.

Na pocetku razvoja molekularnih metoda u
mikologiji za identifikaciju prisustva ciljne sekvence
u uzorku, odnosno za detekeiju i identifikaciju glji-
va, korisCena je reakcija hibridizacije nukleinskih
kiselina. Medutim, razvojem i usavrdavanjem PCR,
metode sckvencioniranja varijabilnih regiona gljiva

i konstruisanja specifi¢nih prajmera, metod hibrid-
izacije se danas malo koristi u detekciji samih gljiva,
ve¢ uglavnom za otkrivanje polimorfizma DNK u
kombinaciji sa PCR (Bridge, 2001).

METODE DETEKCIJE FITOPATOGENIH
BAKTERUJA

Tradicionalne metode u detekciji i identifikaciji
fitopatogenih bakterija, zasnovane na proucavanju
njihovih morfoloskih i biohemijsko-fizioloskih od-
lika, zahtevaju dosta vremena i materijala (Darrasse
i sar., 1994). Za detekciju fitopatogenih bakterija
moze se koristi i elektronska mikroskopija, a u novi-
je vreme i brojne seroloske metode; aglutinacija na
plocici, ELISA-test, imunofluorescencija i ,,lateral
flow strip” testovi. Osetljivost ovih metoda prven-
stveno zavisi od specifi¢nosti odabranih antitela za
ciljane éelije ili njihove komponente. ELISA-test
omogucava detekciju fitopatogenih bakterija iako
su one prisutne u vrlo niskim koncentracijama
u biljci. Rezultati se dobijaju brzo, a osetljivost se
moze porediti sa osetljivoséu molekularnih metoda
(Alvarez, 2001). Medutim, primenu ovih metoda u
identifikaciji fitopatogenih bakterija oteZava posto-
janje veceg broja seroloskih grupa (Darrasse i sar.,
1994).

Molekularne metode zasnovane na poznavanju
genoma fitopatogenih bakterija veoma su specifi¢ne,
brze i osetljive. Klju¢na prednost ovih metoda je u
tome §to su nezavisne od spoljasnjih uslova, staros-
ti i fizioloSkog stanja ciljanog patogena (Louws i
Cuppels, 2001). Osim toga, moguce je detektovati
bakterije i u veoma niskim koncentacijama, kako u
simptomati¢nim, tako i u asimptomati¢nim uzor-
cima, §to je posebno znacajno u detekeiji karantin-
skih bakterija na semenu i sadnom materijalu, kada
je izolacijom nemoguée utvrditi njihovo prisustvo
(Darrasse i sar., 1994; McManus i Jones, 1995).

Osetljivost PCR reakcije u detekeiji fitopato-
genih bakterija sa semena, iz uzoraka zemljista i
biljnog tkiva mozZe se uveéatiido sto puta primenom
BIO-PCR metode (Louws i Cuppels, 2001), a
primenom Nested-PCR osetljivost u detekeiji £r-
winia amylovora povecana je do hiljadu puta (Mc-
Manus i Jones, 1995). Immunocapture plus PCR,
takode, povecava osetljivost i specificnost reakcije.
Najnovija i najosetljivija je Real-time PCR metoda,
pomocu koje je moguce istovremeno kvantifiko-
vati i analizirati produkt tokom PCR umnozavanja.
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Prednost se sastoji u tome $to se na ovaj nain moze
eliminisati "Southern blot” koji se koristi za potvrdu
identiteta umnozenog produkta (Louws i Cuppels,
2001). Identifikacija bakterija Rep-PCR metodom
zasniva se na Cinjenici da se svaki patogen, identi-
fikovan do nivoa vrste ili patogenog varijeteta, sastoji
od sojeva koji poseduju jednu ili vise razlicitih Rep-
PCR molekularnih profila, §to je korisno u identifi-
kaciji bakterija koje izazivaju slicne simptome, kao i
za detekciju diverziteta u okviru vrste (Bouzar i sar.,

1999).

METODE DETEKCIJE FITOPATOGENIH
VIRUSA

U  detekciji virusnih bolesti konvenciona-
Ina metoda je biotest. To je pouzdana i osetljiva
metoda detekcije virusa, ali je vremenski zahtevna
i Cesto uslovljena brojnim faktorima. Detekcija vi-
rusne prirode oboljenja moguca je upotrebom elek-
tronske mikroskopije. To je vrlo osetljiva metoda i
omogucava detekciju virusa i u jako niskim koncen-
tracijama. Uvodenje imunoelektronske mikroskopije
omogucava specificno otkrivanje pojedinih virusa
(Kirsti¢ i Tosi¢, 1994). Medutim, upotreba elektron-
ske mikroskopije jako je skupa i koristi se uglavnom
za fundamentalna istraZivanja. Seroloske metode,
zasnovane na osobinama pre svega proteinskog
omotaca virusa, kao i drugih virusno-kodiranih pro-
teina, Siroko su koriséene u ispitivanju biljnih virusa.
Najrasprostranjenija metoda u rutinskoj detekciji vi-
rusa je DAS-ELISA, koja se odlikuje moguénoséu
ispitivanja veceg broja uzoraka istovremeno, a za raz-
liku od biotesta rezultati se dobijaju za kratko vreme
(Krsti¢ 1 Tosi¢, 1994).

Molekularne metode detekcije, zasnovane na
osobinama virusnog genoma, predstavljaju jako os-
etljive 1 pouzdane metode detekcije virusa. Posebno
znacajnu ulogu imaju u detekciji satelitnih RNK vi-
rusa, virusa koji se ne mogu prenositi mehanickim
putem, a Ciji vektori nisu poznati, latentnih virusa, de-
fektnih virusnih Cestica, koji se ne mogu detektovati
seroloskim metodama, u identifikaciji sojeva virusa
koji se na osnovu antigenih osobina tesko razlikuju,
kao i u detekeiji viroida (Nikolaeva, 1995; Gallitelli i
Saldarelli, 1996).

Poredenjem razli¢itih metoda detekcije virusa,
utvrdeno je da je detekcija virusa mozaika krastavca
“dot-blot”hibridizacijom nukleinskih kiselina i do sto
puta osetljivija u poredenju sa ELISA metodom, a u

detekciji virusa uvijenosti lis¢a krompira dve hiljade
puta (Loebenstein i sar., 1997). Osetljivost detek-
cije primenom, ,,dot-blot” hibridizacije povecana je
upotrebom riboproba (RNK proba), a uvodenjem di-
goksigenina, neradioaktivnog obeleZivaca, prevaziden
je problem rada sa radioaktivnim probama (Harper i
Creamer, 1995; Gallitelli i Saldarelli, 1996). Pored
osetljivosti, ova metoda se odlikuje moguéno§éu te-
stiranja velikog broja uzoraka, dugim ¢uvanjem do
upotrebe uzoraka nanetih na najlonske membrane,
lakom manipulacijom membranama i brzim dobijan-
jem rezultata. Zbog svoje osetljivosti 1 pogodnosti te-
stiranja velikog broja uzoraka, ,,dot-blot” hibridizacija
nukleinskih kiselina predstavlja pogodnu metodu za
rutinsku detekeiju virusa (Harper i Creamer, 1995).
U prilog tome ide podatak da se ova metoda koristi u
Ttaliji, od 1994. godine, u sertifikaciji semenskog ma-
terijala na biljne viruse (Gallitelli i Saldarelli, 1996).

Najosetljivija metoda detekcije biljnih virusa koje
imaju RNK je kombinacija reverzne transkripcije i
lancane reakcije polimeraze (RT-PCR). Poredenjem
razli¢itih metoda detekcije virusa infektivne hloroze
paradajza (Tomato infectious chlorosis virus), utvrdeno
je da je RT-PCR i do sto puta osetljivija u odnosu
na ELISA, EBIA i metodu ,,dot-blot” hibridizacije
nukleinskih kiselina (Li i sar., 1998). Veca osetljivost
detekcije postize se primenom Immunocapture RT-
PCR metode, koja je u detekciji virusa Sarke 8ljive i do
dvesta pedeset puta osetljivija od RT-PCR metode
(Gallitelli i Saldarelli, 1996).

Osetljivost detekcije biljnih virusa poveéana je
uvodenjem Real-time RT-PCR metode (Roberts
i sar,, 2000), a razvojem Multiplex PCR metode
omoguceno je istovremeno detektovanje vise virusa
u slu¢ajevima mesane infekcije (Gallitelli i Saldarelli,
1996).

Iako je RT-PCR najsenzitivnija metoda de-
tekcije virusa, kod virusa koji se mogu mehanicki
prenositi primena ove metode u rutinskoj dijagnozi
je dosta skupa. Postoje druge ekonomski isplativije
i jednostavnije metode, kao $to su DAS-ELISA i
"dot-blot” hibridizacija nukleinskih kiselina, koje su
pogodnije za istovremeno testiranje velikog broja
uzoraka (Figueira i sar.,, 1997).

METODE DETEKCIJE FITOPLAZMI

U proslosti fitoplazme su se detektovale na osn-
ovu simptoma, bojenjem i svetlosnom elektronskom
i fluorescentnom mikroskopijom i seroloskim meto-
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dama. U poslednje vreme sve te metode potisnute su
primenom molekularnih tehnika (Osler i sar., 1996;
Jones, 2002).

Najvedi broj ispitivanja fitoplazmi baziran je na
osobinama ribozomalnih gena, gena za 165 rRNK,
gena za 235 rRNK, dela genoma izmedu ova dva
gena, gena za ribozomalni protein L.22 i drugih
(Seemiiller i sar., 1998).

UmnoZavanje 165 rRNK fitoplazmi PCR met-
odom obezbedila je mnogo osetljiviju metodu de-
tekcije u odnosu na sve ranije. Prajmeri napravljeni
po sekvencama konzervativnog 16S rRINK gena, a
koriste se za detekciju svih fitoplazmi, oznaceni su
kao univerzalni prajmeri za fitoplazme. Specifiéni
prajmeri mogu se koristiti za detekciju odredenih
specifi¢nih grupa fitoplazmi. Oni su komplemen-
tarni delu sekvence DNK koji poseduje samo ta
specifi¢na grupa fitoplazmi i mogu dati vise po-
dataka o prouzrokovacu oboljenja od univerzalnih
prajmera (Jones, 2002).

Osetljivost detekcije fitoplazmi povecana je
uvodenjem Nested PCR metode. Digestija am-
plifikovanih fragmenata restrikcionim enzimima i
analiza polimorfizma duzine nastalih fragmenata
(RFLP) omogucila je preciznije detektovanje i kla-
sifikovanje fitoplazmi (Jones, 2002).

PRIMENA MOLEKULARNIH METODA
U ISPITIVANJU NEKIH BILJNIH
PATOGENA U NASOJ ZEMLJI

U nasoj zemlji, prva ispitivanja zasnovana na
osobinama genoma biljnih patogena sprovedena
su na biljnim virusima. Ispitivanje prisustva virus
specificnih dvolan¢anih RNK potvrdilo je virusnu
prirodu oboljenja dunje (Paunovi¢, 1995). Ova, kao i
druge molekularne metode primenjene su u detekciji i
karakterizaciji virusa voéaka; virusa Sarke 8ljive (Plum
pox virus) (Duli¢-Markovi¢ i sar., 1998a,i b, i 2003),
virusa jamiCavosti stabla jabuke (Apple stem pitting
virus) (Paunovié i sar., 1998a,i b;1999,1 2000), virusa
blagog Zutila oboda lista jagode (Strowéberry mild yel-
low edge virus) (Duli¢-Markovi¢ i sar., 1998c¢, i d), vi-
rusa prugavosti nerava jagode (Strowéberry vein band-
ing virus) (Duli¢-Markovi¢ i Jovanovi¢-Cvetkovié,
2000) i virusa Sarenila jagode (Strowberry mottle vi-
rus) (Duli¢-Markovi¢ i Jovanovié-Cvetkovi¢, 2000;
Lazié i sar., 2002; Lazi¢ i Duli¢-Markovi¢, 2003).

Molekularne metode primenjene su u detekeiji i
karakterizaciji virusa ratarskih i povrtarskih biljaka;

Y virusa krompira (Potato Y virus) (Milosevi¢ i sar.,
1998; Duki¢ i sar., 2004), virusa mozaika krastavca
(Cucumber mosaic virus) (Krstié i sar., 2002; Duki¢
i sar., 2002a, i 2004), virusa bronzavosti paradajza
(Tomato spotted wilt virus) (Duki¢ i sar., 2002b), vi-
rusa mozaika lubenice 2 (Watermelon mosaic virus
2), virusa Zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow
mosaic virus) 1 virusa mozaika duvana (7vbacco mo-
saic virus) (Dukié i sar., 2004).

Tvanovié 1 saradnici (2003, i 2004a. i 2004b) su
radili na detekeiji Phyrophthora infestans i karak-
terizaciji izolata uzro¢nika plamenjace krompira i
paradajza. Primenom PCR i Nested PCR vrieno
je umnozavanje fragmenata molekula DNK i anal-
iza polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata
(RFLP) u cilju identifikacije tipa mitohondrijalne
DNK. Metodom Southern hibridizacije odreden je
fingerprinting DNK (Ivanovié, neobjavljeni podaci).

Sindrom propadanja maline kod nas nepoznate
etiologije zabeleZen je kao masovna pojava po-
Zetkom ove decenije. Zabrinutost proizvodaca i ja-
vnosti bila je velika, ali je jo§ veca nepoznanica bio
uzrolnik patoloskih promena na korenovom vratu i
korenu biljaka kod nas. Koprivica i saradnici (2002)
daju saopstenje o prisustvu gljiva roda Phyzophthora,
a detekcija i identifikacija metodom PCR potvrduju
ovaj nalaz. Specifiénost metode omogucila je identi-
fikaciju vrste P, fragariae var. rubi kao prouzrokovaca
trulezi korena maline (Koprivica i sar., 2003).

Ranija malobrojna istrazivanja fitoplazmi,
Aleksica i saradnika (1980) godine, odnose se na
proucavanje fitoplazme stolbur na biljkama familije
Solanaceae (Suti¢, 1982). Fitoplazme u naSoj zem-
lji, prvi put su detektovane, molekularnim tehni-
kama (Nested PCR pra¢en RFLP analizom), na
vinovoj lozi, 2003. godine (Duduk i sar., 2003a).
Koris¢enjem univerzalnih i specifiénih prajmera u
Nested PCR-u, pra¢enom RFLP analizom (Duduk
i sar., 2003b. 1 20044, i b) izvriena je identifikacija
i karakterizacija, kao i pregled prisustva fitoplazmi
na vinovoj lozi u Srbiji. Molekularnim metodama
utvrdeno je i prisustvo fitoplazmi na kosti¢avom
voéu (Tanaskovié¢ i Carraro, 2003; Duduk i sar.,
2004c).

Molekularna detekcija 1 karakterizacija fi-
topatogenih bakterija u naSoj zemlji obuhvata
ispitivanja Xanthomonas campestris pv. wvesicato-
ria prouzrokovata bakteriozne pegavosti paprike
i paradajza (Obradovi¢ i sar., 2004), Pseudomonas
syringe pv. fomato patogena paradajza (Milijasevi¢ i
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sar.,2004) i Erwinia amylovora prouzrokovaca bak-
teriozne plamenjace jabucastih vocaka (Gavrilovié
i sar., 2004).

ZAKLJUCNE KONSTATACIJE

Danas postoji obilje podataka o koriséenju
metoda molekularne biologije u biljnoj pa-
tologiji. Veliki broj publikacija koje su objav-
ljene o ovoj temi u svetu, svedoci o aktulenosti
ovih metoda. Kod nas se tek poslednjih godina
metode molekularne biologije koriste u detekeiji
patogenih organizama u saradnji sa istrazivadima
iz sveta, i to uglavnom u njihovim laboratorijama.
Jos uvek visoka cena opreme i neophodnih reage-
nasa, i pored nesumnjivih prednosti, predstavlja
ogranicavajuéi faktor §irem uvodenju ovih meto-
da u nage fitopatoloske laboratorije.
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Molecular Methods in Plant Disease

Diagnosis

SUMMARY

Reliable and rapid identification of causal agents of plant diseases is very
important for conducting efficient control measures. Previously, the diagno-
sis relied on symptomatology. Introduction of light microscopy and cultiva-
tion methods of plant pathogens, as well as the application of serological
methods, made pathogen identification more accurate.

During the 1980-ies the methods of selective in vitro amplification of
DNA were introduced. By development of molecular methods, esspecially
polimerase chain reaction (PCR), new ways of identification and characteri-
sation of plant pathogenic fungi, bacteria, viruses and phytoplasmas, have
become available.

Molecular methods are being applied for the detection of plant patho-
gens since they are rapid, specific and sensitive tools. These recent advances
in molecular biology also made possible the detection of unculturable mi-
Croorganisms.

Besides the advantages in detection of plant pathogens, these tech-
nigues improved taxonomy and defined the relationships within taxonomic
categories of the groups of microorganisms.

This review focuses on the application of molecular methods in detec-
tion and identification of plant pathogenic fungi, bacteria, viruses and phyto-

plasmas including the data on their applications in our country.

Key words: Molecular methods; PCR; Plant pathogens; Detection
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