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Ha ocHoBy unana 36, a y Be3u 3a unaHom 43. 3akoHa 0 3a-
LITUTH 371paBJba Ousba y Penyomuiu Cprickoj (“CorysxOeHu Tiia-
cHuK PenyOmuke Cpricke”, 6poj 25/09), u winana 76. cras 2. 3a-
KoHa 0 peny6inukoj yrnpasu (“Ciyx0OeHn rmacHHK PemyOrike
Cpricke”, 6poj 115/18), MuHHCTap MOJBONIPUBpEIE, ITYMAPCTBa
1 BOZIONIPHBpENiC TOHOCH

IHPABUJTHHUK

O MJEPAMA 3A OTKPUBAILE, CIIPEYABAIHE
HINPEA U CY3BUJAIBE LITETHOI' OPTAHU3MA
Clavibacter michiganensis (Smith) Davis et al. spp. sepedonicus
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., IPOY3POKOBAYA
NPCTEHACTE TPWVJIEXHA KPOMITUPA

Ynan 1.

OBHMM TPaBHJIHUKOM IIPOIUCYjy C€ Mjepe 3a OTKpHUBa-
e, CIIpPeuaBamke MUpemha U Cy30ujame IITeTHOT OpraHm3Ma
Clavibavetr michiganensis (Smith) Davis et al. spp. sepedonicus
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., npoy3poxoBada mpcre-
HACTE TPYJICHKHU KPTOJIa KPOMIIMpPA, HAYMH OApehiBama rpaHu-
11a 3apaXEHOT, YTPOKEHOT U MoApy4Yja 0e3 ITEeTHOT OpraHu3Ma,
YCJIOBH 32 OKOHYaH€ HAJIOKECHMX Mjepa, Kao M HauuH 00a-
BjellTaBama O MPELy3eTUM Mjepama U IpecTaHak Mjepa.

Unan 2.

(1) Pamm otkpuBama mTetHor opranm3ma Clavibavetr
michiganensis (Smith) Davis et al. spp. sepedonicus
(Spieckermann et Kotthoff) Davis et al., npoy3poxoBada rpcre-
HACTE TPYJIEKH KPTOia KpOMITHpa (y 1ajbeM TEKCTY: IITETHH
OopraHu3am), CIpOBOJH ce TocedaH Ha/130p HaJ IITETHUM Opra-
HU3MOM KOju 00yxBara mperjiene Oujpbaka u Kprojia KpOMIIHpa
(Solanum tuberosum L.) u npernene perynmucanux objexara.

(2) bpoj, nopujexo, METOA U BpHjeMe y3HUMarma y3opaka
NPUJIMKOM Mperneqa Ou/baka M KPTOJia KPOMIIHpA M PEryiu-
caHHX o0jekarta oxpelyje ce y 3aBUCHOCTH Off crielU(pUIHUX
cUcTeMa MPOU3BOAE KPOMITHpA U OHOJIOTHje MITETHOI opra-
HH3Ma.

Uian 3.

(1) Ilpu mperneny Omibaka KPOMIHpPA y MOJbY Y TOKY Be-
reTaluje BpIIM Ce BU3YEIHH Hperie]] Ha MPUCYCTBO IITETHOT
OopraHm3ma, y3uMajy ce y30puu Ouibaka M JOCTaBJbajy OBIa-
mheHoj ¢purocanuTapHoj Jaboparopuju (y AajbeM TEKCTY: Ja-
Goparopuja) pagu 1a00paTOPHjCKOT HCITHTHBAA.

(2) IIpn npernexy Kprojia KpOMIIMpA y3UMajy c€ y30pIH
KpTOJIa CjeMEHCKOT KPOMITHPA M OCTAJIOT KpOMIHpa KOju HHje
HaMUjebeH caibu (Y AajbeM TEKCTY: MePKaHTHIHU KPOMITHP),
IIPBEHCTBEHO M3 JIOTOBA y CKJIAAUIITAMA U JUCTPUOYTHBHHM
LEHTpHMa paad o0aBJbaba BU3YCIHOT IMPEMIeAa CjeueHheM
KpTOJIa, OTHOCHO J0CTaBJbarbha 1abopaTopHju paau Jaboparo-
PHjCKOT HCIIMTHBAbA.

(3) Cjemencku KpoMnup MOpa Aa HOTHYE TUPEKTHO O Ma-
TepHjalia MPOU3BEJICHOr y CKJIAJy Ca 3BAHHMYHHM IIPOrPaMoM
KOHTPOJIE ¥ 32 KOjH je TabopaTopHjCKUM UCITUTHBAKEM YTBphe-
HO J1a HUj€ 3apakeH LITETHUM OPTaHU3MOM.

(4) JlabopartopujcKo HCITUTHBAKE U3 CT. 1. ¥ 2. OBOT 4JlaHa
CIPOBOIM ce Yy CKiIany ca MehyHapomHo nmpuxBaheHUM MpoLie-
Jypama, Ha HauuH onucal y Lllemu Tectupama 3a 1ujarHOCTH-
Ky, JETeKINjy ¥ UACHTU(PHKAIN]Y POy3pOKOBada MPCTEHACTE
TPYJESKH KPOMITHpa, Koja je ce Hamasu y Ilpuory oBor mpa-
BHMJIHMKA 1 YHMHU HEIOB CACTaBHU IHO.

Unau 4.

(1) Cymma Ha mojaBy IITETHOT OpPraHU3Ma IOCTOjU aKo Cy
BU3YEIIHAM IPETIENOM yOUEeHH TUIIMYHU CHMITOMH OOiecTn
WM je pe3ynTar jeHOT o7 Op3uX TECTOBa MpoBjepe (screening
test) MO3UTHBAH.

(2) la 61 ce mOTBpAMIIa WK OTKJIOHHJIA CyMEba Ha 10jaBy

IITETHOT OPTaHu3Ma, CIIPOBOJIE Ce J1ab0PaTOPHjCKa HCITUTHBA-
Hha Ha HAYMH onucaH y [Ipuiory oBor npaBUIIHUKA.

(3) [punukom crpoBohema Ta00PATOPHjCKUX HCIUTHBA-
a, Ha oAroBapajyhu Ha4yMH, 4yBajy ce y30pKOBaHE KPTOJE H,

kaza je To moryhe, y3opkoBaHe OMIbKE, IPEOCTAIN €KCTPAKT
1 JOIaTHO TPUIIPEMJbEH MaTepHjajl 3a Op3e TeCTOBE IpoBjepe
(screening test), HIIp. cTakaima 3a UMyHO(IyOPECUCHIH]Y U
CBY PEJICBaHTHY JOKYMEHTALIH]Y.

(4) V cnyuajeBuMa Kaja je To OoTpeOHO, cauyBaHU y30paK
KpTONa oMoryhiaBa M HCIIMTHBAHE COPTHOCTH.

(5) Kanma je maGoparopHjcKuM WCITUTHBAKHEM MOTBPHEHO
IIPUCYCTBO IITETHOT OPraHn3Ma, HajMamke Mjecell IaHa o1 IaHa
noTBpleHe 3apa3e 4yyBa ce, Ha OAroBapajyhu HauuH, y30pak
BjeLITAYKHU 3apAKCHUX TECT OMJbaka IIaBOT MATIMIIAaHA U H30-
JIOBaHa KyJITypa IITETHOT OPraHu3Ma.

Ynan 5.

(1) V ciyuajy cymibe Ha 10jaBy MITETHOT OpraHu3Ma, mpe-
ny3uMajy ce cibenehe mjepe:

1) 3a0paHa mpeMmjemTama CBUX JIOTOBA HJIHM TOIIMJbaKa
KPOMITHpa U3 KOjUX Cy Y3€TH Y30pLH,

2) nojaTHe NPEBEHTHBHE Mjepe pajiy ClipeuaBarba IHpema
LITETHOT OPTaHM3Ma, Yy 3aBHCHOCTH OJ] IPOLH]CH-EHOT CTEIIeHa
pu3uKa.

(2) lonaTHe npeBeHTHBHE Mjepe U3 cTaBa 1. Tauka 2) oBOT
YjIaHa 1MoceOHO YKJbYdyjy HaJ30p HaJ HpPEeMjelITambeM CBUX
OCTaJNMX KPTOJIa WM OMJbaka TIOBE3aHHX ca CyMEHUBOM TI0ja-
BOM, YHYTap ¥ BaH o0jekara, orpaHn4aBame yrnorpede moryhe
3apa)kKeHNX MAIllFHA U OTIpeMe.

Unaw 6.

Axo npxanan Omsba, OMJPHHX TPOW3BOAA M PETYIHCAHHUX
objexara wim OMIIO0 Koja apyra ocoba youum CHMIITOME 3apase
WM NOCYMHba Ha I10jaBy LITETHOT OpraHu3Ma, obaBesaH je jaa
0 TOMe oiMax o0aBHjecTd MHUHHCTApPCTBO MOJBOIPUBPE/IE, IIy-
MapcTBa U Bojonpuspene (y AajbeM TeKcTy: MUHUCTapCcTBO) U
PenyOnuyky ymnpaBy 3a HHCIEKIIUjCKe MOCIOBE (Y JaJbeM TeK-
cty: MHcnekropar).

Ynan 7.

Kana ce Ha ocHOBY pesynTara 1a60paTopHjCKOT HCITUTHBA-
a MOTBPJAU NMPUCYCTBO IITETHOT OpraHu3Ma, MHHHCTapcTBO
y capaamu ca MHcnekroparom oxpelyje rpanuiie 3apaxeHor,
YTPOXKEHOT WM MOApydja 6e3 MITETHOT OpPraHu3Ma, TaKo IITO:

1) o3HauaBa Kao 3apa)keHe KPTOJIe WM OHMJbKE, MOMINIBKE,
OZIHOCHO JIOTOBE, MAlllMHE, NPEBO3HA CPEJCTBA, CKIIAJMIITA
WIA HHUXOBE HMjEJIOBE M Apyre o0jeKTe M MpeaAMeTe, YKIbY-
qyjyhu U MaTepujai 3a MaKOBamke U3 KOjHUX je CBaKU O]l y30paKa
y3€T, Ka0 U MjecTa IPOU3BOIIE U Maplelie ca KOjUX MOTHYY
OMJbKE U KPTOJIE,

2) onpehyje odum Moryhe 3apase €BUACHTHPABEM UYHEC-
HUIA O CBUM KOHTAKTHMa y TPOU3BOIAHOM IIPOIIECy ca N3BOPOM
3apase (mmpuje u nociuje Balema KpTona) ¢ nubeM onpehuBarma
obuma mMoryhe 3apa3ze ¥ mupema MTETHOT OPraHu3Ma,

3) pasrpaHmyaBa 3apa)X€HO, YIPOXXEHO W Toxpydje 0e3
IITETHOT OpPraHU3Ma Ha OCHOBY O3HaueHe U noTephene 3apase,
obuma moryhe 3apase, kao 1 Moryher mmupema MTETHOT opra-
HH3MA.

Unan 8.

(1) MunucrapctBo y capaamu ca MHcmekTopartoMm, Ha
OCHOBY II0J[aTaKka 3aCHOBAHMX Ha HAyYHUM HPHHIMINMA U
OHMONIOTHjH IITETHOT OPraHuW3Ma, Kao M IMoJaTaka O CHUCTEMY
IIPON3BOALE, MAPKETUHTA U Hpepaje, yrBphyje o6um moryhe
3apa3e Ha OCHOBY MH(pOpMaIHja 0 Moryhem KOHTaKTy KpToja
ca yTBph)eHOM 3apa3oM IpHje U MOCIHje BUXOBOT Bal)ema nin
TOKOM FbHXOBE MIPOM3BOIELE, Y3UMajyhu y 003up:

1) kpToIe nim GUIbKe POU3BE/ICHE Ha MjeCTy POU3BOMHE
KOj€ je 03Ha4YeHO Kao 3apaxeHo,

2) npyra mMjecra Ipou3BO/ibE Koja Cy y O1IIo KaKBOj Be3u ca
KpToJiama Wi OMJbKaMa Koje Cy O3HaueHe Kao 3apaykeHe, Kao u
3ajeJHUYKN KopHInheHa onpeMa 1 00jeKTH,

3) kprosie Wi OWJbKE KOje Cy MPOU3BENCHEe Ha MjecTUMA
MIPOM3BOAIE M3 Tayke 2) OBOT CTaBa WIM Cy C€ Halaswie Ha
THM MjEeCTHMa MCTOBPEMEHO ca KpTojiamMa U OusbKama Koje Ccy
O3HAYCHE Kao 3apakcHe,
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4) mpoctop u 00jexTe y Kojuma ce obaBiba MaHUITyNIAlH]ja
KpPOMIIHpPa KOjU MOTHYE ca MjecTa Mpou3BoAme U3 T. 1) 1o 3)
OBOT' CTaBa,

5) MaImvHe, IpeBO3Ha CPECTBA, CKIAIMINTA WM FUXOBE
ZIMjeJIOBe, Kao M Apyre 00jeKTe Win mpenMere, ykibydyjyhn n
MaTepHjal 3a MaKoBame, KOju cy MOIIM ja Johy y moxup ca
KpToJlaMa 1in OusbKaMa Koje Cy O3HaueHe Kao 3apaxeHe,

6) kprone nnm OMJbKe Koje Cy Omie yCKIaIUIITeHe WIN y
JOIMPY ca HEKUM Of] PEeTyIHCaHuX o0jeKaTa I ca IpeaMe-
THMa M3 Ta4yke 5) OBOT CTaBa MpHje HBUXOBOT YuIIhiewma U Jie-
3uH(eKImje,

7) xpToiie win OuJbKe Koje ce cMarpajy Moryhe 3apakeHHM
300T KJIOHCKE ITOBE3aHOCTH ca KpTojlaMa WK OnJbKama Koje cy
O3HAYCHE Kao 3apa)KCHE, MAKO Cy PE3yJITaTH TeCTUpama Hera-
THBHH, a KaJia je MOTpeOHO, CIIPOBOIU CE U TECT COPTHOCTH Ja
0M ce MpPOBjepHO MICHTUTET 3aPAKCHUX U KIOHCKH CPOIHUX
KpTOJIa MM OMJbaKa KPOMITHPA,

8) MjecTo mpou3BoAE KpTOsia WM Onsbaka u3 Taduke 7)
OBOT" CTaBa.

(2) OppehuBame moryher mmpema IITETHOT OpraHU3Ma
BpLIM C€ Ha OCHOBY OJM3MHE JPYTHX MjecTa IPOM3BOIHE
KpOMITHpa ¥ IpyruX Onsbaka gjoMahuHa, Kao U 3ajeHHYKe Ipo-
U3BOJEE U YHOTPeOe 3aJIiXa CJeMEHCKOT KPOMITHPA.

Ynau 9.

(1) [apTHje xpoMITHpa Koje Cy KIIOHCKH CPOIHE Ca KPToJia-
Ma WK OusbKama Koje Cy O3Ha4CHE Kao 3apa)keHEe MOIUIH]EKY
00aBe3HOM J1a00PATOPHjCKOM UCITUTHBAaKY HA HAYMH ONUCAH Y
ITpusiory oBOr PABHIIHHUKA.

(2) Hakon noGujama pesynrara 1adOpaTOPHjCKOT TECTH-
pama u3 ctaBa 1. oBor wiaHa, MUHHCTapCcTBO y capaimu ca
WHcnexkTopaToM cipoBoay ajbe yTBphrBame 00MMa MOTBphe-
He 3apase U oduma moryhe 3apase, Te MOCEOHO peryIHcaHoOT
noapydja.

(3) MunucrapcTBo y capaamu ca MHcnekropatom obusbe-
’aBa M0CceOHO PEryiIiCcaHo Moapyyje.

Unan 10.

(1) Kprone nmm 6uibKke Koje Cy O3Ha4€HE Kao 3apakeHe ce
YHHIITABAjy, OJHOCHO CIAaJbyjy WM Ha IPYTH HAYMH OIUIAXY
Ha MjecTy 3a OfJIarame OTIajia Ha KOMe He IOCTOjH PU3HK Off
MIHperha ITETHOT OPTaHU3Ma.

(2) Axo je yTBpheHO na HE MOCTOjU PU3HK Of IIUPEHA
IITETHOT OpTaHU3Ma, KPTOJIe TN OMJbKE KOje Cy O3HaueHe Kao
3apaykeHe MOTY ce yHnoTpeOpaBaTH Ha cibeehn HauuH:

1) xao XpaHa 3a JKUBOTHI-E IOCIIHje TepMHUUYKe 00paae Ha
Ha4YMH KOjU HE OCTaBJba HUKAKBYy MOTyhHOCT MpexuBIbaBama
MITETHOT OPTaHU3Ma,

2) uHAYyCTpUjcKK TpepahuBaTH, 10J YCIOBOM Ja CE M-
PEKTHO JompemMe [0 MjecTa mpepaje Ha KOMe MOCTOjU OIpe-
Ma 3a OJUlarame OTNaja YMjUM KOpUIIhEHheM je OTKIIOHEeHA
OIACHOCT OJ1 IIUPEHA ITETHOT OPraHu3Ma U KOje UMa CHCTEM
3a yniiheme U 1e3uHPEKINjy MPEBO3HUX CPECTaBa Koja Ha-
HyILITajy MjecTo mpepase,

3) moxBpraBary ¥ JApyruM MjepaMa HoJl yCIOBOM Jia HeMa
OIIACHOCTH OJf IIMPEH-a MITETHOT OpraHu3Ma.

Ynanu 11.

Kprone unm Gmubke Koje ce cmarpajy Moryhe 3apaKeHUM
IITETHUM OPTaHU3MOM H KPTOJIE MM OUJbKE KPOMITHPA KOje Cy
KJIOHCKHM MOBE3aHE Ca OHMMa KOje Cy O3HA4YCHE Kao 3apaxkeHe,
0e3 003upa Ha pe3ynTare TeCTHpama, HE CMUjy C€ KOPHCTHTH
3a canumy, Beh ce Mory:

1) ynorpujeduTn Kao MepKaHTHIHH KPOMITHP HaMHUjeHeH
HCXpaHH, IPH 4eMy KPOMIHP Mopa 1a Oyae MakoBaH Ha Mje-
CTHMa KOja PacroiiaxKy oAroBapajyhoM ompeMoM 3a ojiararme
OTIa/Ia ¥ KOjH je MTaKOBaH 3a AUPEKTHY MCIIOPYKY Oe3 mpenaku-
Barba, @ Ca CJeMEHCKHM KPOMITHPOM J03BOJBEHO j& PyKOBATH Ha
TUM HCTHM MjECTHMa CaMO aKO Ce pajy OJBOjEHO MJIM HAKOH
yuinhewa U Ae3uH(eKIHje, LI

2) yHnoTpujeOuTH Kao MEpKaHTHIHU KPOMIIUP HaMHjeHEH
HHJIyCTPHjCKO] NPEepajau, y3 IUPEKTHY M Op3y HCHOPYKYy 10

TIIOrOHA 3a IIpepajy, Koju Mopa Jia pacroiaxe oarorapajyhom
OIIPEeMOM 3a OJUlarame OTIaja M CHCTEMOM 3a 4uiheme U
Je3uH(EKINjy PEeBO3HUX CpecTaBa Koja HAITYIITajy MjecTo
npepaje, win

3) ynoTpujeOuTH MM OJUIOKUTH HA HEKH JIPYTH HAuHH 0]
YCJIOBOM J1a HEMa OTIAaCHOCTH OJf IIMPEha MITETHOT OpraHu3Ma.

UYnan 12.

(1) Otnan koju je HAcCTao Kao pe3yaTar crpoBolema Mjepa
n3 wi. 10. u 11. oBor mpaBMIIHHMKA M OTHAJ KOjH HACTaje To-
KOM PYKOBamba, OICTPAab-IBatba U IIPepaje 3apakeHNX MapTHja
KpOMIIHpa OAJIa’ke Ce Ha HA4YMH J1a ce M30jerHe cBaKa OMacHOCT
Ol IIUPEHA WITETHOI OpraHnu3ma, u To:

1) otmanm xpommupa (ykJbydyjyhn ondadeHu KpomIip u
KOPY) M CBH JIPYTH YBPCTH OTIIAIH KOjU Cy Y BE3H C KPOMITHPOM
(yxspyuyjyhu 3eMiby, KaMEH-€ U Ipyre OCTaTKe) YKIamajy ce Ha
cibeniehy HauYMH:

1. omnarameM Ha 3a TO CIIy)OeHO OZOOPEHOM MjecTy Ha
KOjeM HE TIOCTOjH OIMACHOCT Off HEKOHTPOJIMCAHOT IIUPEHa
IITETHOT OPraHU3Ma y OKOJIMHY, HIIP. MCIIHUPABEM KPO3 1ope
3eMJbe O MOJHOIPHUBPEAHOr 3eMJBUIITA, HA HAYMH [a Ce OT-
many IpeBo3e JUPEKTHO 10 oApeheHOr MjecTa y 3aTBOPCHOM
MPEBO3HOM CPEJICTBY TAKO Jia HE TOCTOjH OMACHOCT OJf I'yOHuTKA
oTraja,

2. CIaJbUBaKEM,

3. IpUMjeHOM HeKe Jpyre Mjepe 3a Koje je yTBpheHo na He
MOCTOjH OIACHOCT OJ1 LIMPEH-a ITETHOT OPraHU3Ma;

2) Te4HH OTIIAJ HACTAO Y Ipepay KOjH CaJpKu YBPCTE de-
crrre ce puaTpupa mim odbpalyje MocTynKkoM ceanMeHTaIje
paau yKiamama YBPCTHX YECTHUIA, KOje ¢ HaKOH Tora yKia-
ajy Ha Ha4MH U3 cTaBa |. Tauka 1) oBor uiaHa.

(2) Teunu mUO OTMaza HEOMXOMHO je 3arphjaTH Ha TEM-
neparypu on Hajmame 60 °C y Tpajamy Hajmame 30 MuHyTa
WIH OACTPAaHUTU TOA CIy’KOCHHM HaJ30pOM Ha HA4YMH KOjU
onemoryhasa Ja ornaru gol)y Ha OWII0 KOju HAYMH y JOIHp ca
HOJBONIPHUBPEIHUM 3EMJBUIITEM HIIM U3BOPUMA BOJIE KOja MOXE
OoutHn KopumrheHa 3a HaBOAMABAHE MOJHONIPUBPEIHOT 3eMJIBH-
1iTa.

Unan 13.

(1) Mammne, npeBo3Ha CpenCTBa, CKIAAUIITA U EUXOBH
NIVjeJIOBU U JIpyTH O0jeKTH M MPEAMETH, YKIbY4yjyhu U mare-
pHjan 3a makoBame, KOjH Cy O3HAYeHU Kao 3apaKeHU WU Cce
cMaTpajy 3apakeHHMa, YHCTe ce M JIe3HH(HKY]y NPUMjEeHOM
oxrosapajyhux Merozna 3a unmheme u Je3MH(EKIH]y KOjuMa
Ce OTKJIamha OMAaCHOCT OJf IIMPEha MITETHOT OpraHu3Ma.

(2) V cnyuajy xaga marepujan 3a IakoBame W3 craBa l.
OBOTI' WIaHa HUje Moryhe O4MCTHTH U JIe3MH(UKOBATH TaKoO 1a
Ce OTKJIOHH OITACHOCT OJf IIMPEHha MTETHOT OPraHu3Ma, Halla-
e Ce BEroBO YHHUIITABaE.

Unan 14.

(1) Ha nosby koje je 03Ha4CHO Kao 3apajkeHO CIIPOBOJIE Ce
ciwenehe mjepe:

1) 3a Bpujeme O HajMame TPHU BEreTallMOHE TOAMHE
MOCIIMje TOMUHE Y KOjoj je yTBpheHa 3apa3a Huje JT03BOJbEHA
caJma KpToja U Ouibaka, Kao HH CjeTBa CjeMEHa KPOMIIUpa y
GOTaHMYKOM CMHCIY M IPyrux Owibaka JoMahWHA IMITETHOT
opraHu3Ma WM ycjeBa 3a Koje je yrepheno ga omoryhyjy mm-
pebe ITETHOT OpraHn3Ma u 00aBe3HO Ce YKIIambajy CAMOHHKIIC
OuIbKE KpOMIIMpA U Apyrux Ousbaka joMaliiHa MITETHOT opra-
HH3Ma,

2) TOKOM YETHPH BEreTallOHE TOAMHE MOCIHje TOJHHE Y
KOjOj je yTBpheHa 3apasa CIipoBoOJie Ce Mjepe OfipKaBamba 1oJba
Ha yrapy Wi Kopuiheme Mojba Kao TPajHOT Mallmbaka ca WH-
TEH3UBHOM HCITAIlIOM HMJIM Y€CTOM HHCKOM KOCHIOOM H yKIIa-
HBabe CAMOHHMKIINX OMJbaKa KPOMITUPA U JIPYTHX CAaMOHHKINX
Ombaka JoMahmHa IITETHOT OpraHU3Ma.

(2) Y 1pBOj Ce30HU MPOU3BOIHE KPOMITUPA KOja CIIH]jCIH
Mocivje Teprosia u3 crasa l. Tauka 1) oBOr 4iaHa, Moj ycio-
BOM JIa Ha M10JbY HajMakbe JIBUje TOCIHE/HE BEreTallHOHE IO/~
HE TOKOM cripoBoljera mperiesa Hucy nponal)eHe caMOHHKIIE
OuJpKEe KpoMIHpa M Jpyre Owsbke nomahnHH, 03BOJbaBa ce
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IPOU3BO/IHa UCKJbYUHNBO MEPKAHTUIHOT KPOMIIMPA U CIIPOBO-
1M ce J1JabopaTOPHjCKO NCITUTUBALE KPTOJIa MPIIINKOM Baherma.

(3) V ce30HM IPOU3BOIHE KPOMITUPA KOja CITHjEIN MOCIH]e
ce30He M3 cTaBa 2. OBOT WiaHa J03BOJbaBa Ce, Y3 O/IroBapajy-
hu mogopen, koju Mopa OMTH HajMarbe [BOTOAUILIELN 33 MPO-
U3BO/IbY CjEMEHCKOT KPOMITHPA, IPOU3BO/HA CjEMEHCKOT HIIH
MEpPKaHTHIIHOT KPOMIIHPA, y3 CIPOBOlese mperea.

(4) Hocnmje cripoBohema Mjepa U3 craBa 1. Tauka 2) oBOT
unaHa, y cjpenehoj Bererannonoj ronuHu no3Bonuhe ce mpo-
U3BO/IbA CjEMEHCKOI WIIM MEPKAHTHIIHOT KPOMITHPA, Y3 J1a00-
PaTOPHjCKO UCIUTHBAE M3Ba)eHUX KPTOJIA, aKO HA MOJBbY KOje
j€ 03HAYEHO Kao 3apakeHo y TOKY crpoBohema rperiena Hucy
npoHahene camMoHuKIIe OMIBKE KpOMITHpa U Jpyre OWJbKe JI0-
MahvHU HajMame JBHje y3aCTOIHE BEreTallMOHe TONHE.

Unan 15.

(1) Ha ocranum moJjprMa yHyTap Mjecta IpOM3BOIE Koje
j€ 03HaueHO Kao 3apakeHO Y BEreTallMOHO] TOIMHU Koja CIHje-
I TIOC/IMje TOIMHE Y KOjoj je yTBpheHa 3apa3a HHUje J03BOJbeE-
Ha ca/iha KpTosia U OMjbaka KPOMIHpA, Ka0 HU CjeTBa CjeMeHa
KpOMITUpa y OOTAHMYKOM CMHUCIY M HaJlaXKe Ce YKIambambe ca-
MOHHUKIIHX OWsbaka JoMahiHa ITETHOT OpraHu3Ma.

(2) UsyzetHo ox craBa 1. oBOT WiaHa, aKko je TPHje CaImbe
YTBPhEHO /1a je OTKIIOImEHA ONACHOCT O] CAMOHHUKINX OMbaka
KPOMITUpA, MOXE CE JJO3BOJIMTH Cajiha CePTU(UKOBAHOT Cje-
MEHCKOI' KpoMIInpa HaMI/Ije}beHOF UCKJbYUHBO IIPOU3BOALU
MEPKaHTHIIHOT KPOMITHPA, Y3 00aBe3HO 1a00paTOpHjCKO UCIIH-
THBambe U3Bal)eHuX KpToia.

(3) ¥V npyroj u Tpehoj BereTannoHOj TOAWHH KOj€ CIHje/e
nociuje ToAWHe y Kojoj je 3apa3a yTBpljeHa, mociuje crpo-
Bohera Mjepa u3 CT. 1. u 2. oBor wiaHa, jo3Bosnhe ce cajimba
HCKJBYYHBO CEPTU(HUKOBAHOT CjEMEHCKOT KPOMIIHPA 32 CjeMEeH-
CKY MITH MEPKaHTUIIHY [IPOH3BOJIEBY.

(4) Hopen mjepa u3 cT. 1, 2. U 3. OBOT WIaHa, HAjMamke TPH
BEreTalIOHE TOAMHE CHPOBOAM CE YKJIamame CaMOHHKINX
Ouibaka KpoMIupa U Apyrux Ousbaka noMaliiHa HITETHOT Op-
raHM3Ma aKo Cy HPHUCYTHE, Ko U JIaOOPAaTOPHjCKO HCTTUTHBAE
n3BaheHOT KPOMIIHpA ca CBAKOT M0Jba.

Ynan 16.

(1) ¥V 3amtuhernM mpocTopuMa Ha MjECTy IPOU3BOIHE
KOj€ je O3HAYCHO KAa0 3apa)KCHO U KOjU CY HAMHUJCECHH MPO-
U3BOJBM OWJba HHUjE J03BOJbECHA Cajlba KPTOJa M Ouibaka
KpPOMITHpa, Ka0 HU CjeTBa CjeMeHa KPOMITHpa Y OOTaHHYKOM
CMHUCITy CBE JIOK CE HE CIIPOBELY Mjepe YHHIITaBama IITET-
HOT OpraHv3Ma M He YKJIOHE ocTauu Omsbaka nomahwHa, mpu
YeMy Ce Ka0 MHHHUMAJIHA Mjepa CIPOBOIM 3aMjeHa CyICTpara
3a rajeme, ynmheme U 1e3nH(EKIrja IPOU3BOIHE jeIUHULE U
1[jeJIOKYITHE OTIpeMe.

(2) Hocnmje crpoBohema Mjepa u3 cTaBa 1. OBOT 4ilaHa
JI03B0JbaBA CE CA/IHba UCKIbYYNBO CEPTHHHKOBAHOT CjEMEHCKOT
KPOMITHpa WJIH MHHH-KPTOJIa WM MHKPOOMIbaka TOOMjeHNX U3
KyJIType OMIJBHOT TKHBA KOj€ MOTHYE U3 TECTUPAHHUX H3BOPA.

Ynan 17.

Paau mpahema 371paBCTBEHOT CTama OMJba, OUJBHUX MPO-
U3BOJIA M PETYJIMCAHNX O0jekara y 3apakeHOM HIIH yTrPOKEHOM
MOZIPYYjy M yTBphHBaba ycioBa 3a IpecTaHak HAIOKEHUX Mje-
pa, mopex crposohema mjepa u3 wi. 10. 1o 16. oBor mpaBwmiI-
HUKa, Y TOKY HajMame TPU BETeTAIlMOHE TOAWHE KOje CIHjele
MOCIIHje TOJMHE Y KOjOj je 3apa3a yTBpl)eHa BpILH ce:

1) Hamg30p MjecTa Ha KOjUMa ce MPOU3BOAE, CKIAUIITE, Ha-
nase win gopalyjy Kprone KpomImpa, ykbydyjyhu u napuere,
MoBpIIMHE, ypehaje u ompemy,

2) caama UCKJbYYHBO CepPTH(UKOBAHOI CjEMEHCKOT KPOM-
Upa yHyTap 3apaXeHOT WX YTPOKEHOT MOAPYYja U 00aBE3HO
UCIIUTUBAKE NOCHHje Bahermba CjEMEHCKOr KpPOMITHpa KOjH je
MPOM3BEJICH Ha MOryhie 3apaKeHUM MjecTHMa IIPOU3BO/IELE,

3) Ha CBUM NPOU3BOJHUM IMOBPIIMHAMA YHYTap 3apa>keHOT
1 YTPOXKEHOT TOZIpydja ca MPOM3BEACHUM CjeMEHCKHM KpPOM-
IIMPOM TIOCTyNa €€ OJBOjEHO O MEPKAHTHJIHOT KPOMITHPA
wm ce BpumM uninheme u aesuHpexnuja objexara, ypehaja n
omnpemMe m3Mehy mocTynama ca CjeMEHCKAM U MEPKaHTHIIHIM
KPOMITHPOM.

Unan 18.

(1) Mopmaun u uHpOpMarmje o NOTBpheHoj 3apas3u, Kao u
mofany U HHQopmalmje o mpecTaHKy Mjepa, 10CTaBIbajy ce Ha-
JUISKHUM OpraHuMa y CKJIaJy ca MeljyHapOAHMM KOHBEHIMja-
Ma U CIopa3syMHUMa.

(2) MuHHCTapCTBO BOIU CBUICHIIN]Y KOja YKIbYUYj€ TOKY-
MEHTOBaHEe JI0Ka3e 0 obumy motBpheHe 3apase, ooumy Moryhe
3apase U 0 mojapy4jy Moryher mmupema, ca cibeaehnm uapop-
Marujama:

1) matym kaza je 3apasa oTBpheHa,

2) omuc eneMeHara Koju Cy JAOBEJIH 0 OJUIYKe Ja ce Mpo-
IJIacH 3apas3a M Hojpydje Moryher Immpema IMITEeTHOT OpraHH-
3Ma, yKJbyuyjyhH U mojaTke o y3uMamy y3opaka u o jadopa-
TOPHjCKOM Haasy,

3) 3a OWJI0 KOjy KOJMWYHMHY WM MOIIMJBKY KPOMITHpA O3Ha-
YEHY Kao 3apa)keHy, oJaTke O pUTOCAHUTAPHOM LIEPTU(UKATY,
YBjepemY O 3paBCTBCHOM CTamy y Cllyuajy Jomahe Ipou3Bo-
e KPOMIIHpa U, Kaaa je Moryhe, mogarke o OMJBHOM IMACOIIY,
peructapckoM 6pojy mpousBolhada, 30MPHUM CKIIQIUIITUMA H
JIMCIICYEPCKHUM LICHTPHUMA,

4) nadopmanuje o nACHTH(GUKOBAHUM HIIH MOTYhHM H3BO-
puMa 3apase,

5) mojemuHOCTH 0 OOMMY O3HA4YCHE 3apase, YKJbydyjyhu
Opoj MjecTa IPOM3BOAKE U Opoj MapTHja ca HA3UBOM COpTE, a
KaJia ce paJy O CjeMEHCKOM KPOMIIHPY, H O FheTOBOj KaTeTOpHjH,

6) 1OjeIMHOCTH O TMOCEOHO PEryJINCAaHOM MOAPYY]jY, YKIbY-
4yjyhu Mjecta Ipou3BO/IIbE KOja HUCY O3HAaUCHA Kao 3apa)keHa,
Al Cy YKJbYUCHA Y MTOCEOHO PEryarcaHo moapydje.

Ynan 19.
OBaj MpaBUITHHK CTyIIa HAa CHar'y OCMOT JIaHa OJf JaHa 00ja-
BJbuBama y “Ciryx0OeHoM racHuKy PemyOmuke Cpricke”.

Bpoj: 12.03.3-330-1904/20
29. jyna 2020. rogune
bamanyka

Munucrap,
[p bopuc IMamanuh, c.p.

npuJjior

IMEMA TECTUPAA 3A JUJATHOCTUKY, JETEKLIMIY U
NJIEHTUOUKALINIY ITPOY3POKOBAYA
MMPCTEHACTE TPYJIEXXH KPOMIIHMPA

Tlornassse [
OBJIACT I[IPUMIJEHE LIHEME TECTUPABA

ITpuka3zana memMa TeCTHParba ONUCYje PA3IMIUTE IOCTYIIKE YKIbY-
YeHe y:

1) nujarHo3y mMpcTeHAcTe TPYIIEKH HA KPToJiaMa U OuJbKama KpoM-
nvpa,

2) nerexuujy Clavibavetr michiganensis ssp. sepedonicus y y3op-
[Ma KPToJia KpOMIIUpa 1 OusbKama,

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

ITormasswe 11
OITIITA HAUEJIA

V norasssuma I11-XI oBor npuiiora Hanase ce CTaHAapAHK IPOTO-
KOJIY 3@ MOjeJHE METO/IE, TOTBPeHN 1 010OPEHN peareHCH | Oje/Iu-
HOCTH BE3aHE 3a PHUIPEMy MaTepujaa 3a TeCTUPAE U pe)epeHTHOT
marepujana. ¥ Ilormasipy III oBor mpmiora Hamasu ce M CIHCAaK Jia-
OoparopHja YKJbYYCHHX Y TPOIEC ONTHMHU3ALHU]Ee U BaluJaluje mpo-
TOKOJA.

C 003upoM Ha TO Ja MPOTOKOJIM YKJbYUYjy METONE JETEKLHje
KapaHTMHCKOT OpraHW3Ma, IITO IOApasyMujeBa M yNoTpedy »KMBHX
pedepentrux kyatypa C.m. subsp. sepedonicus, mpoueaypa ce Mopa
U3BOAUTH Y TPOMUCAHUM KapaHTHHCKHM yCIIOBMMA ca OAroapajyfinm
00jeKTHMa 3a OJUIarame, YyBambe U YHUINTABAKBE OTNAjAa y CKIaIy ca
IIpaBunHHIKOM.

[TapameTpu TecTupama Mopajy 00e30HjeJUuTH yjeaHaYeHe U IOHO-
BJpHBE HHUBOE geTeknuje C. m. subsp. sepedonicus mpema IpomucanuM
[ParoBUMa OCjeTJbHBOCTHU MOjEIMHUX METOAA.

ObaBe3Ha je mpenu3Ha IpUIpeMa HO3UTHBHEX KOHTPOIIA.
Tectupame y CKIajy ca 3aXTHjEeBAHMM IIParoM OCjeTJbHBOCTH
Iosipa3yMujeBa MPAaBIIHO MOCTABJbabE, OAPIKABAE U KaIHOpUCAme

orpemMe, MaKBUBO PYKOBAbEC M UyBalbe pearcHaca, Kao M MPeLy3u-
Mambe Mjepa 3a CrpevyaBarme KOHTaMHHaL)e u3Mel)y y3opaka, Hiip. pa-
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3/Bajambe MO3UTHBHUX KOHTPOJIA O] y30paka 3a Tectuparbe. [la Ou ce
n30jerie aAMIUHACTPATUBHE WJIN JIPyTe TPELIKe, MOpajy Ce IPHM]jeHhH-
BaTH CTaHJIAapAX KOHTPOJIE KBAIUTETA, I0OCEOHO IIPH O3HAYABABY y30-
paka u Bohery JOKYMEHTaIHje.

CyMHba Ha IIPUCYCTBO MATOTEHA Y y30PKY MOAPasyMHUjeBa MO3HTH-
BaH pe3y/iTar TecTa MpoBjepe y30pKa, Kao HITO je MPUKA3aHO Y Jauja-
rpamMuMa TOKa.

Axo je pesynrar npsor tecta nposjepe (IF mm PCR/FISH) mo-
3UTHBaH, Tajla ce CyMma Ha mpucyctBo C. m. subsp. sepedonicus u
MOTPeOHO je NMPUMUjEHUTH U IPYTH TeCT IpoBjepe. AKO je pesyinrar
U JIPyror TecTa IO3WTHBAH, Taja je CyMiba IOTBpheHa M TeCTHparmbe
ce HAcTaBJha IIPeMa OMMCAHO]j IIEMH. AKO je pe3yiTar Jpyror Ttecta
HeraTuBaH, Taja ce cmarpa aa C. m. subsp. sepedonicus HUje MPUCYTaH
Y Y30pKYy.

IMosuTuBan pesynrar IF tecra nedunuiie ce Kao MO3UTUBHO OYH-
TaBame IF Tecta motBpheno u npyrum recrom nposjepe (PCR/FISH).

IMoTBpheno mpucycTBO maTroreHa IOApasyMHjeBa H3ONALHjy U
unenTuuKanyjy gucte Kyarype C. m. subsp. sepedonicus u HoTBpay
[IaTOrCHOCTH.

1. Ilpuka3s gujarpama Toka

1.1. Ilema yrBphHBama HpHCYycTBAa IPOYy3pOKOBaya IPCTCHACTE
TPYJICKH y KpTojlama U OMIJbKaMa KPOMITHPA Ca THIIMYHUM CHMIITOMH-
Ma npcreHacte Tpynaexu (1llema 1)

Toctynak Tectupama ce mpumjemyje 3a Kprosie U OHIbKe KpOM-
mMpa ca TUNHYHUM CHMIITOMHMA HJIM CHMITOMHMA KOjH H3a3HBajy
CyMIby Ha IIPUCYCTBO MPOY3pOKOBada MpcTeHacTe Tpyiex. Iloctynak
yKIbydyje TECT IIPOBjepe, N30JIallnjy IaTOreHa U3 3apa)eHOT CIIPOBOJI-
HOT TKMBa Ha XPaHJBbUBY MOUIOTY U, Y CIIy4ajy MO3HTHBHOI pe3ylrara,
npeHTHuKanyjy yncre Kyarype C. m. subsp. sepedonicus.

Illema 1.

Kprona(e) kposmitpa it Gibia(e) KpOMITHPa ca CHMITTOMHMA Kojit yKasyjy Ha
npeTenacty Tpynex’

C. m. subsp. sepedonicus nuje
JACTEKTOBaHA

V3opa Hitje 3apasker GakTepijon
C. m. subsp. sepedonicus

Tpouncrimn npecijasarsen
[ TECTOBH WJIEHTUOUKALIMIE® ]7 TECT [NATOIEHOCTH

O6a Tecta noTsphyjy wHCTY KyATYTY Kao
C. m. subsp. sepedonicus

Vaopax nitje 3apaxen Gaxtepijon C.
HE )
m. subsp. sepedonicus

V3opax je sapaen Gakrepijon C. .
subsp. sepedonicus

1) Ommc cuMnTOMa HaBEJICH je y Ta4Ku 2. OBOT IOIVIaBJba.
2) OxroBapajyhu TecToBH Cy:

- IF Tect (Tauka 4. oBOT IOIVIaBIbA),

- PCR Tecr (Tauxa 6. OBOT I10IIaBJba),

- FISH Tecr (Tauka 5. oBor nornassba).

3) Haxo je n3onanuja matoreHa u3 OMIBHOT MaTepujaia ca TUIHY-
HHM CHMIITOMHMA IPHMjEHOM MeToze paspjehema M 3acHjaBama Ha
XpaHJbHBY TOUIOTY jeAHOCTaBHA, OBAj MOCTYNAK MOXKE OUTH 3HAYajHO
OTeXKaH y y30pLuMa y TooaMaKxioj paszu nadekuuje. CanpopurHae dax-
TepHje Koje ce pa3Bujajy Ha 000JbEIOM TKHBY MOTY IIPEPACTH WK WH-
XHOMPATH MATOreHa Ha XPaHJbUBO] TOUI03HU. 3aTO Ce Mpenopy4yje Ko-
puherme 1 HeCeNeKTUBHE U CEJIEKTUBHE XPaHJbUBE IO uIoTe (Haj00sbe
MTNA) win npuMjeHa OHOOMIKOT TECTa U3 TauKe 7. OBOT MONIABIbA.

4) Onuc TunnuHe MOp(OIOrHje KOJOHU]E HABEICH je Yy Tauyku 8.
OBOT TOTJIaBJbA.

5) Ako je pesynTar u3oJNialMje HEraTWBaH, a CUMITOMH OonecTn
TUIUYHH, TaJ1a je MOTPEOHO MOHOBUTH MOCTYMAaK H30JaIlHje MaTOreHa.

6) Iloy3zmana wupentuduxaumja umcre kynrype C. m. subsp.
sepedonicus MOCTHKE ce NMPUMjEHOM TECTOBA HABEACHHX y Taukd 9.
OBOT IOIVIaBIbA.

7) Tect maroreHocTH omucaH je y Tadku 10. oBOr morniasiba.

1.2. Illema 3a yrBphuBame mpucyctsa u uaeHTudukanmjy C. m.
subsp. sepedonicus y y3opuuma Kprosia Kpomrupa 0e3 BHAJBHUBHX
cumnroma (Illema 2)

Illema 2.

V3opak kpronia kpommipa'

[ EKCTpaKiHja i KOHIEHTPOBAIhe NaToreHa’ ]
I
TJIABHU SCREENING TECTOBH**
IF tect’/PCR Tect’/ FISH tect®

Tpen screening Tect
Heratusiio

C. m. subsp. sepedonicus nije
JeTekToBata

V30pak Huje 3apaken GakTepjoM
C. m. subsp. sepedonicus

TosuteHO

Jlpyru screening Tect

HeratusHo

C. m. subsp. sepedonicus nuje
JleTeKToBaHa

Ysopak Huje 3aparkeH GakTepHjoMm
C. m. subsp. sepedonicus

MoautueHo

[ CenexTiBHa u30awMja” /M 61OTECT? ]

Kotonuje THmiuse Mopoioruje’

C. m. subsp. sepedonicus nuje
JeTexToBaia

V3opax nuje sapakett Gaxrepijont
C. m. subsp. sepedonicus

TpouncrTi npecujaparbem®
TECT IATOTEHOCTH'"?

[ TECTOBH UJEHTUDUKALIUIE'

m. subsp. sepedonicus "

[ Vaopa je sapasken Gaxrepion }

[ O6a Tecta notsphyjy urcty kyaTypy Kao C. ]

V3opak Hitje 3apaets GakTepijom
C.m. subsp. sepedonicus

C. m. subsp. sepedonicus

1) Crannapana BennunHa y3opka je 200 kprona, a ako Ha pacro-
narawy HeMa 200 KpToja, MOCTyIaK ce MOXKE CIIPOBECTH M Ha MambUM
y30pLuma.

2) MeToze eKcTpaKiyje U KOHIEHTPOBAaha IaTOreHa OIHCAHE Cy Y
TAuKy 3. OBOT IOIVIaBJba.

3) AKo Cy pe3yiTaTH HajMame JBa TECTa KOjH Cy 3aCHOBAHU Ha
Pa3IUYUTHM OMOJIOIIKUM HadelnMa IO3UTHBHH, IOTPEOHO je H3Bp-
[IUTH M30JALHjy U MOTBPIUTH IPUCYCTBO MaroreHa. V3spummru Gap
jeman tect nposjepe. Kana je pesyntar Tecra HeratusaH, cMarpa ce 1a
je y3opak HeraTuBaH. Y CIy4ajy Jia je pe3ysiTar TOr TecTa MO3UTHBaH,
MOTPeOHO je U3BPIIUTH APYTH HIIM BUILE TECTOBA IIPOBjepe KOjH Cy 3a-
CHOBaHU Ha Pa3IMYNTUM OMOJIOIIKMM HadelIuma Ja OM ce MOTBPIHO
MO3UTUBAH Pe3yNTar. AKO Cy Pe3ylTaTH OCTAINX TeCTOBA HETaTUBHH,
cMarpa ce Jia je Taj y3opak HeratuBaH. Jlajbe TecTHparmbe Hije moTpeo-
HO.

4) Tect umynoduyopecuenuuje (IF) - kopucTuTn nonvkiIoHanHa
anTuTHjena 3a IF Tect, a 1oaTHa MOHOKIIOHATHA aHTHTHjena oMoryha-
Bajy Behy crenupuaHOCT (Tauka 4. OBOT TI0IIIABIBA).

5) PCR Tect - KOpHCTUTH NOTBpheHEe U 0100peHe peareHce U mpo-
Tokosie 3a PCR (Tauka 6. 0BOT 10I71aBJba).

6) FISH TecT - KOpUCTHTH IIOTBpheHe peareHce U NPOTOKoJe (Tad-
Ka 5. OBOT IIOIVIaBJbA).

7) CenexruBHa HM30manyja: Y MHOTHM CIIy4ajeBUMa KOpHIIheme
MTNA unu NCP-88 xpansbuBux nozaiora u 1/100 paspjehema pecy-
CIICH/IOBAHOT TaJora je ogrosapajyha merona 3a IMpPEKTHY H30IALH]y
C. m. subsp. sepedonicus. Tunudyne KOJIOHHUjE CE I0jaBJbYjy TPH IO
JleceT JaHa MOCIIHje 3achjaBamka Ha XPaHJBUBY ITOAJIOTY, KaJa UX je Mo-
ryhe npeYncTHTH U HACHTH(UKOBATH naroreHa. [1ax/biBUM BahemeM
1 IPHIIPEMOM KOHYyCa IyIT9aHor Jrjela KpTojie KpoMImpa nijerasa ce



21.7.2020.

CJIYKXBEHH ITTACHUK PEITYBJIMKE CPIICKE - Bpoj 71 15

rojasa canpouTHUX OakTepuja ca KpTojia KpOMIIUPa, KOje Ha XpaHJbU-
BOj MO/UT03H KOHKypHITy KositoHuju C. m. subsp. sepedonicus u mory je
pepacTu. AKO Ce ITaTOreH He MOXKE M30JI0BATH Ha XPaHJBHBO] TTOUIO3H,
MOTPEOHO je MOHOBUTHU IOCTYMAK H30jaluje kopunhemeM Onbaka u3
OGHOJIOIIKOT TecTa (Tauka 8. OBOT MOIIaBJba).

8) buonomku Ttect ce kopuctd 3a m3onanujy C. m. subsp.
sepedonicus M3 eKCTpakTa CeneKTUBHHM obOorahuBamem y Omibkama
miaBor nmammyana (Solanum melongena). Tect 3axTujeBa onTnMaiHe
ycIoBe MHKyOaluje Kao MITO je HaBEICHO y OBOj MeTond. TOKoM IpH-
MjeHe OBOT TecTa, HajBjepoBarHuje je na Hehe nohu 1o nojase OGakrepuja
Koje HHXUOHpajy pact u pa3Boj C.m. subsp. sepedonicus Ha XpaH/BUBUM
nogiorama MTNA mmm NCP-88 (Tauka 7. oBOT I10IJIaBba).

9) Tunmana MopdoJIOrHja KOIOHH]jEe OIMCaHa je y Ta4Kd 8. OBOT
OIJIaBIbA.

10) ajewe OakTepujcke KynType Wik OHOJIOMIKKA TECT MOTY OUTH
HEYCIjeIHN 300T KOMIICTULIN]e MM HHXHOHIHje canpoduTHUM Oak-
Tepujama. AKO ce y TECTOBUMa MpoBjepe T00Hjy jaCHO MO3MTUBHH
pe3yaTary, a pe3ynTaTH M30Nalyje Cy HeTraTUBHH, HOHOBUTH TECTOBE
M30JIalUje U3 HCTOT PECYCICHI0BAHOT TAIOra UM HOHOBUTH y3UMarhe
CIIPOBOJIHOT TKUBA Ha MjECTy BE3HMBaHba CTOJIOHA KOJ KPTOJA U3 HCTOT
y30pKa H, aKo je MoTpebHO, TECTHPATH JIOJaTHE y30pPKe.

11) Hoy3nana unentudukanuja ynctux kyiarypa C. m. subsp.
sepedonicus mocTmke ce M3BOhCHEM TECTOBA ONUCAHMX Y Tadykd 9.
OBOT OIVIaBJba.

12) Tect naroreHoctH onucad je y Tauku 10. 0BOr moriaBsba.

Hauerno - ITocTynak TecTupama HAMHjEHEH je 32 OTKPHBAE IIPH-
CyCTBa CKpUBEHE 3apa3e y KpTojaMa KpOMIIHpa.

[Mo3uTHBaH pesyirar HajMame JBa TecTa NPOBjepe, 3aCHOBAH Ha
Pa3IMYUTHM OHMOJIOIIKAM HA4elIMMa, JOIYbYje ¢e H30JIALIjOM I1aTo-
reHa, MOCIHje Yera, y Clly4ajy U30JIaluje THIIMYHNUX KOJOHM]a, CIIHjean
noTBpaa uncre kyarype C. m. subsp. sepedonicus. [lozutuBan pesyi-
TaT caMo jeIHOT O] TeCTOBA MPOBjepe HHUje I0BOJbaH Ja OU ce y30paK
CMarpao BjepOBATHO 3aPa)KCHHM.

TecroBu mpoBjepe U u3oiIanyja Mopajy omoryhutd HHBO ocje-
TipuBOCTH Aetekimje 10° no 10* henmja/ml pecycnienmoBanor ranora,
YKJbYYEHOT Ka0 MO3UTHBHA KOHTPOJIA y CBAKO] CEPHUjU TECTOBA.

1.3. Illema 3a yrBphuBame npucyctsa u uaeHTndukanujy C. m.
subsp. sepedonicus y y3opruma Ouspaka Kpommupa 0e3 CHMITOMA
(Llema 3)

[ema 3.
D
Vaopak anjerona craGrme’ |
[ Yoopak anjeona crafivike |

EXCTRUNIBE 1 KOMHTDUSIE TTOTCH |

cenexiuzia sozannja’ /IF veer/PCR recy™ FISH rect”

[JIABHH SCREENING TECTOBH™ ‘

Heobamesin nowohsn teet: Suorect”

. Y
Konasotje tunimse -
HeraTiBa peayTET

- “ i
mopihosorie’ Haxon —=<
I aLje d

Cit TecTOmM A ‘

L . y
) S
{ € m. subsp. sepedonicus wonje )
Vaapux e sapascn Gawrepion
an | € m subsp sepedanicus )
| rpsmerrn npecuiagarens
—_— " f
TECTOBH WIEHTHIBHKALBUE | recr natoresoct”
- g

Offia ecta poTHply]y ety syrTypy K0 ¢
. subsp. seped

N, e Yaopax Hije sapasen Garrepjou |
& HE 8 P i P e
N L J C.m. subsp. sepedanicus
/ S S i

L

Aa

_—

Yo je sapasen Daxrepigos
€ m. subsp. sepedanicics

1) IlpenopyueHe BeJMYMHE y30paKa HaBeIEHE Cy Yy Tayku 3.
noarayxa 3.2. OBOT I10IVIaBJba.

2) ExcTpakiuja natoreHa 1 MeTojie KOHIIEHTPOBamba OIUCAHE CY Y
Ta4yKH 3. moATavka 3.2. OBOT MOIJIaBJba.

3) AKo cy pe3ynTaTH HajMame JBa TeCTa KOjU Cy 3aCHOBAHHU Ha pa-
3IMYUTUM OMOJIOIIKUM HayeauMa IMO3UTHBHH, MOTPEOHO je U3BPILIUTH
H30JIALMjy U MOTBP/Y MPHCYCTBA naToreHa. Vi3spumrtu Oap jenan Tect
nposjepe. Kana je pesynTar Tecra HeraTHBaH, cMaTpa ce Jia je y30pak
HeraTuBaH. Y CIy4ajy Jia je pe3ylTar TOT TeCTa MO3UTHBAH, NOTPeOHO
j€ M3BPIIUTH JPYTH WIH BHUIIE TECTOBA MPOBjepe KOjU Cy 3aCHOBAHH
Ha pa3IMYUTHM OHOJOLIKUM HauelInMa Jia OM ce IIOTBPJIHO O3UTHBAH

pe3yarar. AKO Cy pe3ylTaTi OCTAIMX TECTOBA HEIraTHBHMU, CMaTpa ce Jia
je Taj y3opak HeratuBaH. JlaJbe TecTHpame HHje HOTPeOHO.

4) CenexTrBHA H30JIALjA U THITHYHA MOP(OIIOTHja KOJIOHHU]E OITH-
CaHH Cy y Ta4yKH 8. OBOT II0IIaBJba.

5) IF Tect onuca je y Tauku 4. OBOT MOITIABIbA.

6) PCR TecToBH onucaHy ¢y y Taykd 6. OBOT IOIVIABIbA.
7) FISH Tect onucad je y Tauku 5. OBOT IIOIVIaBIba.

8) bHonomKy TeCT OnucaH je y TauKu 7. OBOT IIOINIABIbA.

9) I'ajeme OaxTepHjcke KynType HIM OHOJOLIKHA TECT MOTY OWUTH
HEYCIIjeIHN 300T KOMIICTULNje MM HHXHOHIHje carnpopuTHUM Oax-
TepujamMa. AKO Ce y TECTOBMMa IpoBjepe A00Hjy jaCHO MO3UTUBHU
pe3yaTary, a pe3yNTaTH M30Nalyje Cy HeraTUBHH, MOHOBUTH TECTOBE
H30JIaLj€ U3 UCTOT PECYCIICHI0BAHOT TaJIOTa M IOHOBHTH Y3HMAambe
CIIPOBOJHOT TKMBA Ha MjECTy BE3HBAHba CTOJIOHA KO KPTOJIA U3 HCTOT
y30pKa H, aKo je HOTpeOHO, TeCTUpPATH J0JaTHE y30pKe.

10) Iloysnana mpentudukanuja yncrux kyarypa C. m. subsp.
sepedonicus mocTmxe ce M3BONEHEM TecToBa ONMCAHHX y Tadku 9.
OBOT MOITIABJbA.

11) Tect maroreHocTy onucat je y Tadku 10. OBOT mornassba.

2. Busyennu npernes 3a OTKpUBambe CHMIITOMA IPCTEHACTE TPYISKH
2.1. Bubke kpommupa

VY eBpONCKUM KIIMMATCKUM YCJIOBHMA CHMITOMH CE PHjETKO IPO-
HaJjase y MoJby, ¥ TO 4eCTO TeK Ha Kpajy ce3oHe. OCHM Tora, CHMIITOMU
Cy 4eCTO NPHKPUBEHH WM CE MOTY 3aMHjEHUTH ca CHMIITOMHMA JpY-
rux OMJBHHX OOJIECTH, cTapera OMIbaka WM MEXaHWYKUM OoITehemu-
Ma. 3aTo ce CUMIITOMHU MOTY BPJIO JIAKO PEBHIjETH MPHINKOM IIperiie-
na y nospy. Cumnromu yBenyha pasinkyjy ce of OHHX KOZ IIPOY3pOKO-
Baya MpKe TpyJekH; yBeHyhe je 00MYHO CIopo U Y MOYETKY OrpaHuye-
HO Ha MBHIIE JINCTOBA. MIIaau 3apaXeHH JIMCTOBH YECTO HACTABIbAjY
pacT, Maja y 3apa)keHHUM JIHjeJIOBIMa CIIOPH]je, IITO JOBOIH 10 GOpMH-
pamba JIMCTOBAa HEOOMYHOT 00KKa. 300T OJI0Ka/IE CIPOBOJHOT TKHBA Y
JIOEEM JIjelly cTabJbHKe, Ha JINCTOBUMA Ce M3Mel)y JIMCHUX Hepasa 4e-
CTO T10jaBJbYjy XJIOPOTHYHE, )KYTO-HapaHIaCTe MOBpIIKHE. BpeMeHOM
1pomnajajy 3apakeHH JHjeIOBH JIHCTA, JIMCTOBHU, Ia 4aK U CTabJbHKE.
YecTo 101231 caMo 10 CMamkerha BeIIHMYNHE JIUCTOBA 1 KpToia. ITospe-
MEHO Cy OHJBKE 3aKpIKIbaAIIC.

2.2. Kprose kpomiupa

VY Hajpanujoj a3y nojaBe CUMITOMA TKUBO KPTOJIE j& CTAKJIACTO
WM TIPO3UPHO, 03 OMEKIIaBamka OKO CIIPOBOIAHOI TKHBA, MOCEOHO Y
OJIM3HHU Iy IT9AHOT JiHjesta KpToie. Y MyIm4aHoM Jijeity KpToJie, IIPCTeH
CIPOBOJHOT CHCTEMa MOXKE OMTH Majio TaMHUjU o1 yoOuuajeHor. [Tpeu
JIAKO YOUJBHB CUMIITOM je *ylikacra 60ja CIIpOBOJIHOT TIPCTEHA, a Kajia
ce KpToJia 6J1aro CTHCHE, M3 CIIPOBOAHMX CY/I0BA M3/1a3€ MaJIe KOJTHYHHE
Marepyje cUpacTe KOH3UCTEHIH]e, Koja CaJpKU MUIIMOHE OakTepuja.
Moryh je pa3Boj nojase 6paon (cmehe, Mpke) 6oje CIIPOBOIHOT TKHBA
U CHMIITOMH Ha KPTOJU Cy Y OBOM CTaiHjyMy CIHYHHM CHMITOMHMA
MpKe TPYJIekKH KOjy mpoy3pokyje Ralstonia solanacearum. ¥ mouerky,
CHMIITOMH Cy OIPaHHYCHHU Ha je[aH MO CHPOBOIHOTL IIPCTEHa, He 00a-
BE3HO OJNM3y IyINKa, a KaCHUje CE MOCTENEHO MPOIINPYjy Ha IHjeIn
npcred. Kako uHdekimja Hanpeayje, 0aa3u 10 MOTIYHOT Mpomaaamba
CIIPOBOJIHOT TKMBA; CIIOJBHH M YHYTpAIUEH JHO KPTOJIE MOTY ce pa-
30BOJUTH. Y KacHUjUM (a3zaMa MHQEKIMje Ha MOBPLIMHKE KPTOJIa 110ja-
BJBY]Y C€ MMyKOTHHE, KOje Cy 4eCTO [IpBEeHKacTocMel)e 6oje 1Mo nBHIama.
Henasuo je y EBporny 3a01be3KeHO HEKOJIMKO CITydajeBa I10jaBe CUMII-
TOMa IJije je CPEAHINTE KPTOJIe TPYHYNIO HCTOBPEMEHO Ca CIIPOBOAHUM
TPCTEHOM, IITO je JJOBEJIO JI0 CEKYHIAPHOT Haraja MmaToreHa ca cTBa-
pameM YHYTpaLIbHX NIyIUbMHA U HEKpo3a. [IpHCYCTBO CEKyHAApHHX
IJbMBA MM OaKTepHja MOXE MPUKPUTH CUMITOME, yCIBbE] d4era MOKe
OUTH TelIKo, YaK U HeMoryhe, pa3iIMKOBaTH y3HAIpe10Balle CHMITOME
[pCTEHACTE TPYIEXKH O APYTHX TPyIexH Kprosna. Moryha je nojasa u
HETUIUYHUX CUMIITOMA MPCTEHACTE TPYICKH.

3. Ilpumpema y3zopaka
3.1. Kprosne kpomnupa
Hanomena

1. cranmapiHa BenuuuHa y3opka je 200 kprona mo Ttecty. UH-
TEH3UBHH]jE y30pKOBam-e 3aXTHjeBa H3Boheme Beher Opoja TecToBa Ha
y3opuuMa Te Bennuune. Behu 06poj kprona y y3opky goserihe 10 HHXH-
ounuje i he orexaru Tymaueme pesynrara. Kaja je Ha pacnonaramy
Mame KPTOoJIa, IOCTYIaK ce MOXKe IPUMHjEHUTU U 3a Y30pKe ca Mambe
on 200 xprona;

2. BaIMJalKja CBUX METOZA 3a YTBphuBame NpPHCYyCTBa IaToreHa,
KOje Cy OIHCaHe y aJbeM TeKCTy, 6a3upa ce Ha TeCTHPamby y30paka Off
200 xprona;

3. eKCTPaKT KPOMITHPa KOjH j€ ONUCAH Y JTaJbeM TEKCTY MOXKeE ce
KOPHUCTHTH U 3a yTBphHBarbe NpUCYyCTBa IPOY3POKOBAaYa MPKE TPYICKH
kpomrupa Gakrepuje Ralstonia solanacearum.

Iporenypa Koja MPETXOMH MPUIPEMH y30pKa: OMpaTH KPTOJe,
yrnorpujedutn oxrosapajyha pesuHdexnnoHa cpexcra (mpu Ko-
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puthesy PCR Tecta ynoTpujeOuTH jeantberha Xaopa pagy yKIamama
eseHTyasHo npucytHor JIHK narorena) u nerepuente msmely cBaxor
y30pKa, Te OCYIIUTH KPTOJIe Ha Ba3ayXy.

INocTynak mpama je moceOHO KOpUCTaH, anu He W obaBe3aH 3a
ciydajeBe 00pajie y3opaka ca BehoM KOJTHYHHOM 3eMJbe IIPH H3BOhCHY
PCR rtecra unu nponenype AMpeKTHE H30IIalyje.

3.1.1. YxctuM 1 Ae3uH(PUKOBAHUM CKAJIIEIOM MM HOXEM 3a I10-
Bplie YKJIOHHTH HOKOXKHILY ca ITYITYaHOT Jnjena KPToJe TaKo Ja ce BHIE
CIIPOBOJHH CylOBH. [1axJbNBO M3pe3aTH Malld KOHYCHH JIHO CIIPOBOJ-
HOT TKHBA Ha IyITYaHOM JAHWjely, 3aXBaTajyhn ITO Mame OKOJIHOT, He-
CIPOBOJHOT TKUBA.

Hanomena

- CB€ KpPTOJIE Ca HOTCHLU/[ja,TIHO CYMBUBUM CUMIITOMHUMA IIPCTECHA-
CT€ TPYJICIKU OIIBOjI/ITI/I moceOHo U TECTUpAaTH;

- aKo ce NPUINKOM Baljera KOHyca U3 IyIT4aHOr Jujena yode mo-
TEHLMjAJTHA CUMIITOMH NIPCTEHACTE TPYJIEKHU, KPTOJIe Tpeba BH3YEIHO
npertenatd. CBaky IpecjeueHy KpTOTy ca OBaKBHM CHMIITOMHMA Tpe-
6a OCTaBUTH /IBa JaHA Ha COOHO]j TEMIIEPaTypH, a MOTOM YyBaTH y Ka-
panTuHcKuM yenosuma (Ha 4 °C o 10 °C) no cnpoBohemwa TecTuparma.
CBe kpToJie y y30pKy (YKibydyjyhu i OHE ca CyMIbHBHM CHMIITOMUMA)
Tpeba 4yBaTH Ha HAYMH HPOIUCAH OBUM IIPABHIHHKOM.

3.1.2. 3BaljeHe kOHyCe M3 MyMTYAHOT AMjeNla KPTOJe KOjU caapike
JIMjeIIOBE CIPOBOHOT TKHUBA CTABUTH Y CTEPHIIHE MOCY/IE KOJ& CE MOTY
3aIICYaTHTH W/WIM XePMETHUYKU 3aTBOPHUTH (ako cy mocyae Beh ymo-
TpebIbaBaHe, MOPajy CE TEMEJFHO OYUCTUTH U JC3HH(UKOBATH YIIOTPE-
O0M cpezcTaBa Ha 0a3H jeqUIberba XI0pa). Y30pKe je MOKEBHO OfMaX
oOpaauTh. Ako To HHje Moryhe, HOTpeOHO je dyBaTH uX y mocynu 0e3
nozarka mydepa, Hajayxe 72 daca y Gpprmkuaepy Wim Hajayxe 24 gaca
Ha coOHOj Temmeparypu. TokoM dyBara J0JIa3H 10 CyIICHha U cybepu-
3alje CPIKHOT JHjeNa KOHyca, Kao M J0 pacTa U pas3Boja canpodura,
IITO MOXXE OMETaT! yTBphUBamke MPUCYCTBA OaKTepHje MPoy3poKoBada
[PCTEHACTE TPYICKH.

3.1.3. V3BalheHe koHyce U3 IMym4YaHor Aujesia Kprosie 00pajnTu Ko-
punthemeM jenHor ox cibenehux nocrynaka:

a) u3BaljeHe KOHyCce MPEKPUTH JOBOJHHOM KOMHUHHOM (0k0 40 ml)
ekcrpakuponor mydepa (Ilormasbse V oBor npuiiora) u HeHTPU(YTH-
paru Ha 50 mo 100 oOpTaja/MHH. YeTHPH Yaca HA TEMIICPATyPU HCIIOI
24 °C nnu ot 16 110 24 vaca y3 xnaheme;

0) n3BaljeHe KOHYCE XOMOICHH30BAaTH Ca JOBOJHOM KOJIMYMHOM
(oxo 40 ml) excrpakumonor mygepa (Ilorasse V oBor mnpuiora),
6wio y Mjemanuny (Hip. Waring win Ultra Thurax) 6uito apoGibemem
y 3aTBOPEHOj KECH 3a Malepalnjy 3a jeJHOKparHy ynorpely (HIIp. kece
Stomacher niu Bioreba o uBpcror nonurena, 150 mm - 250 mm, cre-
pHUIM30BaHE 3padereM), kopuctehu rymenn yeknh wiam oxrosapajyhu
anapar 3a Marepupame (Hip. Homex).

Harmomena

AKo ce y30pIH XOMOTeHH3Yjy y ONIeHAepYy, HOCTOjH BeIHKa Oma-
CHOCT OJI lbUXOBE yHaKpcHe koHTamuHanuje. IIpexysetu Mjepe ompe-
3a ¢ UJbEM CIIpedaBama HaCTajarma aepocoia WM MIPOCHIIamka TOKOM
eKCTpaknuje. 3a CBaKU y30paK yHOTpHjeOUTH CTepHIN30BaHe HOXuhe
u nocyze. Toxom npouenype PCR, cnpujeantn npenoc JIHK Ha xon-
TejHepe WM araparypy 3a Manepupame. 3a PCR Tect npenopyuyje ce
MalepHupame y30paKa y KeCHIamMa 3a jeJHOKpaTHy yrnoTpeOy U Jajbe
xopumheme enpyseTa U Ty0a 3a jeTHOKpaTHy yHnoTpeoy.

3.1.4. OunTH cynepHaTaHT. AKO je IpEBUILE MyTaH, pa3oucTpu-
TH ra ynTpaneHTpudyrupameM Ha MameM Opojy oOpraja (HajBuIe
180 g, 10 munyta Ha temneparypu ox 4 °C no 10 °C) uiam Bakyym-
ckoM unrpanujom (40 pm mo 100 um), TokoM Koje ce GpuaTep 10-
JIaTHO ucnupa ekcrpakuuonum mydepom (oxko 10 ml) - (ITormasise V
OBOT MTPUJIOTA).

3.1.5. Ui3BpunTH KOHIEHTpHCabe Bpakuuje bakrepuje HeHTpudy-
rupaweM Ha 7.000 g 15 munyra (nnm 10.000 g 10 MuHyTa) Ha TeMe-
parypu ox 4 °C no 10 °C, nocnuje dera ce naxJbuBo, 6e3 Mujemama ca
TAJIOTOM, OJINBA CYTICPHATAHT.

3.1.6. PecycnengoBaru Tanor y 1,5 ml nexer nmydepa (mydepa 3a
pactBapame Tainora), (ITormasibe V oBor npuiora). O 0Be KOJIWYUHE
xopuctutr 500 pl 3a rectupame Ha npucycto C. m. subsp. sepedonicus,
500 pi 3a TectHpame Ha npucyctBo Ralstonia solanacearum u 500 ul
Kao pedepeHTHH MaTepHjall 3a dyBame. Y MOCIbCAH, peepeHTHH
awmo ox 500 pl 1oaaTi CTEpUITHY TIMIEPON y KOHAYHO] KOHIICHTPALU]1
o 10% o 25% (v/v), mpomujeraty 1 1yBaTH Ha TeMIepaTypH ox -16
°C 1o -24 °C (uenjespama) Wiy Ha Temmneparypu ox -68 °C o -86 °C
(Mjecenrnma). JujenioBe onBojeHe 3a yTBphuBame HpucycTBa OGakre-
pHja TOKOM TecTupama 4yBaTu Ha Temneparypu og 4 °C no 10 °C. He
Hpernopydyje ce BHIISCTPYKO 3aMpP3aBamke M OMp3aBame. Y Ciydajy
motpebe 3a TPAHCIOPTOM y30paKa, Y30pKe JOCTABHTH y TPEHOCHBOM
bpmwxuaepy y poky ox 24 no 48 gacosa.

3.1.7. Baxuo je nma ce cBe mosutuBHe koHTpoie C. m. subsp.
sepedonicus H y30opuu apie 0ABOjEHO Jia Ou ce n3djeria KOHTaMHHa-
nuja. OBo ce oxHocu U Ha IF rutountie u npyre tectose.

3.2. busbke kpoMnupa
Hanomena

3a orkpuBame JareHTHHX nomynaruja C. m. subsp. sepedonicus
mpenopydyje ce TecTHpame 30MpHHX y3opaka. [locTymak ce Moke
MIOTO/IHO TIPUMHUJjEHUTH Ha 30HMpHE y3opke ca Hajsumie 200 gujesnoBa
cTabprke (y3uMMame y30paka TOKOM crpoBolhema Ham3opa ce mopa
3aCHUBATH HAa CTATHCTHYKH DPENPE3CHTATHBHOM Y30DKY HCIHUTHBAHE
OHJbHE TIOMYyJIaIHje).

3.2.1. Yuerum ne3uHGUKOBAHUM HOXKEM HJIM Maka3ama 3a pe3uaoy
onpesaru 1 cm 10 2 cm JOmer Aujena cBake CTabJbUKe, OfMAX W3HAJ
MOBPIIHHE 3eMJbUIITa. J[jenoBe cTabibuKe Ae3nHMHKOBATH KPATKUM
notanameM y 70% eTaHoNa M 0AMax OCYLIMTH ymujajyhum mammpom.
CraBuTH aujesioBe cTab/bUKE y 3aTBOPEHY CTEPUIIHY TOCYY.

3.2.2. Obpanutu nujenoBe cradibuKe HoMohy jenHor ox cibenehmx
HOCTyTaKa:

a) IujenoBe CTaOJbUKE MPEKPUTU JOBOJBHOM KOIMYMHOM (IIPH-
6mmkHo 40 ml) excrpakuuonor mydepa (Ilormaesse V oBor npuiora) u
yarpauentpudyrupars Ha 50 go 100 obrt/min uetnpu daca Ha TeMIe-
parypu ucnozn 24 °C unn 16 1o 24 yaca y3 xunaheme;

0) nujenoBe cTabJpUKe N3MALEPHPATH Y UBPCTOj KECH 3a Malepa-
urjy (anp. Stomacher nu Bioreba) ca ogroapajyhom Koan4uHOM eK-
crpakiuoHnor nydepa (ITornasibe V oBor npusiora), kopucrehu rymeHn
yekuh mim oaroeapajyhy onpemy 3a marepupame (Hrip. Homex). Ako
To HUje Moryhe, aujenose cTabibUKe UyBaTH Y GprKUIEpy Hajiryxe 72
yaca Win Ha cOOHOj TeMIlepaTypu Hajyxe 24 gaca.

3.2.3. HaxoH 15 MMHYyTa TaJlOKeHa, OIJIUTH CyIIepHATAHT.

3.2.4. Jlasbe n30HUCTpaBambe SKCTPAKTA UM KOHIIEHTPOBamke (pak-
nuje GakTepuja 0OMYHO HHje MOTPeOHO, au ce Moxe rmoctrhn dui-
TPUPAKEM H/WIN HEHTPUDYTUPAHEM.

3.2.5. IlonujenuTH YUCTH HIIM KOHIIGHTPOBAHU KCTPAKT y30pKa Ha
JIBa je/IHaKa Aujena. JenHy MoJOBUHY 4yBaTH Ha Temmeparypu ox 4 °C
10 10 °C TokOM TecTHpama, a ApYry MOJOBHHY OCTaBUTH 3a CIIy4aj
ynorpebe y JOTaTHHUM TECTHUpAmHMa: y eKCTpakT ce goaaje om 10%
110 25% (V/V) cTepuiiHOT DIMIEposa U 4yBa Ha TeMIeparypu ox -16
°C 1o -24 °C (menjespama) miy Ha Temmeparypu ox -68 °C o -86 °C
(Mjecerma).

4. IF tect

Haueno: Ynorpe6a IF Tecta xao IiiaBHOT TecTa IIpoBjepe Ipenopy-
qyje ce 300T IeroBe JoKa3aHe yjeJHaueHOCTH Y II0CTH3akby 3aXTHjeBa-
HHUX IParoBa 0CjeT/bUBOCTH METO/IE.

Kana ce IF Tect xopucT Kao TIaBHU TECT mposjepe u ako je IF
OUYMTaBAKE MMO3UTUBHO, JIOAATHO Ce Kao ApyrH tect kopuctu PCR nn
FISH tect. Kana ce IF Tect xopuctu kao aOpyru TecT mposjepe u IF
OYHTaBambC j€ MO3UTUBHO, Jajba TECTUPAHA C LUJBEM KOMIUICTHPAA
aHaIn3a ce U3BOJe IpeMa Aujarpamy TokKa.

Hanomena

Kana ce IF Tect KopucTH Kao TIIaBHU TECT MPOBjepe, YBHjEK KO-
PUCTHTH TOJNMKJIOHAIHA aHTUTHjena. Y ciydajy nosutuBHor IF oun-
TaBamba ¢ MOIUKIOHATHUM aHTHTHjeNINMa, Jajba IPoBjepa yHoTpedoM
MOHOKIIOHAJIHUX aHTHTHjeJda MoXe ToBehaTH CHEeHM(UYHOCT, alu U
YMamUTH OCjeTJBUBOCT TECTA.

Vrorpujebutn antutjena 3a pedepentan coj C. m. subsp.
sepedonicus. IIpenopyudyje ce onpehuBame TuTpa 3a cBaKy HOBY CEpHjy
antuTHjena. Tutap ce medununie kao HajBehe paspjehere y Kome 10-
JIa31 10 ONTHMAJHE PEaKiuje MPU TECTUPaby CyCIeH3Hje Koja CaJpiKH
10° no 10° hemmja mo ml oxrosapajyher coja C. m. subsp. sepedonicus y3
xopuiheme ¢uyopecrens-m3ornonujanar (FITC) konjyrara y ckiany ¢
npenopykama nponssofjaua. Hepaspujehena mommkioHanHa u MOHOKIIO-
HaJHA aHTHTHjena Tpeda na umajy IF Turap Hajmame 1 : 2.000. Toxom
TeCTHpamka KOPUCTUTH paJHa pa3pjeherma aHTHTHjena, Koja Cy Oau3y Mt
jennaka tutpy. Kopuctutu norsphena u omobpena aHturmjea.

Tecrupame Tpeba U3BPIIMTH Ha CBjE)KE IPHIIPEMIBEHUM EKCTPAK-
THMa y30paKa, a 110 HOTPEOHU, TECTUPAE CE MOXKE YCITjSIIHO N3BPIIUTH
1 Ha eKCTPAKTHMA KOjU Cy OMJIM 4yBaHH Ha TeMieparypu ox -68 °C mo
-86 °C ca nozparkom muieposna. [uiepon yKIoHUTH gogaBambeM 1 ml
nesiet nydepa (mydepa 3a pacTBapame Tanora), IOHOBHUM HEHTPHU]Y-
rupameM Ha 7.000 g y Tpajamy o 15 MUHYTa U peCcyClIeHI0OBakEM Ta-
JIora y jeJIHaKoj 3anpeMuHu nejet mygdepa. OBaj Ao mpoLeaype 4ecto
HHje oTpebaH, HAPOUNUTO AKO Cy y30pIH (PUKCHPAHU HA MHKPOCKOIICKA
IF crakiia njiaMeHoM.

Ha 01BOjeHMM MHKPOCKOIICKMM CTaKJIMMa MPUIPEMUTH MO3H-
THBHY KOHTDOIIY, ¥ TO XOMOJIOTHH MJIM HEKH APYTH pedepeHTHH M30-
nar C. m. subsp. sepedonicus, pacTBOPEH y €KCTPAKTy KPOMIIUpA H 10
u3oopy y mydepy.

Ha ucroj IF mnounnm tpeda, raje rox je To moryhe, KOpucTuTu u
MO3UTUBHY KOHTPOJY KOjy YHHH MPHPOIHO 3apa)KeHO TKHMBO (JInodu-
JIM30BaHO MJIM 3aMP3HYTO Ha Temmneparyps ox -16 °C no -24 °C).

HeraTtuBHy KOHTPOJIy MOTY IIpeJCTaB/baTH U AUjEIOBH EKCTPaKTa
y30paKa KOju Cy y PaHHjeM TeCTUpPary I10Ka3aIi HEraTHBAH Pe3yITar.
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KopueTuT MEKPOCKOIICKE IUIOYHIe ca Bulle OyHapuuha, o Mo-
ryhHocTr ca 10 oTBOpa MpevHKKa HajMamke 6 mm.

[TpuMujeHNTH HIEHTHYaH IIOCTYIIaK TECTHUpama Ha y30pKe U Ha
MO3UTUBHE U HETaTUBHE KOHTPOJIE.

4.1. lpunpemuru IF miounie 3a Tectupame jeAHIM 011 cibeaehnx
MOCTyIIaKa:

a) 3a TaJore ca PeJaTHBHO MAJlOM KOJMYMHOM HATaJ0XkKEHOT CK-
poba: y mpBu OyHapuuh HHUIETOM OAMjEPUTH CTAHAAPAHY 3alpPEMH-
Hy paspjehema ox 1/100 pecycnennosanor tamora kpommnupa (15 pl
je 1oBoJbHO 3a OyHapunhe npeunnka 6 mm - nosehaTu 3anpeMuHy 3a
Behe Oynapuuhe). [Totom, y octane Oynapurhe y HCTOM pejly IHUIIETOM
OJIMjepUTH CIHMYHY 3allpeMHUHY Hepaspujehene cycrnensuje (1/1) tamo-
ra. JIpyru pej; Moxke ce KOPUCTHTH Kao JYIUIMKAT IIPBOT MK 3a JIPYTH
y30paK Kao IITo je npukasaHo Ha [llemn 4;

6) 3a ocraje CycHeH3Wje Tajora: IPUIPEeMHTH ICUUMaHa pa3s-
pjebema (1/10 u 1/100) pecycnengoBaHor tagora y mydepy 3a Tajaor.
VY jenan pen OyHapunha MUIETOM OIMjEPUTH CTAHIAP/HY 3alPEMUHY
peCyCIIeHIOBaHOT Tajora U cBakor paspjehema (15 ul je moBospHO 3a
Oynapuuhe npeuynuka 6 mm - noseharu 3anpemuny 3a sehe). [pyru
pex MOXKe Ce KOPHCTHTH Kao JYIUIMKAT IPBOT MK 3a IPYTH y30paK Kao
mTO je npukaszano Ha llemnu 5.

4.2. OcTaBuTH 2 ce KalubHUIe OCYIIe Ha COOHOj TeMIIepaTypH Hiln
ux 3arpujatu 1o temmeparype ox 40 °C no 45 °C. henuje 6akrepuja
tukcupary Ha IF mnounity 3arpujaBamem (15 munyTa Ha 60 °C), ipoB-
JaueeM Kpo3 IulaMeH, 95% eTaHoIoM WM IpeMa HOCEOHHM YIyT-
cTBMMa npon3Bohada anTHTH]ENA.

VKOJIMKO je TO HEONXOAHO, (QMKCHUpaHE IUIOYHIIE MOTY CE YyBaTH
3aMp3HYTE Yy JeCUKaTopy y Kpahem BpeMEHCKOM MHTEpBaily (HajBHILIE
JI0 TPH Mjecerna).

INpunpema mrounna y ckiaamy caT. 4.1. a) n 4.3. a)
Paspjeheme pecycnengoBaHor Tajgora

17100 1/1  1/1 1/1  1/1 o pa3pjeheme pecycrneHioBaHOT

Tajgora
(T-turap) T2 T4 T2 T 2T oasocrpyko paspjeheme
cepyMma/aHTuTHjena
Vsopak 1 4 L4 L L
1 2 3 4 5
Jynnukar y3opka 1 ummn ° ° (] ° [
y3opax 2 6 7 8 9 10

IHema 4.
4.3. IF nocrynak:

a) y CKJIajy ca IIOCTYIKOM 3a IPUIIPEMy IUIOYHIA 33 TECTUPASE,
Kako je onmcaHo y 4.1. a), NpUIpeMHUTH JBOCTPYKH HU3 paspjehema
anrurujena y IF mydepy. IIpsu Oynapunh mopa umatu 1/2 tutpa (T/2),
a ocranmu 1/4 tutpa (T/4), 1/2 tutpa (T/2), Turap (T) u aABoCcTpyKH TH-
Tap (2T);

0) y CKJIajsy C IOCTYIKOM 3a IIPUIIPEMY IUIOYHIA 3a TECTHUPAEbE,
Kaxo je ommcano y 4.1. 6), npunpemMuTH pagHo paspjeheme anTuTHjena
y IF mydepy. Pagno paspjeheme yruue Ha crienuduaHOCT.

Ipunpema rrounma y ckiany ca T. 4.1. 6) u 4.3. 0)
Panna paspjehema cepyma/antutujena

1/1 1/10 1/100 mpa3Ho mpa3Ho O AeruMaiHa paspjehema

PECYCIICHAOBAHOTI Tajora

V3opak 1 L4 L4 b b
1 2 3 4
Jyruikar y3opka 1 wim ° [ ] [ ] [ ] [ ]
y30pax 2 6 7 8 9 10
Ilema 5.

4.3.1. Ilopeharu riounne Ha HapnaxeHu nanup. Cpaku OyHapunh
MOTITYHO HCITyHHUTH paspjehemeM aHTUTHjena. 3anpeMHUHa aHTHTHjeIa
Mopa OHTH jeJiHaKa 3alPEMUHN HAHECEHOT EKCTPAKTA.

Vkonuko He ocToje mocebHa ymyTcTBa npousBolhaua antuTHjena,
notpedHo je ciujenuTu cibenchy npouenypy.

4.3.2. VlukyOupary npeKprUBeHe IUIOUHIE Ha BIAKHOM mamupy 30
MHHYTa Ha coOHOj Temmeparypu (ox 18 °C go 25 °C).

Kanspuie ca cBake IJI0YMIIE OTPECTH U IUIOUYHIIE TTAKIBUBO UCIIPA-
tu IF mypepom. Ilotoruru mounne y IF mypep Tween (Ilorasise V
oBor npwiora) na y IF mydep, y tpajamby ox mo net munyrta. Crpuje-
YUTH CTBAapame aepocolia MM MPEHOC KAIUbHIA, jep O Morio mohu
JI0 YHAaKpCHE KOHTaMHHaIHje y3opaka. [lmounie maxsHBO OCYIINTH
ynujajyhum mamupom.

4.3.3. Tlopehatu minounne Ha HaBnaxeHu ynujajyhu manmp. By-
Hapunhe nonynutn pazpujehernm FITC koHjyrarom Koju ce KOPUCTH

3a ozpehuBame THTpa. 3anpeMHHa KOHjyraTa HaHeCceHOr Ha OyHapuuh
Mopa OHTH je[iHaKa 3alPEMUHI HAHCCEHOT aHTHTHjea.

4.3.4. nxyOunpaTtn NOKpUBEHE TUIOUHIIEC HA BIAXKHOM marupy, 30
MHUHYTa Ha coOHOj Temmneparypu (ox 18 °C mo 25 °C).

4.3.5. Orpecty KarubuIe KOHjyraTa ca mioduna. Mcmparu u onpa-
TH IJIOYHLE KAKO je MPeTX0AHo omucaHo (4.3.3). [Tnounne naxspuBo
OCYIIIHTH.

4.3.6. Ha cBaku Oynapuuh nunerom Hanujety ox S i o 10 pn 0,1
M nmnepona ca pocdaraum mydepom (Ilormasse V oBor mpuiiora)
WM KOMEPIMjaIHO JOCTYIHO CPEICTBO NMPOTUB M30JbehuBama u cTa-
BUTHU [OKPOBHO CTAKJIO.

4.4. OunraBame IF Tecta

4.4.1. Tlperenatu npunpeMIbeHe IIOUHIIE MO eMH(IyOPECICHT-
HHM MHKPOCKOIIOM ca ojarosapajyhum ¢unrepuma 3a eKCLHUTALH]Y
FITC, nox y/pHOM WIIHM BOJICHOM HMep3ujoM u yBehameMm ox 500 1o
1.000 myTa.

Ipernenarn cBaku OyHapunh y3mayK 1 HOMPHjEKO, O IPABUM YT~
JIOM U Iy CIIOJbHE HBHIIC. 32 y30pKe y KOjiMa je BHIAJBHB Majiu Opoj
henmja WM X yoIIITE HeMa IperieaTi HajMambe 40 MUKPOCKOIICKHX
BH/IHHUX T10Jba.

HpBO Tpe6a TperneaaTy mioyuny ¢ MO3UTUBHOM KOHTPOJIOM.

henuje Mopajy 6uTH H3pasuTo (IIyopecleHTHE U MOTITYHO 000jeHe
Ha yTBpheHOM THTpY aHTHTHjelIa WX pamHor paspjehema. Y ciyuajy
I1a ko1 06ojeHoctH aohe 1o oxctynama, [F TecT ce Mopa IOHOBHTH.

4.4.2. YrBpmutu 1a i jacHo ¢uryopeciueHTHe henuje Koje ce youa-
Bajy y Oynapunhuma mmajy mopdororujy xapakrepuctidny 3a C. m.
subsp. sepedonicus.

WHrensurer QuyopecueHIyje Mopa OWTH jeHAK WIH OOJBH OJ
OHOT KOjH JIaje MO3UTHBHHU KOHTPOJIHHM U30JIaT IIPH jeiHaKoM paspjehe-
Y aHTHTHjela. 3aHEeMapHUTH HEeMOTIIYHO 00ojeHe miH ci1ado duyope-
cuenTHe henwuje.

VKONHMKO ce TOCyMHIa Ha KOHTaMHHAIMjy, TECT Ce MOopa MOHO-
BUTH - HIIP. aKo 300T KOHTaMHHanuje mydepa cBe IUIOYUIE Y CEPHUjU
ToKa3yjy no3uTHBHe hemje mm axo cy nosutusHe henmnje nponahene
(u3BaH OyHapunha) Ha TOBPIINHHU TJIOYHIIC.

4.4.3. TlocToju HeKOIMKO TIpobiemMa y Besu ca crienupuuHomhy
Tecta uMyHOuyopecueHuuje. Y KOHIEHTPOBAHOM CKCTPAKTY MH3-
JIBOJEHHX KOHYyCa ITyIT4aHHX JHjeJIoBa KPTOJIe WM JIHjeIoBa CTabJbHKe
YBHjEK C€ O4YeKyje M MPHUCYCTBO Tomynanuja (uyopecueHTHUX hemuja
ca HETUITMYHOM MOP(OJIOrHjOM MIIM YHAKPCHA peakiija ca campo-
¢utHEM OakTepujama ciamuHe BenmuuHe W rpahe kao C. m. subsp.
sepedonicus.

4.4.4. IlpunrkoM ouWTaBama y 003up ce y3umajy camo Quyope-
CIeHTHE henuje THMHYHE BETHYMHEe U MOP(HOIOTHje Y THTPY WM paj-
HOM paspjelemy aHTHUTHjela KaKo je ONUCaHO Y Tauku 4. moarauka 4.3.
OBOT TOIVIaBJba.

4.4.5. Tymauemwe ountaBama IF Tecra:

a) YKOJIMKO Ce€ YTBP/HM MPUCYCTBO jacHO (uryopectieHTHHUX henuja
KapakTepucTuyHe Mopdoioruje, OApeAuTH NpocjeyaH Opoj TUMHY-
HHX henja 110 MUKPOCKOIICKOM BHIHOM I10JbY M M3padyHaTH Opoj TH-
nuuHKuxX henuja mo ml pecycnennoBanor Tajnora (Ilormasme VI oBor
npuiora); OuntaBame [F Tecta je MO3UTHBHO 32 y30pKe KOjU HMajy
HajMawe 5 - 10° Tunnunux henuja mo ml pecycrneHIOBaHOT Taiora.
OBakaB y30paK cMaTpa ce MOTCHINjaIHO KOHTAMHHUPAHUM U HOTPeO-
HO je M3BPIIHUTH JaJbe TeCTHPALES,

6) ountaBame IF Tecra je HEraTHBHO 3a y30pKe KOjU MMajy Mambe
on 5 - 10° henuja mo ml pecycrneH10BaHOT Tajlora ¥ y30pak ce cmarpa
HeratuBHUM. Huje moTpeOHO nasbe TecTHpame.

5. FISH tect

Haueno: Ykonuko ce y FISH Tecty kao mpBoM TecTy MpoBjepe
nobuje mo3uTHBaH pesyirar, IF Tect ce KopucTH Kao Apyru 00aBe3HH
Tect nposjepe. Ako ce FISH Tect koprcTn Kao Ipyru TeCT Iposjepe
1 aKo ce BbHMe J00Hje MO3UTHBAH PEe3ylTar, 3a HOCTaB/barbe KOHAYHEe
njarHose Tpeba 00aBUTH Jajbe TECTHPahe IpeMa Aujarpamy Toka.

Hamomena

Kopucrutn norephene u onobpene onuro-npode crenudpuyne 3a
Gakrepujy C. m. subsp. sepedonicus (ITormaBme IX oBor mpmiora).
IpenuMuHapHa TecTHpama MPHUMjEHOM OBE MeToxe Tpeba ja oMo-
ryhe noHoB/bMBY jieTeKiujy Hajmame 10° no 10* hienuja C. m. subsp.
sepedonicus 1o ml I0faTHX EKCTPAKTy y30pKa HMPETXOMHO JOKa3aHOT
Kao HEraTHBHOL.

IMoctynak Tpeba M3BPIINTH Ha CBjeikKe MPUIPEMIBEHHM EKCTpPaK-
THMa y30pakKa, ajid C¢ YCIjelIHO MOXKE NMPUMHjCHUTH M HA CKCTPAKT
y30pKa KojH je 6o 4yBaH ca IIMLEPOJIOM Ha Temmeparypu ox -16 °C
10 -24 °C niu ox -68 °C o -86 °C.

3a HeraTUBHY KOHTPOITY YIIOTPHjEOUTH JHjeII0Be eKCTPaKTa y30pa-
Ka KOjU cy y paHujeM Tectupamy Ha C. m. subsp. sepedonicus Joka3zaHu
Kao HETaTHBHH.
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3a MO3UTHBHY KOHTPOJIY MPHUIPEMHUTH CYCIICH3Hje KOje CajapiKe
10° no 10° henuja/ml 0,01M docdaraor nydepa (PB) C. m. subsp.
sepedonicus (amp. coj NCPPB 4053 i PD 406) u3 kyntype crape Tpu
JI0 1eT jaHa (3a npunpemy Bujjetu [lornasise IV oBor npuitora). Ipu-
HPEMHUTH OJBOjEHE IUIOYMIIC 3a MO3UTHBHY KOHTPOJIY Ca XOMOJIOIHM
WM HEKUM JpyruM pedepenTHnM n3onatom C. m. subsp. sepedonicus,
PACTBOPEHHM y SKCTPAKTy KPOMIIMpa Kao IITO je HaBeneHo y Ilora-
BJbYy IV oBor npuora.

Kopumtheme eybakrepujcke omuro-npobde ooumsexerne FITC omo-
ryhaBa koHTpomy mpomeca xuOpuamsaiuje, jep he ce obojutu cBe
eybaKTepuje IPUCYTHE Y y30PKY.

KoHnTponnu Marepujan TecTUpaTH MPUMjEHOM MCTE MPOLIEType Kao
1 y30pKe.

5.1. ®ukcupame eKCTpaKkTa Kpomrupa

Cipenehn nporoxon ce 3acHuBa Ha npouexypu Wullings u cap.,
(1998):

5.1.1. Ilpunpemuru pactBop 3a ¢ukcupame (I[lormasme IX osor
IPHIIOTA).

5.1.3. Tunerom oxmjeputu 100 pl excTpakra CBakor ys3opka y
Eppendorf enpysety, na nenrpudyruparu ocam munyta Ha 7.000 g.

5.1.4. VKIOHUTH CyNepHATaHT M pacTBOpuTH Tajor y 500 ul
(uKkcaTHBa MPUIPEMIBEHOT HajBHIIe 24 Yaca paHuje, IPOMHjEIIaTH U
uHKkyOupary npexo Hohu Ha 4 °C. AnrepHaruBHu ¢ukcatus je 96%
eranon. [Ipu Tome je morpedHO pactBoputu Tanor y 50 ul 0,01 M PB
u 50 pl 96% eranona, npomujeniatu 1 nHKyOHparu Ha 4 °C 30 no 60
MHHYTAa.

5.1.5. Lenrpudyruparu ocam munyTta Ha 7.000 g, YKIOHHTH Cy-
MepHaTaHT U pecycnenoBary tanor 'y 75 wi 0,01 M PB (ITorasise V
OBOT IIPHJIOTa).

5.1.6. Y Oynapuuhe ynctux rurounia Hauujetu 16 pl duxcupa-
HHX CyCIIeH3Hja Kako je mpukasaxo Ha Illemu 6. Ha cBaky muouniy
HaAHMJETH JBa pa3In4uTa, HepaspujeheHa yzopka u ynorpujeduru 10 pl
3a npunpemame paspjehema 1 : 100 (y 0,01 M PB). [Ipeocranu duk-
cupaHu pacTBop y3opka (49 ul) uysaru Ha -20 °C nocnuje nonaBama
jennake 3ampemune 96% eranoma. Axo FISH tect Tpe6a monoButH,
LHEHTPU(DYTHpakbeM YKIOHUTH €TAHONI U JIOJATH je[HAKY 3alpeMUHY
0,01 PB (y3 Mujemame).

Ipuka3 mounne 3a FISH Tecr

Ilema 6.

Yaopar 1 MNpasko Npaza Npasto Ysopas 2
] 1] Q [+ (4]
Gyipah 1 Bpapadhi 2 Bmaped 3 Byapehh 4 Byvapwh 5
Ysopax: 1 MNpamo Npaso Npazo ¥aopar 2
Q (2] o ¢ ]
Gyiapah 6  Byapabh 7 Eynapeh 8 Gyiepeh 9 Byapwdh 10
Mospom-a nnceeas 1 Tioxpom-a nnoaLa 7

5.1.6. Ilnounne ocymmTy Ha Ba3ayxy (wid y cymHuny Ha 37 °C)
nma ux (UKCHpaTH IpoBIadereM Kpo3 IuameH. Ha oBom kopaky ce
MOXe HPEKHHYTH II0CTYIIaK M HAacTaBUTH cibeaehu pan. [lnounte Tpe-
0a 4yBaTH Ha COOHOj TEMIIEpaTypH Y CyBOM IPOCTOPY Oe3 MpallnHe.

5.2. [Iperxubpuansanuja u XuOpuaU3amja

5.2.1. Ilpunpemuty pacTBOp JIM303UMa KOju caapxu 10 mg mu-
303uMa (Sigma L-6876) y 10 ml mydepa (100 mM Tris-HCI, 50 mM
EDTA, pH 8,0). Taj ce pacTBop MOXXe 4yBaTu, ajli C€ CaMoO jEIHOM
cMHje 3aMp3HYTH U onMp3HYTH. CBaku y30pak J00po HPEeKpUTH ca
nmpubmmkHO 50 pl pacTBopa TH303MMa M HHKYOHUpPATH 1eCET MUHYTa Ha
CcOOHOj TeMIeparypu. 3aTUM CaMo jeJIHOM HOTONUTH IJIOUHILY Y AEMH-
HepaIM30BaHy BOMY M Ma)XJbUBO OCYILIUTH (UITEP-TIATHPOM.

AnTepHaTHBHO, ymjecTo Jm3o3uma noxatu S50 pl 40 no 400 pg
ml-1 nporennase K y nmydepy (20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl, pH 7,4)
Ha cBaky Oynapunh u mHKyOupatn Ha 37 °C 30 MuHyTa.

5.2.2. lexunparanujy hemvja H3BpIINTU Y3aCTOITHHUM IOTAIABEM
mwioynta y 50%, 80% u 90% eranoun, y Tpajarmy O 10 jeJHOT MUHYTA.
[nouniie HOCTaBUTH Ha APKAd U OCYLINTU Ha Ba3IyXy.

5.2.3. [IpunpeMutn BIaxHy KOMOPY 3a MHKYOAaIMjy Tako IITO ce
JTHO XepMETHYKH 3aTBOPEHE KyTH]je MpeKpuBa ynujajyhum nim dpunrep-
nanupom nororubeHuM y 1 - hybmix (ITormasise IX oBor npuiiora).

KyTtujy npeTxoaHo HHKyOUparH y anapary 3a XHOpHIAU3anujy HyK-
JICMHCKHUX KHcennHa Ha 55 °C HajMambe 1eceT MUHYTa.

5.2.4. IlpunpemMuTn pacTBOp 3a XmbOpuamsanmjy, u to 45 pl mo
mwiounny (ITormasise IX oBor mpuiora) ¥ NpeTXOQHO HHKYOHPATH IIeT
MuHyTa Ha 55 °C.

5.2.5. CraButy mwiounie Ha TepmMo0Oiok Ha 45 °C u Hanujetn o 10
pl xuGpuau3oBaHOTr pacTBOpa Ha CBaKH Off YeTHpH OyHapuuha.

5.2.6. CTaBuTH J1Ba IOKPOBHA CTaKkaila (24 mm - 24 mm) Ha CBaKy
I04HILy, asehu nputom j1a y 6yHapunhima He ocrane Ba3ayx. CtaBu-
TH IJIOYHILY y IPETXOHO 3arpHjaHy BIaXKHY KOMOPY M XHOPUIH30BaTH
y anapary 3a xubpuauzanujy Ha 55 °C, y Mpaky (npeko Hohwu).

5.2.7. lpunpemutn tpu nocyzae ca 1 1 ynrpauucre Boge, 11 1 -
hybmix (334 ml 3 - hybmix u 666 ml yntpauncre Boge) u 1 1 1/2 -
hybmix (167 ml 3 - hybmix u 833 ml yarpauucre Bozae). CBaky nocymay
MPETXO0JHO HHKYOUpaTH y BOAECHOM Kymnaruiay Ha 55 °C.

5.2.8. CKI/IHyTI/I TIOKpOBHA CTakajJIla, a NpeaAMETHE IIJIOUHIIE CTa-
BUTH HaA AprKad.

5.2.9. Bumrak npo0e yKJIOHMTH MHKyOMpameM y Tpajamy oj 15
muHyTa Ha 55 °C y nocynu ca | - hybmix.

5.2.10. Ilpenujetn Aprkady IUIoYMLAa y pacTBop 3a mpame (1/2 -
hybmix) u naKyOuparu jomr 15 MunyTa.

5.2.11. [1no4nue HAKPATKO YPOHUTH y YITPAYUCTy BOIY M CTAaBUTH
Ha ¢unTep-nanup. Buiak Biare ykiIoHUTH Guitep-nanupom. Y cBaku
Oynapunh mumerom Hanujetn ox 5 pl mo 10 pl 3amruTHOT pactBopa
npoTuB u3bspehuBama (Hmp. Vectashield, Vecta Laboratories, CA, USA
WM eKBUBAJICHTHA), I1a L{UjeJTy IPEAMETHY IUIOUHILY TOKPHTH BETHKUM
MOKPOBHUM cTakyioM (24 mm - 60 mm).

5.3. OunraBame FISH Tecta

5.3.1. Ilnounue mperiefatd MoA enu(IyOpPECHEHTHUM MHUKPO-
ckorioM, KopuihemeM yibaHe umepsuje, ¢ ypehamem 630 wiu 1.000
myta. Ca dunrepoM npukiagHuM 3a (QIyopecnerH-H30THOLMjaHaT
(FITC) eybGakrepujcke henuje (yxspyuyjyhu Behuny I'pam-nerarus-
Hux henmja) y y30pKy ce BHe Kao (UIyOpecIeHTHO 3elieHe. YIoTpe-
O6oM ¢unTepa 3a TeTpaMeTHIponaMHH-S-u3oTHonMjaHar henuje C. m.
subsp. sepedonicus, o6ojene ca Cu3, Buae ce kao (IyopecHeHTHO
upBeHe. Ynopeautu mopdosorujy hemuja y3opka ¢ mopdororujom he-
JIMja IO3UTHBHUX KOHTporna. henuje Mopajy 6utH jacHo (iryopeciieHT-
HE U y NOTIyHOCTH 000jeHe. Ako aohe 10 oacTynama y 000jeHOCTH,
FISH rect ce mopa nonosutu. IIpernenaru cBaku OyHapuuh y3ayx u
TIONPHjEKO TI0/l HOPMAITHUM YIVIOM U JIy’K CIIOJbHE HBHIIE. 3a y30pKe Yy
KOjiMa je BHAJBHB MaJi Opoj hennja miin UX yoImIuTe HeMa IperieaTH
HajMambe 40 MUKPOCKOIICKUX BHIHUX T10Jba.

5.3.2. Youutn na nu cy BHAJBHBE jacHO (uyopecuenTtHe henmje
y Oynapunhuma wmopdonoruje kapakrepuctudne 3a C. m. subsp.
sepedonicus (BuIM BeO-CTpaHUILY).

WnTensurer QuiyopecueHuje Mopa OUTH je[JHAK WM jadyd HEro
KOJI TIO3UTHBHE KOHTpose. Nenmje xoje HUCY y MOTIYHOCTH 000jeHe
i cy crnabe uyopeceHImje He y3uMajy ce y 003up.

5.3.3. YKOIHMKO MOCTOjU CyMiba Jd je JOLUIO JI0 KOHTaMUHALHje,
TECT ce MOpa IOHOBUTH (HIIP. CBE IUIOYMIIE y CEPHjH 300T KOHTAMH-
Hanyje mydepa nokasyjy nosutuBHe henuje unu cy nosutusHe henmje
npoHaljene n3BaH OyHapunha, Ha HOBPIIMHHM IUIOYHUIIE).

5.3.4. Iloctoju HekoNMKO MpobiieMa y Be3H ca crenuduaromhy
FISH Tecra. Y KOHUEHTPOBAaHOM €KCTPAKTy M3/IBOjEHHUX KOHYyCa IyTI-
YaHUX [IMjeI0Ba KPTOJIe MM CTabJbHKE YBHjEK C€ OUEeKyje U MPHCYCTBO
nonynanuja ¢uryopecueHTHUX henuja ca HeTHIMYHOM MOP()OJIOTHjOM
WIN yHAKPCHA peakiyja ca canpoGuTHUM OakTepujama CIIMYHE BEIH-
yuHe u rpale kao C. m. subsp. sepedonicus, Mana 3HatHO pjehe Hero
xox IF Tecra.

5.3.5. Y 063up ce y3umajy camo (pryopectieHTHe henuje TunudHe
BeJTMYIMHE U MOpdooruje.

5.3.6. Tymaueme pesynrara FISH tecra:

a) pesynraru FISH Tecra cmarpajy ce Bakehum axo ce y cBUM 110-
3UTHBHUM U HH Y jeIHOj HEraTUBHO]j KOHTpouu npumjeHoM FISH dui-
Tpa yodaBa IPUCYCTBO jaCHO 3eJeHUX (uryopecueHTHHX henuja ymja je
BennuMHa U Mopdoioruja TunuyHa 3a C. m. subsp. sepedonicus 1 ako
ce mpuMjeHoM (uiITepa 3a POJAMHUH yodaBajy jacHe pBeHe duyope-
crenTtHe hemyje. Ako ce yode jacHe henmje kapakTepucTHaHe MOpQo-
JIOTHje, OAPEAUTH NIPOocjedaH Opoj TUIMUYHUX (IIyopecleHTHUX henmja
110 MMKPOCKOIICKOM BHJIHOM MOJbY M M3padyHaTH Opoj TUnuuHux he-
nja mo ml pecycnennosanor tajnora (Ilormasse VI oBor mpwuiora).
ToTeHIMjaTHO TO3UTHBHUM CMaTpajy ce y30pIu ca HajMame 5 - 10°
TunuYHUX henuja mo ml pecycneHI0BaHOT Tajora U NoTpedHa cy UM
J1ajba TecTupama. HerarueHuM ce cMarpajy y3opiu ¢ Mame o1 5 - 10°
TunryHKX henmuja o ml pecycrengoBaHor Tajora;

6) FISH Tecr je HeraTuBaH ako ce npuMjeHoM GHUITepa 3a POIaMuH
HE youe CHa)XHO (IyopecLeHTHe LpBeHe henuje unja je BequdInHa u
Mopdornoruja TunmyHa 3a C. m. subsp. sepedonicus, 1o ycioBoM 1a
ce IpuMjeHoM QuITepa 3a POIaMMH youe THIIHYHE M3Pa3HTO (uyope-
CIIEHTHE LipBeHe henuje y npenaparuma no3uTHBHE KOHTPOJIE.

6. PCR Tect

Haueno: Kana ce ynorpe6om PCR Tecta kao npBor TecTa nposjepe
nobuje mosutuBan pesynrtart, IF Tect ce kopucTH Kao Apyrn 00aBe3HH
TecT nposjepe. Ako ce kopunthemeMm PCR Tecra kao apyror tecra mpo-
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Bjepe 100Hje MO3UTHBAH PE3YIITAT, 32 IOCTABJbabe KOHAYHE [(HjarHo3e
Tpeba 06aBUTH /1aJbe TECTHPALE TIPeMa AHjarpamy ToKa.

Kopuurhere oBe MeToj1e Kao IIaBHOT TeCTa [POBjepe Ipernopyuyje
Ce caMO YKOJIMKO je JIOCTYITHA CIIeLjaIn30BaHa eKCIIepTH3a.

Harmomena

IpenumuHapHa TecTUparma MPUMjEHOM OBE METo/E Tpeba 1a OMo-
ryhe monoBsmbuBy merekunjy Hajmame 10° mo 10* hemuja C. m. subsp.
sepedonicus mo ml koje Cy 0aaTe eKCTPAKTY y30pKa MPETXOIHO JI0Ka-
3aHOT K0 HEraTHBHOL.

3a mocTusame HajBeher crernena 0cjeTJbUBOCTH H CHCLHHIHOCTH
y CBHM Jaboparopujuma, MoTpeOHO je u3Bohere oriena 3a cranaap-
nu3arujy (ontuMusaiujy) merone. Kopucruru notephene n onobpene
pearence u npotokoiie 3a PCR. IToxesbHO je omabpari METOx Koju mo-
JUTHjexe MHTepHO] KoHTpouH. [Ipenysern oxaroBapajyhe Mjepe ompesa
na 6u ce u3bjerna koHTamuHauuja y3opka umbHoM JJHK. PCR Ttect
Tpeba na 00aBsbajy UCKYCHU CTPYUHbAlld, Y CIICLUjaIn30BaHUM J1a00-
partopHjiMa 32 MOJICKyJIapHy OHOJIOTH]Y.

Herarusze xonTpoie (3a excrpaxuyjy JJHK u PCR nocrynax) tpe-
0a J1a ce yBHjeK y MOCTYIKY 00pa/ie OCIbe/Ihe KaKko OU ce yTBPIAMIIO Jia
JIU j€ eBEHTYAJTHO JIOILIO /10 OMII0 KakBor npeHorema JJHK.

V¥ PCR TecT ykibyuuTH cibeqehe HeraTuBHE KOHTpOIIE:

1. eKCTpakKT y30pKa y KOMe MPETXOJHO TOKOM TECTHUpPaha HHje J10-
kazaHo npucyctBo C. m. subsp. sepedonicus;

2. mydep xopuihen 3a excrpakiujy 6axkrepuje u JJHK u3 y3opka;
3. PCR peakiuonu Mukc.
VY PCR Tect ykibyuuTH cibefehe Mo3UTHBHE KOHTPOJIE:

- QIMKBOTE PECYCIICHI0BAHUX TajIora y koje je qoxara C. m. subsp.
sepedonicus (IToraBise IV oBor npuiiora),

- cycnensujy on 10° hemmja mo ml BupynentrHor nzomara C. m.
subsp. sepedonicus y Boau (Hip. NCPPB 2140 unu NCPPB 4053);

4. ako je moryhe, y PCR tecty xopuctutu u JJHK excrpaxoBan u3
MO3UTHBHHUX KOHTPOJIHHX y30paKa.

Ja 6u ce u30jerna Moryha koHTaMHHAIHNja, TO3UTHBHE KOHTPOJIE
HPUIPEMUTH POCTOPHO OZBOjEHO OJ] Y30paKa 3a TeCTHPArbe.

C o63upom Ha To na mpumjena PCR mporokona 3axTHjeBa Ko-
pumherse eKCTpakTa y3opaka ca ITO Mamke 3eMJbe, IIPHje MoJeTKa IPo-
nenype m3Bohera TecTa y30pke KpOMITHPA je TI0KEIEHO ToOpO OIpaTH.

6.1. Meroze npeunmrhaBama JTHK

ITo3UTUBHY M HETaTHBHY KOHTPOJIY KOPUCTUTHU HA IPETXOHO OIH-
caH Ha4MH. KOHTPOJIHM MaTepujal NPUIPEMHUTH HA UCTH HAYMH Kao U
y30pKe.

Hocrtynue cy pasznmuuure Mertone mnpeunmhaBama mmsbane JJHK
13 KOMIUIEKCHUX CYIICTpaTa y30pKa ¢ LHJbeM YKIIamama HHXHOUTOpa
PCR peaxuuje 1 Ipyrux eH3UMCKHUX pPeaKiija i MeTo/ie KOHI[EHTPOBa-
wa ubade JIHK y excrpakry y3opka.

Metoza koja CIHjeaX je CTaHIapAu30BaHa 3a KOpHIIheme ca Io-
TBphenom u ogodpenom PCR meronom y (ITormassse VIII oBor mpu-
nora).

a) Merona npema Pastriku (2000)

1. MMunerom oamjepuru 220 pl nusuc mydepa [100 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)] y Eppendorf Ty0y ox
1,5 ml;

2. Nomatu 100 pl excrpakra y30pka M CTaBUTH y TEPMOOIOK HIIN
BOJICHO Kynatuio Ha 95 °C 10 MunyTa;

3. CraButu TyOy Ha Jiel y Tpajamy Of IIeT MUHYTa,;

4. omaru 80 ul ocroBHOr mTOK pactBopa Lysozyme (50 mg mu-
303uma 1o ml y 10 mM Tris HCL, pH 8,0) u uakxy6uparu na 37 °C 30
MHHYTa;

5. Jonmaru 220 pl pactBopa Easy DNA® A (Invitrogen), 1o6po u3-
MHjeIaTi Ha BOPTEKCY U MHKYOupatu Ha 65 °C 30 MuHyTa;

6. Momaru 100 pl pactBopa Easy DNA® A (Invitrogen) u cHax-
HO U3MHjCIIaTH Ha BOPTEKCY JI0 OCTH3amba YHH()OPMHOT BUCKO3UTETA
y30pKa;

7. Homaru 500 pi xsopodopma, H3MHjeLIaTH Ha BOPTEKCY JOK ce
BHCKO3HTET HE YMakbU U CMjeca IIOCTaHe XOMOI'€Ha;

8. Llenrpudyruparu xa 15.000 g 20 munyTa Ha 4 °C na ce moauje-
ne (hase u ctBopu Mehydasza;

9. Ilpennjeru ropwy dasy y Hoy Eppendorf TyOy;

10. Jonatu 1 ml 100% eranomna (-20 °C), KpaTko IpoMUjeIIaTH Ha
BOPTEKCY U MHKyOuparu Ha jeny 10 MunyTa;

11. Hentpudyruparu va 15.000 g 20 munyTa Ha 4 °C 1 yKIOHHTH
€TaHOJI O] TAJIOTa;

12. onmaru 500 pl 80% eranona (-20 °C) u npomujemati okpe-
TambeM TyOe;

13. Henrtpudyruparu na 15.000 g 10 munyra Ha 4 °C, cauyBaru
TaJIOT a YKJIIOHHUTH CTaHOI;

14. OcraBuTu Tanor ga ce CyIId Ha Ba3AyXy WIH y BaKyyMCKOj
nentpudyru (DNK speed vac);

15. PecycniennoBaru tanor y 100 pl crepunne yarpadncre Boae u
0CTaBUTHU Ha COOHO] TeMIepaTypu HajMame 20 MUHYTa;

16. Yysaru Ha -20 °C no u3Bohewa PCR;

17. buno koju Oujenu Tauor W3ABOJUTH LEHTPU(YTHpPAmEM U 32
PCR ynotpujebutn 5 pl cynepnaranta xoju caapxu JJHK;

6) dpyre meroze

3a excrpaxiujy JJHK Mory ce mpumujeHnTy 1 apyre Metoze (HIp.
Qiagen DNeasy Plant Kit) ykonuko je Joka3aHa €KBUBAJCHTHOCT Y

npounmhasawy JIHK 13 koHTposnHuX y3opaka koju caapxe 10° go 107
natoreHux hemuja mo ml.

6.2. PCR

6.2.1. IlpumpeMuTH y30opke 3a TeCTHPAbE U KOHTPOIHE Y30pKe 3a
PCR npema ono6pennm nporoxonuma (ITornassse VIII oBor npuiora).
IMpunpemuru paspjeheme excrpaxra JJHK u3 yzopka 1 : 10 y yarpa-
YHCTO] BOJM.

6.2.2. Y HEKOHTaMHHHPAHOM IIPOCTOPY HPHIPEMHTH OATOBapajy-
hu peakumonn mukc 3a PCR npema oGjaBibennm npotokonuma (ITo-
rasbe VIII oBor npuiora). Ono6pern PCR npoTtokol je MyaTHILIeKe
peakiyja Koja Takohe yxipydyje ynyTpammy PCR koHTpoITy.

6.2.3. Jlonaru 5 ul excrpakra JIHK y crepuine enpysere 3a PCR
3a PCR peaxunjy koja ce u3oxu y 25 pl.

6.2.4. YKJbyunTH M HEraTHBHY KOHTPOIy Koja caapxu camo PCR
PEaKIMOHN MHKC, @ yMjeCTO y30pKa JONaTH MCTU M3BOP yNTPadnucTe
Bojie Koju je kopuihen 3a npunpemy PCR peakumonor Mukca.

6.2.5. CraBuru enpyBere y ypebaj 3a PCR (thermal cycler) u nokpe-
HyTu cranaapauzoBan PCR nporpam (ITormassbe VIII oBor npuiora).

6.3. Anammsa PCR mponyxara

6.3.1. Ymuoxene PCR npogykre pasnBojutu enekrpodopesom y
araposHoM remy. Y cBaku OyHapuuh 2% (V/v) arapo3HOr rena y TpHC-
arierar EDTA nydepy (TAE) nannjetn majmame 12 pl amminkoxa
JIHK u3 cBakor y3opka, nomujemane ¢ 3 pl 60je u IponycTuTH y3 Ha-
noH ox 5 no 8 B V/ecm. Ynorpujedbutu onrosapajyhu JJHK mapkep,
Hip. 100 bpladder (ITornassse VIII oBor mpuitora).

6.3.2. O6ojutn enekrpodopercke Tpake JHK y remy noranamem
rena y eruanjym opomun (0,5 mg/l) y Tpajamy ox 30 1o 45 muHyTa.
Tpenyseru oaroBapajyhe Mjepe onpesa npu paay ca OBUM MyTareHOM.

6.3.3. O0ojenu rexn nperienaty Ha kparkoragacHom UV TpaHcuity-
MuHaTopy (HOp. A =302 nm) U HOTPaKUTH YMHOKEHE (parMeHTe oue-
kuBane jyxuHe (I[Tormassse VIII oBor npuiora) 1 JOKyMEHTOBATH HX.

6.3.4. IlpurkoM cBakoT HOBOT Hajla3a/ciIydaja IPOBjePUTH ayTeH-
TuaHocT yMHOKeHOT PCR mpoaykra u3Bohemem aHanu3se y3 momoh pe-
CTPUKIMOHNX €H3MMa Ha y30pKy npeocrane ymHoxene JIHK, u To un-
KyOalujom IpH ONTUMAJIHO] TEMIIEPATypH U 'y ONTUMAIHOM BPEMEHY C
oxarosapajyhum ensumom u mydepom (ITormasise VIII oor mpuiora).
Hacrane dparmMenTe pa3aBojuTH €leKTPO(OPE3OM y arapo3HOM reiry
KaKo je MPeTXOAHO HABEICHO U MOCiHje 00jerba eTUIIjyM OPOMHUIOM
Ha UV TpaHCHIIyMHHATOpy IIOCMAarpaTd KapaKTEPUCTHYHY MaTpPHILy
(oOpaszall) pecTpUKIMOHUX (pparMeHaTa U YHOPEIUTH je ca MO3UTHB-
HOM KOHTPOJIOM TIpHje 1 MOCJINje pa3/Bajarba.

Tymayewe pesynrara PCR Tecra

PCR TecT je HerarHBaH ako y TECTHPAHOM y30pKY HHje BUJJBUB
PCR nponykT o4eknBaHe ayKUHE, Koju je crienuduyan 3a C. m. subsp.
sepedonicus, aiu je BUIUBUB Y CBUM HMO3MTUBHHM KOHTPOIHHM y30p-
muMa (xox myntumekc PCR ca npajmepuma 3a yHyTpallmby KOHTPOILY
Koju cy crienudu4HK 3a OMIbKY JoMahnHA: y TECTHPaHOM Y30pKy ce
Mopa yMHOXUTH Apyru npoxykt PCR odexuBaHe BeJIHIHHE).

PCR Tecr je mo3utuBan axo je BuabuB PCR npoxykT koju je crie-
nuduuan 3a C. m. subsp. sepedonicus 1 KOju je OUCKHBaHE Jy)KUHE U
PECTPUKLIMOHOT 00pacIa, 10| yCIOBOM 13 HUje YMHOKCH HH Y jJeTHOM
Y30pKy KOjU TIpeJCTaBJba HeraTHBHy KoHTpoiy. IloysmaHa morspaa
MO3UTUBHOT PE3yJITaTa MPEACTaB/ba U YCIjEIIHO TOHABJBABE TECTA C
npyrum mapom PCR mpajmepa (Tauka 9. moaradka 9.3. 0BOT MoInaBiba).

Hamomena

Vkonuko ce ouekHBaHH (parMeHT (IO3UTHUBHA peakuuja) noouje
Y Y30pKy MO3UTHBHE KOHTpOIE Koja caapxku C. m. subsp. sepedonicus
y BOJIH, @ HETATUBHM PE3yNTaT 100Uje y y30pKy MO3UTUBHE KOHTPOJIE
xoja cazpxu C. m. subsp. sepedonicus y eKCTpaKTy KPOMIHPA, IPETIHO-
cTaBJba ce J1a je pouuto xo naxubuumje PCR peakuuje. Y myaruriexc
PCR nporokonuma Koju ce u3Boie ymorpeboM yHyTpammux PCR
KOHTpOJIa cMarpa ce Jia je JIOUUI0 10 MHXUOUIMje peakiije ako HHje
0OUjeH HU jeIaH Of1 1Ba MPOIYKTa.

Takobe, ako ce U3 jeqHE WM BHUIIEC HETATUBHUX KOHTPOIA HOOMje
OYCKMBAHHU MPOIYKT, MOJKE CE CyMEaTH Jia je JOLUIO 0 KOHTaMUHA-
uje.
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7. Buonouiku tect
Hanomena

[IpenuMHUHAPHO TECTHpAaEkE OBOM METOAOM Tpeba ma OMo-
ryhu moHOBJBMBO OTKpHBame npucyctsa 10° o 10* cfu C. m. subsp.
sepedonicus mo ml, JogaTHX EKCTPAKTHMa y30pakKa KOjH Cy y paHHjeM
TeCTUpamy OMIM HeraTuBHH (3a npunpemy Buajetu [lornasise [V oBor
TIPHJIOTA).

Hajseha ocjeTJbHBOCT AETEKINje MOXKE Ce OUEKUBATH aKO C€ KOPH-
CTe CBje)kKE MPUIPEMIbCHH CKCTPAKTH y30pakKa 1 ONTUMAIHH YCIOBH 32
pact u pa3Boj marorena. MeljyTum, oBa MeTO/1a MOKE YCIIjELHO 1a ce
IPUMjEHH U YIIOTPEOOM eKCTpaKaTa Koju Cy YyBaHHM ca IIIMIIEPOIIOM Ha
Temmneparypu oz -68 °C no -86 °C.

Heke copre MIaBor nartimiyaHa MPECTaBIbajy OUIMYHY CEJEK-
THBHY TIo[uIory 3a oboraheme u pact C. m. subsp. sepedonicus, yak u
y OJICYCTBY CUMIITOMA, & YjeIHO CY U OUIMYHE 3a YTBphHBambe Ousbaka
nomahinba. VeinoBu pacta Tpeba Jia Cy ONTUMAIHK Jia OU Ce yMambuo
PH3HK 01 100Ujarba JIaXKHO HEeTaTHBHUX Pe3ylITaTa.

Jeraseu y Be3u ca rajemem Oombaka (ITortasibe X oBor nmpusora).

7.1. Ha npeocTaity KOJIMUMHY PECYCHEHIOBAHOI TAJIOra OCTaBIbE-
HOT 3a TecThpame u3 3.1.6. win 3.2.5. npUMHjEHUTH METOLy HHOKYJIa-
IMje 3ape3nBakEM I METOy MHOKYIIanuje nHjekiujoM. Kopucturn
caMo OMJbKE IIABOT MATIIMIJAHA Y CTAIHUjyMy JiBa JI0 TPH IpaBa JIMCTa,
10 ToTIyHe pasBujeHoctd Tpeher mpasor jucra. 1o jemHOM y30pKy
notpe6Ho je 15 1o 25 Onibaka maTiniiana aa 61 ce y MOTIyHOCTH HCKO-
PHCTHO PEeCYCIIeHI0BAHHU TAJIOr U OCHTypaia eHKacHa HHOKYy/IaIuja.

7.2. C unsbeM cMambema Typropa, OusbKe naTiniiaHa He 3aJI1jeBaTu
jenaH 1o 1Ba JlaHa TIpHje HHOKYJIaIHje.

7.3. NHOKYynanuja 3ape3uBameM:

7.3.1. dpxehu 6usbky Melhy npcTuma, MUIETOM HAHHMjETH KallybH-
1y (oo 5-10 1) pecycneHa0BaHOTr Talora Ha CTadJbUKY, U TO u3Mely
KOTHJIC/IOHA ¥ TIPBOT JINCTA;

7.3.2. CTEpHIHUM CKaJIENOM HAlpaBUTH JIMjarOHAIHU pe3, JyT
oko 1 cm u my6ox oko 2/3 nebibune cTabbHKe, MTOYEBIIH Ol HAHECCHE
KarbHIle PECyCIIeHI0BAHOT TajIora;

7.3.3. UBpCTO 3aTBOPUTH PE3 CTEPUIHUM Ba3eIMHOM U3 IINTPHLIA.
7.4. VIHOKyanuja WHjeKIN]OM.

Cra0sbUKe TUIABOT NATIMIAHA MHOKY/IHCATH HEMOCPEIHO H3HAN
KOTHJICZIOHA MHjEKIIMjOM C TAaHKOM UIiIoM (He MamboM o1 23 G). Y3opak
MOJIMjeTUTH Ha OMJbKE TUIABOT MATJIMIIaHa TaKo Jia CBaka OWJbKa 100uje
oznroeapajyhy KOIHInHY.

7.5. Tlo3uTHBHA KOHTpONA: MET OMJbaka MHOKYJIUCATH CYCIICH-
sujom ox 10° 1o 10° henuja mo ml Boxe nmo3Hare kynrype C. m. subsp.
sepedonicus u, kaja je Moryhe, eKCTPaKTOM IPHPOIHO 3aPAXKEHOT TKH-
Ba KpTOJa (Tayka 4. OBOTI MOIIaBJba) HCTOM METOIOM MHOKYJAIMjE.

7.6. HeraTnBHA KOHTpOJA: TET OMJbaka MHOKYIHCATH HCTOM Me-
TOJOM HHOKynalmje kopucrehu crepuwinnu nesner nydep (mydep 3a
pacTBapame Tajora).

Busbke rajutu y KapaHTHHCKHUM IIPOCTOPHjaMa 10 YeTUPH CEIMULIe
Ha 18 °C 10 24 °C, y3 10BOJbHY KOIUYHHY CBjeTIa X BUCOKY BIQXKHOCT
(o1 70% no 80%) ¥ aleKBAaTHO 3ajJMjeBAaTH Kako OM CE CIIPHjCUMIIO
HaKyIubame BoJe win yBeHyhe 30or Henmocrarka Boje. C. m. subsp.
sepedonicus ce He pa3Buja Ha Temieparypama usHaza 30 °C, a ontumal-
Ha Temmeparypa je 21 °C.

7.7. C unibeM cripeyaBama YHaKpCHE KOHTaMUHAIHje, OUIbKe mMo-
3UTHBHE U HETaTHBHE KOHTPOJIE TajUTH Ha JACHO OJBOjEHUM CTOJIOBHMA
y CTAaKJICHHKY WJIM IOJMIaMa y KOMOPH 3a PacT WiH, y CiIydajy Ja je
MPOCTOpP OrpaHUYeH, HOOPHHYTH ce J1a Cy OUIBbKE jaCHO OJJBOjECHE H3Me-
by mojenuHMX mocTymaka y TOKy u3Bohema mpouenype. AKo ce Oubke
3a pa3IMyYKTe Y30pKe MOpajy rajuTh O3y jeJiHa APYyToj, pasIBOjUTE X
roroaHuM 1uiaTHoM. ITasuTu 1a He fohe 10 yHaKpCHE KOHTaMHHALMje
MPHITHKOM TIPUXPatbUBamka, 3aJI1jeBarba, Iperie[amba i CBAKOT APYror
nocryrnka ¢ ousbkama. OJf KJbydHe BXXHOCTH je JIa y CTAKJICHUIIMMA U
KOMOpama 3a rajeme He OyJe HUKaKBUX MHCEKaTa jep OHU MOTY Ipe-
HHjeTU OaKTepHjy ¢ y30pKa Ha y30pak.

7.8. IlojaBy cuMmTOMa peJIOBHO TIPOBjepaBaTH MOCIIH]je Ce/laM JlaHa
oz uHokynamje. [Ipebpojari Ousbke Koje mokasyjy cummrome. C. m.
subsp. sepedonicus n3azuBa yBeHyhe JIHCTOBA MaTIHUIIaHA KOjE& MOXKE
MOYETH Ka0 YBEHYJIOCT MBHUIA WM M3Mel)y Hepapa JINCTOBA. YBEHYIIO
TKHBO Y TIOYETKY U3IVIe[ja TAMHO3EICHO MIIH HPOIIAPAHO, aji KacHUje
nocraje Omjeno ma HeKPOTHYHO. YBela MOBPIIMHA H3Mel)y MucHuX He-
paBa decTo U3IVIe[ja MacHo, Kao Ja je HaToIubeHa BogoM. Hekpornuno
TKHBO Y€CTO UMa CBUJCTIOKYTY MBHILY. BUJbKe HE yrHHY yBH]jEK; IITO
j€ HMepHo IpHje Hero MITO CE CHMIITOMH [OYHY pa3BHjaTH JyXH, Beha
je MoryhHocT npekuBibaBama. buibke Mory mpepactu 3apasy. Miane
OHMJbKE MaTIIMIIaHa MHOTO Cy OCJETJbUBH]E HA MPUCYCTBO HUCKOT HUBOA
nomynanuja C. m. subsp. sepedonicus Hero crapuje OMIbKe; 300T Tora
ce kopucte Owibke y (asu Tpu mpaBa JUCTa MM HEMOCPEJHO Tpuje
(ase Tpu mpasa JucTa.

VYBenyhe Moxke OMTH W3a3BaHO M TOIMYNAIMjOM APYTUX Oakrte-
pHja WM TJbMBHUILA KOje Cy IPUCYTHE Y €KCTPaKTy TKHBa Kprona. To

cy: Ralstonia solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora i
Erwinia carotovora subsp. atroseptica, Erwinia chrysanthemi, Phoma
exigua var. foveata, kao u Tomyanuje BeIMKOr Opoja canpopUTHUX
Oaxrepuja. Hapouuto Erwinia chrysanthemi Moske 13a3BaTu CUMIITOME
Ha JINCTOBMMA U yBeHyhe Kkoje je Bpiio cimdHo cumntoMuma C. m. subsp.
sepedonicus. JenuHy pas3iuKy MpeACTaBiba M0jaBa TaMEbCHA/IPHCHA
cTabjpHKa y ciaydajy uHQeknuja Gakrepujom Erwinia chrysanthemi.
Jpyre Bpcre yBenyha ce pasnukyjy o OHHX Koje mpoyspokyje C. m.
subsp. sepedonicus, 3aT0 LITO LKjeIIH JINCTOBU WIIH [Hjelie OUIbKE BPIIO
6p30 Beny. C. m. subsp. sepedonicus ce ox Erwinia spp. Moxxe 06p30 u
JIaKO Pa3/IBOJUTH U W3BOhemeM Oojera u/ui peakiuje 1o ['pamy.

7.9. Onmax 1o yodaBarmy IIPUCYCTBAa CHMIITOMa Ha OWJbKama
MaTIuaHa MoTPeOHO je U3BPILINTH PEen30ialujy, Kopucrehu amjenose
yBeHynor TkuBa Jimmiha WM TKuBa cradsbuke. JIuctoBe u crabspuke
Ousbaka MaTIMIaHA MOBPIIMHCKH Ae3HH(UKoBaTH Opucamem ca 70%
eranonoM. TkuBo m3manepuparn u npumujernt IF mm PCR Tecr
Ha COKy NamIMJaHa ¥ W30JIAIMjy MaTOreHa Ha MOTOJHY (CEJIECKTHBHY)
XpaHJbHBY TOJUIOTY (Tauka 8. oBOTI moriasika). Takohe, Moxe ce mpu-
MUjeHuTH U Oojeme/peakuuja o I'pamy (I[Tormassse X1 oBor npuiora).
V3Bpmmtu nnenTudukanyjy dncre kynrype C. m. subsp. sepedonicus
1 1IpoBjepy naroreHocTH (T. 9. u 10. oBOr norasba).

7.10. V oxmpeljeHHUM OKOIHOCTHMA, HAPOYHUTO y YCIOBHMA HEMO-
BOJBHMM 3a PacT M pa3Boj Ousbaka, Moryhe je Jia ce 4ak u nociuje re-
puona nnkybanuje ox yetupu Hexjesbe C. m. subsp. sepedonicus Haa-
31 JIATGHTHO y OMJbKaMa MaTiniana. AKO HH IOCIIHje YETHPU Helljelbe
0J1 MHOKYyJalyje He Jnohje 10 mojaBe cUMNTOMa, Ha Ousbkama Tpeda
n3Bectr [F/PCR TecT Ha 30MpPHOM y30pKY CacTaB/bEHOM OJ J(HjeJIOBA
crabspuke (1 cm o cBake OMJbKE 33 TECTUpAmbE, Y3€TOM M3HA MjecTa
MHOKY/anuje). AKO je TeCT MO3UTHBAH, TOHOBHO M3BPIINTH H30NIAIH]y
matoreHa Ha ofaroBapajyhy (ceneKkTHBHY) XpaHJBHBY MOIUIOTY, IpeMa
MOCTYIIKY M3 Tauke 8. OBOT mpriora. VI3BpmuTH HISHTU(DUKALH]Y Yi-
cte kyntype C. m. subsp. sepedonicus i poBjepy maroreHocTu (T. 9. u
10. oBor mornasska).

Tymauere pesyarara OHOIOLIKOT TeCTa - BaJIMIHU PE3yJITaTH O1o-
JIOUIKOT TecTa J00ujajy ce ako OMJbKE y TIO3UTUBHO] KOHTPOJH MOKa-
3yjy THIIHYHE CHUMIITOME, aKO CE U3 TUX OMJbaka MOXKe OHOBO U3JBO-
juTn OGakTepHja M ako Ha OMJbKaMa HeraTMBHE KOHTpoie He jobhe 1o
110jaBe CHMIITOMA.

buoIoIIKY TeCT je HeraTHBaH ako TECTUPAHE OUIbKE HUCY 3apaikKe-
ue C. m. subsp. sepedonicus, a 1o yCI0BOM Ja je yTBp)eHO IPUCYCTBO
C. m. subsp. sepedonicus y MO3UTHBHHM KOHTpPOJIAMA.

Buosomky TecT je nmo3uTHBAH aKko Cy TECTHpaHe OMIbKE 3apakeHe
C. m. subsp. sepedonicus.

8. M3onarmja C. m. subsp. sepedonicus
Hanomena

JlujarHo3a ce Moxe notBpautu camo axo ce C. m. subsp.
sepedonicus u3oiyje, a 3aTHM U3BPLIM U WACHTH(HKALK]a 100UjeHOr
n3onara (Tadka 9. OBOT TOTIaBJba) M AKO CE MOTOM MOTBPAM U MATo-
reHocT gobujeHor n3onara (tauka 10. oor moriassba). Maxko je C. m.
subsp. sepedonicus 3axTujeBaH OpraHu3aM, MOXKE CE HM30JOBATH W3
TKHBA ca KapaKTePUCTHIHUM cUMIIToMuMa. [Ipruitikom u3osaruje jgako
Moxe 1ohu 10 mpepacTama KOJIOHHU]e OBOT AaTOreHa ca KOJIOHUjaMa Op-
3opacTyhnx canpouTHUX OakTepHja, I1a je 3aTo U30JalHja JUPEKTHO
M3 eKCTPaKTa TKUBA KPTOJIA WM CTabJbHKe Temika. J(upektHa m3ona-
uuja C. m. subsp. sepedonicus moryha je kopuinhewem oxnrosapajyhe
CeNeKTHBHE XpaHJbUBE MO0 U pa3pjelerba pecycnenioBaHor tano-
ra J00MjeHOr U3 M3/BOjEHOr KOHyca ITy[YaHor JHjesia KPToJie WK U3
crabsbUKa KPOMITUPA.

W3onanuje je noTpeGHO U3BPIIUTH U3 CBHX KPTOJIA HIIHM JIMjeI0Ba
cTabJbUKe KPOMIHNPA Ca CHMIITOMHMA, Ka0 M M3 TECTUPAHMX OMibaka
MaTiugaHa koA Kojux Hucy npumujehenn cumnromu winn je IF/PCR
TecT U3 30MpHOT y30pKka OMo Mmo3uTHBaH (Tauka 7. moarauka 7.10). ITo
notpedu, Tpeda ja ce KOPUCTU M Malepupame cTab/biKa MaTiaulaHa
TpeMa MPOIICAHO] IIPOLETYPH.

ITo3uTHBHA KOHTpOJA: MPUIPEMUTH JCLUMaNHa paspjehema cy-
criersuje 10° cfu mo ml C. m. subsp. sepedonicus (ap. NCPPB 4053
wii PD 406). [To3uTHBHE KOHTPOJIC NPHIIPEMHUTH MOTIYHO OIBOjEHO
0]1 y30paKa Koju ce TecTupajy 1a Ou ce u30jeria MoryhHOCT KOHTaMu-
HHpamba y30paKa.

Ipuje ynoTpebe 3a pyTHHCKO TECTHpPAbE y30paKa MPOBjePHTH M0~
TOIHOCT CBAaKe CEPHje CEIeKTUBHE XPaHJBHUBE IIOIJIOTE 33 PACT H Pa3Boj
natorena. KoHTposIHM MaTepHjai MOABPTHYTH UCTHM IPUHLNINMA Te-
CTHpama, Ka0 1 Y30paK WIH y30pKe.

8.1. T'ajerse Ha CENEKTHBHO]j XPAaHJBUBO] TTOLIO3H

8.1.1. U3 onBojene xommuune ox 100 pl pecycrnenaoBaHor Tajgora
JIOOHjEHOT U3 KPTOJIC KPOMITHpA Wl OMJBHOT COKa Onibaka IMaTiIHia-
Ha HPUIPEMHUTH AeuuManHa paspjehema y mener mydepy (mydep 3a
pacTBaparme Tauora 13 Tadke 3. OBOT IIOIIABIbA).

8.1.2. M3onanuja U3 pecycHeHIOBaHOI Tajora 0e3 MpPEeTXOJHOI

paspjehuBama 00nuHO He ycmujeBa 300r Temkor rajema C. m. subsp.
sepedonicus ¥ BenMKe KOHKypPEHTCKe criocobHocTn campodura. C
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003MpOM Ha TO [a je y 3apaKCHOM TKUBY OMJbKe OakTepHja OOHYHO
[PUCYTHA y MOIMyJaljaMa BUCOKOT HHUBOA, campo(uTH ce MOTry Of-
CTpaHUTH paspjehuBameM, 10K maToreH ocraje. Crora ce npernopyuyje
nanoeme 100 pl u3 cBakor y3opka (kox ynorpede [lerpujeBux mocyaa
npeunrka 90 mm, 1ok 3a [leTpujeBe mocyae Apyrux BelMYMHA Tpeda
npuiaroauT koiauduny), 1/100 go 1/10.000 paspujehene cycnensuje
Ha xpansbuBy noaigory MTNA uiau nHa NCP-88 (ITornmassse VII oBor
[PHIIOTa), TEXHUKOM pa3Masa.

Harmomena

AnTepHaTnBHA MOTYhHOCT je pa3ma3 nodetHe xonmauHe o1 100 ul
pecyCIeHI0BaHOT TajIora Ha MPBY MOUIOTY, a 3aTUM MPaBJbEHe pasMa-
3a UCTUM LiTanuheM Ha Jpyroj u Tpehoj momIosu, Mpu YeMy ce Ha BHUX
HaHOCE OCTaIlH eKCTPaKTa ¢ peTxoHe noore. Ha oBaj Haunn nobuja
ce edekar criuyad edekry Kopuinhema paspjeherma.

8.1.3. 3acujaHy noanory MHKyOMpaTH y MpaKy Ha TeMIIepaTypu oJ
21 °C no 23 °C.

8.1.4. Ilpea mposjepa mojutora M MpoIijeHa 1ojaBe U pa3Boja Ko-
nourja Hamuk C. m. subsp. sepedonicus y mopehemy ca moamorama
HO3UTHBHE KOHTPOJIE BPIIH Ce IIOCIHje TPH JaHa, a HapeIHe IPOLjeHe
HOCIIHje MeT, CelaM U eBeHTYaJIHO JeceT JaHa.

8.2. IlpeunmrhaBame CyMbUBHX KOJIOHHU]jA
Hanomena

Kononuje cnmune C. m. subsp. sepedonicus Tpeda nabe npeHuje-
TH Ha XpaHJpuBy nomiory YGM ako he ce KOpUCTUTH 3a MHOKYJIAIN]y
naTiMiaHa W/uiM naky uaeHtuukaunjy. To Tpeba ydyuHHTH mpuje
HEro Ha nojsorama aolhe 10 npepacrama KoJIOHH]ja, OHOCHO HajO0Jbe
MOCIIHje TPH 10 HeT JaHa.

8.2.1. Pa3mazom Haumjern komonuje ciuune C. m. subsp.
sepedonicus Ha jesHy Of CibeiehnX XpaHJbUBHUX IOJIOTa: XPaHIbUBH
arap ¢ JOJAaTKOM JEKCTpo3e (KOPHCTH Ce CaMo 3a IPecHjaBame H30Ia-
Ta), arap ca JOJATKOM KBAclia, MENTOHA M INIyKO3€, arap ca JI0AaTKOM
eKCTpaKTa KBaclja 1 MHHepaaHuX conu. CacTaB XpaH/bUBUX MOIJIOTrA
HaseJeH je y Ilortasiby VII oBor mprmitora.

3acujany nogory uakyouparu Ha 21 °C 1o 24 °C'y tpajamy 10 10
nmana. C. m. subsp. sepedonicus cropo pacte, 00MYHO CTBapa KpemacTe,
KyIoJlacTe KOJIOHHje ca mubatuM BpxoM. [IpeunmthaBame u3omnara mo-
CTHKE Ce TIOHOBHUM pa3MasiMa U HCLPIJBHBAKEM Ha OAroBapajyhnm
XpaHJpMBUM To[uioramMa. HuBo mopacra ce mosehaBa npecujaBameM.
Tunuane KoNIOHHje cy KpeMacToOujene win 6oje CIoHOBade, IIOHEKa
XKyTe, 3a0KpyKCHE, IIIATKe, MOBUIIICHE, KOHBEKCHO-KYIIONACTE, CITy3a-
BO-TE€YHE, C LIMjEIMM MBHULAMa ¥ 00MYHO 0 | 70 3 mm y NpeyHHuKy.
JemnocraBHo Gojeme no I'pamy (Ilormasise XI oBor mpuitora) Moxe
nomohu 1pu u300py KOJIOHH]ja 32 1aJbe TECTUPAIE.

8.2.2. UsBpumtn npeHTHdHUKANN]y H3a0paHUX KOJIOHHja (Tavka
9. OBOT IOIVIaBJba) U IPOBjEPUTH TTaTOTEHOCT H3oiara (Tayka 10. oBor
MOTJIaBJba).

9. Unenruduxauuja

Wnentudukanuja yrcre Kyntype nooujenux usonara C. m. subsp.
sepedonicus Bpmu ce xopumhemeM HajMamke JBa TECTa O HAaBEACHUX
TECTOBA KOjH CE 3aCHHBAjy Ha PAa3INYUTHM OHOJOLIKHM IPHHIMINMA.
IIpema norpebu, yK/bYUUTH MO3HATE pedpepeHTHE H30JIaTe 3a CBAKU
TecT.

9.1. OxrajuBaukyl ¥ eH3UMCKH TECTOBH 3a HICHTU(DUKALH]Y

DeHOTHIICKA CBOJCTBA YHHMBEP3aJHO IPHUCYTHA WJIM OJCYTHA
kox Oakrepuje C. m. subsp. sepedonicus yTBpIUTH IpeMa MeToIaMa
Lelliott i Stead (1987), Klement u cap. (1990), Schaad u cap. (2001),
Herno3Hatu aytop (1987) u ci.

CBe xpaHJbuBe nojyiore HHKyOuparu Ha 21 °C u nperienaru Ha-
KOH mecT naHa. Axko He gole 1o pacTta KonoHHja, HHKyOuparu a0 20
JaHa. Y cBe TecToBe Tpeba yKIbYuHuTH 1o3HaTy KoHTpory C. m. subsp.
sepedonicus. OpxrajuBadke U (HH3HOIOMIKE TECTOBE H3BOJUTH KO-
pumhemsem KyiType ca XxpaHjpuBor arapa. Mopdosomika yrnopelema
M3BPIIUTH y OJHOCY Ha KYITYpe Ha XpaHJbHBOM arapy ca JIOIaTKOM
JIGKCTPO3e.

TectoBH OueKuBaHU Pe3ynTaTi

Tect okcunanuje/pepmenranuje
(0/D)

AKTHBHOCT OKCHIA3¢ -
Pact Ha 37 °C -
AKTHBHOCT ypease -

HMHEPTaH WM c1abo OKcua-
THBaH

XUIposn3a eCKyInHa +

Xupaponusa ckpoda - Wi ciaaba

TonepantHocT Ha 7% pacTBOpa -
NaCl

CrBapame nH01a -

AKTHBHOCT KaTajase +

Creapamwe H,S -

Koprmiheme nurpara -

PactBapame xenatuHa -

CTBapame KMCENHHE U3 IIhiepona | -

CTBapa}Le KHUCEJINHE U3 JIAaKTO3€ - Wi ciaba

CTBapaH,e KHUCEIINHE U3 paMHO3€ -

CTBapaI-LC KHUCCIIMHE U3 CaIMIHHA -

bojeme no I'pamy (ITormasme XI) |+

9.2. TF tect

[Mpunpemuru cycnensujy ox npubmmkao 10° henuja no ml y IF
nydepy (ITormassbe V oBor npuiora).

Ipunpemutn JBOCTpyKa paspjeljerba pacTBOpa MOrOAHOr aHTUCE-
pyma.
ITpumujenntu IF nocrynak (Tauka 4. OBOT MOIVIaBIba).

IF Tect je mo3uTuBaH axo je IF Turap xynrype jeaHaxk THTpY HO3H-
TUBHE KOHTPOJIE.

9.3. PCR tect

[punpemutu cycrersujy ox npubmmkuao 10° hemmja mo ml y yi-
TPa4UCTOj BOJIH.

3arpujatn 100 pl cycnensuje henmja Oaxrepuje y 3aTBOpeHHM
ernpyBeTamMa y TepMOOJIOKY HJIH Y BPEJIOM BOJCHOM KYIATHILy YETHPH
munyTa Ha 100 °C. Pa3narame hemuja, mo morpedu, Moxe ce yop3aru
JofaBameM cBjexe npunpemibeHor NaOH 10 koHauHe KOHIIEHTpaluje
on 0,05 M. [lo ynorpebe y30piu ce MOTy 4yBaTH Ha TEMIIEPATypH O]
-16 °C no -24 °C.

VYnorpujebutn oxaroapajyhe PCR mpouenype 3a yMHOXKaBarbe
cneuuduunux ¢parmenara C. m. subsp. sepedonicus (ump. Pastrik,
2000; Bugjetu [lornassse VIII oBor mpuimora; Li u de Boer, 1995; Mills
u cap., 1997; Pastrik i Raineu, 1999; Schaad u cap., 1999).

Unentudukanuja C. m. subsp. sepedonicus je MO3UTHBHA aKoO CY
PCR npoyKTH MCTe BEIMYUHE U MMajy UCTH TIOIMMOP(U3aM JIyXKHHE
pecTpUKIHOHUX (parMeHara, Kao M MO3UTHBHH KOHTPOJIHH H30JIaT.

9.4. FISH Tect

[punpemuru cycriensujy ox npubmmkHo 10° henuja mo ml yirrpa-
YHCTE BOJIC.

IMpumujennt FISH noctynak (Tadyka 5. 0BOT NOIIABIba).

FISH TecT je MO3UTHBAH aKo Cy IIOCTHTHYTE peaKnuje KyIType U
MIO3UTHBHE KOHTPOIIE jeHAKE.

9.5. lpodpunupame macuux kucenuna (FAP)

Kynrypy rajutu Ha TpunTrkasa-coja-arapy (Oxoid) 72 gaca Ha 21
°C (+/-1°C).

[pumujerntu oaroapajyhu FAP moctymak (Janse, 1991; Stead,
1992).

FAP Ttecr je mO3UTHBAH aKo je MPOGHI TECTHPAHE KyJITyPe HICH-
THYaH NPOMHITY MO3UTHBHE KOHTpOIIE. [IpHCYyCTBO KapaKTepHCTHYHHX
macHuX kucenuHa: 15 : 1 Anteiso A, 15 : 0 Iso, 15 : 0 Anteiso, 16
10 1Iso, 16 : 0 m 17 : 0 Anteiso y BeJIMKOj MjepHu yKasyje Ja ce paau
o C. m. subsp. sepedonicus. PoroBu Gakrepuja kao Curtobacterium,
Arthrobacter u Micrococcus, Takohe, nMajy Heke O OBHX KHCENIUHA,
anmm 15 : 1 Anteiso A je KHcelnHa Koja ce pHjeTKo MOe nmpoHahu y
OBMM OakTepHjama, ald ce IOojaBJbyje y CBUM OakTepujama poja
Clavibacter, u To u3mehy 1% mo 5%. Kox C. m. subsp. sepedonicus
BPHjEJJHOCT je 0OMIHO OKO 5%.

9.6. BOX-PCR

[punpemuru cycnensujy ox npubmmkno 10° henuja mo ml ynrpa-
YHCTE BOJIE.

ITpumujeHnTH TecT y ckiIamy ¢ npouexypom (Smith u cap., 2001).

10. Tect norBpae

Tect npoBjepe NaToreHOCTH KOPUCTH Ce 32 KOHAYHO I0TBphHBambe
npucyctBa C. m. subsp. sepedonicus ¥ 3a MpoIjeHy BUPYJICHTHOCTH
Ky:Typa uaenTuduroBanux kao C. m. subsp. sepedonicus.

10.1. Ipunpemutn nHOKYIyM of ipudmmkHo 10° henmrja o ml u3
KyJITypa M30J1aTa KOju Ce TeCTHPa, CTapOCTH TPH JaHa 1 oArosapajyher
n30j1aTa nNo3uTuBHE KoHTpose C. m. subsp. sepedonicus.

10.2. THOKynMcaTn cTabJbUKE MET /10 IECET MJIaJINX CHjaHala IJa-
BOI mamiuyana y ¢as3u Tpu mpsa jucta (tauka 7. moar. 7.3. win 7.4.
OBOT IOIVIaBJbA).

10.3. MuHoxynucaHo cHjaHIle MHKYOUpaTH Ha TEMIEPATypHU Of
18 °C o 24 °C, y3 n0BOJbHY KOJIMUMHY CBjETa M BUCOKY PEJIaTUBHY
BIIQKHOCT M aJICKBAaTHO 3aJIHjeBaTH Kako O ce M30jerio HaKyIUbarmbe
BOJIC WJIM CTpEC 01 Cylle (Tauka 7. mojaTadka 7.7. oBor nornansba). Kox
HMHOKyJAlMje YHCTUM KyITypama THIHYHO yBeHyhe ImojaBibyje ce y
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POKY Of1 IBHje HeJjesbe, IOK ce Ouibke Koje He HCII0JbaBajy CHMIITOME
(BuIjeTu Tauyka 7. moArauka 7.8. OBOT MOINIaBJba) MOCIHjE TOT BpeMe-
Ha WHKYOMpajy joul Heljesby JaHa Ha TeMmIeparypaMa MOBOJbHHM 3a
pact miaBor nammyana, anu He sumum oz 25 °C (ITormassee X oBor
npuiora). AKO CUMITOMH HUCY MPUCYTHH HHU TIOCIIHMj€ TPU HEMjesbe,
JoOHjeHa KyaTypa ce He MOXKe ITOTBPAUTH Kao maroreHu uzonar C. m.
subsp. sepedonicus.

10.4. 3onauujy u3 Ousbaka ca CHMITOMHMA U3BPIIUTH OJCTPAbU-
BambEM JHjella cTabJbHKe Ty:KHHE 2 cm H3HAJ MjecTa HHOKY/IALHje, KOjH
ce MOTOM YCUTHHU U PACTBOPH y MaJIOj KOJIMYHHK CTEPHIIHE JECTHIIOBA-
He Bojie Wi 50 mM docdarrom mydepy (ITorasibe V oBor mpuiiora).
M3onanuja naroreHa moToM ce BPIIM pa3Ma3oM J00MjeHOr Marepara Ha
MTNA u YPGA nomnore (ITormassse VII oBor npuiiora), HHKyOUparmeM
Tpu 1o et nana Ha 21 °C 1o 23 °C u yrBphuBameM 1a i ¢y popmupane
TundHe konouuje 6akrepuje C. m. subsp. sepedonicus.

TTornasswe 111
JIABOPATOPUIJE YKJbYUEHE ¥ OIITUMU3ALINITY U
BAJIMAALIUTY ITPOTOKOJIA

3a PCR rtect u3Bputy excrpakuujy JJHK y mo3utuBHEM n He-
TaTHBHUM KOHTPOJHHM Y30pIIHMa 3a CBaKy CEpHjy y30paka 3a TeCTH-
pame.

3a IF u FISH TecToBe M3BPLINTH TECTUPAHE MO3UTHBHUX U HETa-
THBHHX KOHTPOJIHUX Y30paKa 3a CBaKy CEpHjy y30paKa 3a TECTHUPAHbE.
Kon IF, FISH u PCR TecroBa notpedHo je yrBpautu npucyctso C. m.
subsp. sepedonicus y koHIeHTpanuju ox Hajmambe 10° u 10* henmja/ml
KOJI TO3UTUBHUX KOHTPOJIA U HH Y jeIHO] HEraTHBHOj KOHTPOJIN.

ITornasme V
IIY®EPU 3A TECT ITPOLIEAYPE

Crepunmcann myepu KOju HHCY OTBapaHM MOTY CE 4yBaTd 10
je/He TOJMHe.
1. ITydepu 3a excrpaxmujy
1.1. Excrpakmuonu mydep (50 mM docdaruu mydep, pH 7,0)

Ogaj my(ep ce KOPUCTH 3a EKCTPaKIIMjy OaKTepHje n3 OMIbHOT TKH-
Ba XOMOTE€HU3ALM]jOM HIIH TPELICHEM.

TTornasswe IV
T[TPUTIPEMA TTIO3UTUBHUX U HETATUBHUX KOHTPOJIA 3A
OCHOBHE TECTOBE ITPOBJEPE

PCR/IF u FISH TecroBu

Hanpasutu cycrnensujy Kyarype BupyieHTHor nsonara C. m.
subsp. sepedonicus (NCPPB 4053 unu PD 406) rajenor 72 yaca Ha
MTNA ocHOBHO] XpaHspHBOj momto3n y 10 mM docdarHom mydepy
KoHIeHTparmje npuomimkHo 1-2 - 10% cfu/ml. To je 06nuHO ciabo mMyT-
Ha cycneHnsuja ontuuke rycrute 0,20 va 600 nm.

W3Bagun xoHyc mymdasor amjena n3 200 xproma Oujene copre
KpoMIiupa 3a Koje je MO3HATO Ja HHUCY 3apaxeHe Oakrepujom C. m.
subsp. sepedonicus.

OO0paauti KOHyce yoOM4YajeHOM METOIOM M PECyCIICHIOBAaTH Ta-
nory 10 ml

TIpunpemuTn aecet crepuiIHuX MUKpoenpysera ox 1,5 ml ca 900
ul pecycnenioBator Tanora.

VY npBy mukpoenpysery poxatu 100 pl cycnensuje C. m. subsp.
sepedonicus ¥ H3MHjELIaTH HA BOPTEKCY.

V cibepelinx mer MUKpoenpyBeTa MPUIPEMHUTH JIEHiMAlHa pa3-
pjebhema GakTepujcke cycreH3uje.

OBHX IIECT MHKPOCIPYBETA Ca 3apaKCHIM eKCTPAKTOM KOPHUCTH-
TH 32 I03UTUBHY, @ YETHPU MUKPOEIIPYBETE Ca HE3apa)KEHUM EKCTPaK-
TOM KOPUCTHTH 32 HETaTHBHY KOHTPOINy. Y CKIamy ¢ THM, O3HAYUTH
MHKPOETIPYBETE.

VY mukpoenpyserama ox 1,5 ml npunpemurn amuksore ox 100 pl
TaKo Ja ce J00Hje ACBET KOMHUja CBAKOT KOHTPOIHOT y30pka. J{o ymo-
Tpebe uyBartu Ha Temmneparypu o1 -16 °C no -24 °C.

IpucyctBo u konmuuuny npucyTtHe C. m. subsp. sepedonicus y KoH-
TPOJIHUM y30pIHMa 1pBo noTBpAuTH IF Tectom.

JlaGoparopuja (> Mjecto Ip>xaBa Na,HPO, (anxunposanu) 4,26 g
Agentur fiir Gesundheit und Beu u Jlun Averpaia KH,PO,2,72 g
Erndhrungssicherheit 1 YCTpH) JecrunoBana Boza 1 1
Departement Gewasbescherming Merelbeke Benruja PactBoputH cactojke, mpoBjepuTy pH U cTepuiincaTy y ayTOKIaBy
- - Ha 121 °C 15 munyrTa.

Plantedirektoratet Lingby Jlancka N :
Central Science Laboratory York Enrnecka Covenchu cactojuu Mory GuTu KopHCHH:
Scottish Agricultural Science . Konnunna
Agency Enuubypr [lxorcka Hawmjena (o 1)
Laboratoire National de la IMaxyJssune Lubrol Jednokynant* 0,5¢g
grol;ecttigr_l c}es Végétaux, Unité Angers Dpanirycka CpencTso mpo-

¢ Pacteriologie DC cuiukoH MpOTHB CTBaparma IMjeHe | TUB CTBaparmba 1 ml
Laboratoire National de la mjene™
Protection des Végétaux, Station PR
de Quarantaine de la Porme Le Rheu Dpaniycka Terpanarpujym-nupodocdar AHTHOKCHIAHT lg
de Terr Polivinilpirolidon-40.000 (PVP-40) | Be3mare PER | 59
Biologische Bundesanstalt Kleinmachnow Hhemauka 3 . P
Pflanzenschutzamt Hannove XaHoBep Hemauxa unj?a ig;ggz;ggﬁn?s;?ﬂe cKerpak-
State Laborator Mabmun Hpcka 1.2. Tlener mydep (mydep 3a pactapamse tanora - 10 mM docdar-
Plantenzicktenkundige Dienst Wageningen Xonanauja nu nydep, pH 7,2)
Norwegian Crop Research A H OBaj mydep KOPHCTHU ce 3a PeCyCIeHI0Babe U paspjehuBarme ekc-
Institute, Plant Protection Centre ¢ OpsetiiKa TpaKkTa KOHyca u3Bah)eHUX U3 MyN4aHUX AHUjesIoBa KPTOida KPOMIIHpA,
Direcgio-Geral de Protecgio das ] [OCTINj€ KOHIIEHTPOBAA TAJIOra ICHTPU(PYTHPAHEM.
Culturas Jlncabon | Topryramja Na,HPO - 12H,0 2,7 g NaH,PO, - 2H,0 0,4 g
Nacionalni institut za biologijo Jby6sbana CroBeHuja Jlecrunosana Bozna 1 1
Centro de Diagnostico de . PactBopuTH cacTojke, poBjepuTH pH U CTEpUIIHCATH Y ayTOKIIaBY
Aldearrubia Salamanca Timaswja Ha 121 °C 15 munyTa.

2. Ilydepu 3a IF Tect

2.1. IF nydep (10 mM docdarau mydep ¢ moxarkom comu (I16C),
pH7.2)

Ogaj mydep ce KOPUCTH 3a paspjehuBame aHTUTHjeNA.
Na,HPO, - 12H,02,7 g

NaH,PO,-2H,0 04¢g

NaCl 8g¢g

Jecrmioana Boja 1 1

PactBopuTH cacTojke, IpoBjepuTH pH 1 cTepuIcaTH y ayTOKIaBy
Ha 121 °C 15 munyTa.

2.2. IF nmydep - Tween

Ogaj mydep xopuctu ce 3a ucnupame IF miounna. IF nydepy no-
nmaru 0,1% Tween 20.

2.3. ®ocdarau mydep ¢ mmnepoaom pH 7,6

Ogaj nmydep KOPUCTH ce Kao pacTBOp 3a IpeKpHBame OyHapurha y
IF Tecty kako 6u ce mojadana ¢yopecleHInja.

Na,HPO,- 12H,03,2 g

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

Jlecrunosana Bozma 100 ml

Komepuujanuu pactBopu Hip. Vectashield® (Vector Laboratories)
ili Citifluor® (Leica).

Tlornasme VI
OJIPEBUBAKLE HUBOA KOHTAMUWHALIMIE V IF 1 FISH
TECTOBUMA

1. 36pojatu npocjedan 6poj THINIHEX (iIyopecHeHTHHX hemuja
110 BUJTHOM TI0JbY (C).
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2. U3pauynaru 6poj THITHYHUX (uiyopecueHTHUX henuja o GyHap-
yrhy Mukpockorcke miounie (C):

C=c-S/s,
rije je:
S = nospimna 6ynapunha IF miounue ca Bunre Gynapunha,
S = MOBpIIMHA M0Jba 00jEKTHBA.
s = mi*/4G’K?,
raje je:
i = KoeuIHjeHT moska (Bapupa o ocaM 10 24, 3aBUCHO O] THIIa
OKyJ1apa),
K = xoedurmjenr tybde - mmjesu (1 mwm 1,25),
G = nosehame objexrura (100 myTta, 40 myra utxI.).

3. W3pauynarn O6poj TumMuHuMX (uryopecueHTHUX henwmja mo
ml pecycnenioBator Tajuora (N)

N=C"-1000/u - F,
raje je:
U = 3alpeMUHa PeCyCIICH0OBAHOT TaJlora y cBakoM OyHapuwhy,
F = ¢akrop paspjehera pecycrneHaoBaHOr Tajaora.

Ilornasse VII
XPAHJBUBE ITOUIOT'E 3A M3OJIALIMIY U TAJEBE C. m. subsp.
sepedonicus

1. Onmre XpaHspuBe MOAJIOTE
1.1. Xpansbusu arap (NA)
Xpaunsbusu arap (Difco) 23 g
JectunoBana Boga 1 1

PacTBOpHTH CacTOjKe M CTEpHINCATH y ayToknaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.

1.2. XpanssuBu arap ca fekctpozoMm (NDA)

Difcobacto xparssuBu arap xoju caapxu 1% D (+) mykose (MoHO-
xuzpara). Crepumcary y ayroknasy Ha 115 °C 20 munyTa.

1.3. Arap ca kBacueMm, nenToHom u riyko3oM (YPGA)
Excrpakr kBacia (Difco) 5 g

Bacto nenron (Difco) 5 g

D (+) myxo3a (monoxuapar) 10 g

Arap bacto (Difco) 15 g

Jecrunucana Boja 1 1

PacTBopHTH CacTOjKe M CTepHIHcaTH y ayTokiaBy Ha 121 °C 15
MHHYTA.

1.4. Arap ca ekcTpakToM KBacia 1 MuHepaaHuM coimmma (Y GM)
Bacto excrpakr kBacua (Difco) 2 g

D (+) ryko3a (Mmonoxuzpar) 2,5 g

K,HPO, 0,25 g KH,PO, 0,25 g

MgSO, - 7H,0 0,1 g MnSO, - H,0 0,015 g NaC1 0,05 g
FeSO, - 7H,0 0,005 g

Bacto arap (Difco) 18 g

JectunoBana Boga 1 1

PactBopuTH cactojke u crepuiancaru 0,5 nurapa XpaHJBHBE I10-

Jutore y aytoknasy Ha 121 °C 15 munyTa.

2. CeneKTHBHE XpaHJbHBE MOJIOTE KOje Cy MPOILILIE BaTUIALH]y
2.1. MTNA xpansbuBa noyiora

OcuM axo HHje Jpyradrje HaBeAeHo, CBHU cacTojiu cy u3 BDH.
Excrpakr kBacna (Difco) 2 g

Manuron 2,5 g

K,HPO, 0,25 g

KH,PO, 0,25 g

NaCl0,05 g

MgSO,- 7TH,0 0,1 g

MnSO, - H,0 0,015 g

FeSO, - 7H,0 0,005 g

Arap (Oxoidno.1) 16 g

JectunoBana Boga 1 1

PacrBoputH cacrojke u nogecuru pH nHa 7,2. Hakon crepmim3a-
uuje y ayrokiasy (Ha 121 °C y tpajamy ox 15 munyTa) u xnahema Ha
50 °C, nomaru anTnduoruke: Tpumeronpum 0,06 g, HATHIUKCUIHY KH-
cemuny 0,002 g, amdorepurma b 0,01 g kucenuna (Sigma), (06a 5 mg/
ml), y 96% etanomy, amporepunun b (Sigma), (1 mg/ml), y numernn
cyndoxcuny. LlITok pacTBOpH CTEPIIIHILY CE (DHITPALI]OM.

KoHLIeHTpOBaHH pacTBOPH aHTHOHOTHKA: TPUMETOIPHM (Sigma) u
HaIMAUKCUIHA KucenuHa (Sigma), (06a 5 mg/ml), y 96% meranomy,
amorepunus b (Sigma), (1 mg/ml), y numernn cyndpokcuny.

Harmomena

Poxk Tpajarba OCHOBHE XpaHJbUBE MOIOre je TpH Mjecera. Hakon
LITO C€ JI0/1ajy aHTUOMOTHILIU, POK Tpajama je Mjecell 1aHa, U TO YKOIH-
KO Ce NPHUIIPEMJbCHA [O/UI0ra 4yBa y (GpprKuiepy.

2.2.NCP-88

Xpansbusu (Difco) 23 g
Excrpakr kBacia (Difco) 2 g
JI-manuTOn 5 g

K,HPO,2 g

KH,PO,0,5 g

MgSO, - 7H,0 0,25 g
Jecrmioana Boja 1 1

PactBopute cactojke u noaecure pH na 7,2. Hakon crepuin3a-
uuje y aytoknany (Ha 121 °C 15 munyta u xnalewa na 50 °C), nonajre
cipenche anTnbnoTke: nomimukcut b cyndar (Sigma) 0,003 g, mamm-
nuKcHIHA KucennHa (Sigma) 0,008 g, nukitoxexcumug (Sigma) 0,2 g.

IlTox pacTBOpe aHTHOMOTHKA HANpPABUTH Ha CibeAchM HauuH:
pacTtBopuTH HamuaukcuiHy kucenuny y 0,01 M NaOH nukioxekcu-
Mg y 50% eranoiny, NOIMMHKCHH b cyndar y necTuioBaHoj BOAH.
OCHOBHH PacTBOPH CY CTCPUIICAHH (HUITPUPABEM.

Hamomena

Pok Tpajama OCHOBHE XPaHJBUBE IOUIOre je Tpu Mjecena. Hakon
LITO Ce JOJajy aHTHOMOTHIM, POK Tpajarma je Mjecell JaHa, M TO KaJa
ce uyBa y Gprxuuepy.

TTornassse VIII
TIOTBPBEHU U OJOEPEHU [TPOTOKOJIU 1 PEAT'EHCHU 3A
PCR

Hamomena

IpennMuHapHa TecThpama Tpeda 1a oMoryhe moHOBIbHBY J€TEK-
uujy oxn Hajmame 10° mo 10* henmja C. m. subsp. sepedonicus mo ml
€KCTPaKTa y30pKa.

TokoM IpeTMMUHAPHNX TECTHpamba He CMUje Johu 10 mojase Ja-
JKHO TTO3UTUBHUX Pe3ylTara KoJ ogadpaHnx 6aKTepHjCKUX H30JIaTa.

1. IIporokoun 3a myarumiekc PCR ca ynyrpammom PCR koHTpO-
nom (Pastrik, 2000)

1.1. OnHUroHyKICOTHIHHU pajMepu

V3Boguu npajmep PSA-1 5° - cte ctt gtg ggg tgg gaa aa - 3.
Huzsoxnu npajmep PSA-R 57 - tac tga gat gtt tca ctt cec ¢ - 3.
V3Boauu npajmep NS-7-F 57 - gag gca ata aca ggt ctg tga tge - 3°.
Huzsoxnu mpajmep NS-8-R 5° - tee gea ggt tea cct acg ga - 3.

OuekuBaHa JIy)kuHa ymMHO)KeHor npoussoga u3 JJTHK C. m. subsp.
sepedonicus = 502 bp (map npajmepa PSA).

OuekuBaHa JlyKHHa YMHOXKEHOT rpoussoa u3 18S pPHA yHnyTpa-
ke koutpoiue = 377 bp (map npajmepa NS).

1.2. PCR peakiuonu MUKc

Koo | Ko o
CrepuiiHa yaTpaunucTa Boja 15,725 ul

10 - PCR nydep' (15 mM 250l 1-(L,5mM
MgCl,) i MgCl,)
BSA (dpakuuja V) (10%) 0,25 ul 0,1%
Cwmjeca d-NTP (20 mM) 0,125 pl 0,1 mM
I1pajmep PSA-1 (10 uM) 0,5 pl 0,2 uM
Ipajmep PSA-R (10 pM) 0,5 ul 0,2 uM
ITpajmep NS-7-F (10 pM)? 0,1 pl 0,04 uM
ITpajmep NS-8-R (10 uM)? 0,1 pl 0,04 uM
Taq nonmmjepasa (5 U/p)! 0,2 pl 1U
3anpemMuHa y30pKa 5l

VYKynHa 3arnpemMuHa 25 ul

() Banmparnuja MeTozie je u3BpiieHa y3 kopumihemne Taq nonnMepa-
3e Perkin Elmer (Ampli Taq ili Gold) u Gibco BRL.

@ Onrumuzanuja koHueHrpanuje npajmepa NS-7F u NS-8-R
U3BPIICHA je 38 CKCTPAKIHjy U3 MyITYaHOT KOHyCa KPOMIINPA METOI0M
xomoreHm3anyje u npeannrhasama JIHK mpema Pastrik (2000), (ITorma-
Bibe Il Tauka 6. noar. 6.1. u 6.2).

VKOIIMKO ce KOPHCTH €KCTPAKIIMja TPECEHEM HIIM HeKa Jpyra Me-
Toxa m3onanuje JJHK, noTpeGHO je M3BpIIMTH MOHOBHY ONITUMU3AIIN]Y
KOHIIEHTpAIMje peareHaca.
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1.3. Yenou PCR peaxuuje

UsBectn cipenehn nporpam:

a) jemaH LMKIyc: Tpu MuHyTa Ha 95 °C (meHarypauuja JaHua
JHK);

6) mecer umkiayca: jenan MuHyT Ha 95 °C (neHarypauuja JaHua
JTHK);

B) jenan MunyT Ha 64 °C (Be3uBame mpajmepa);

r) jenan MUHYT Ha 72 °C (xuOpuan3sanuja);

1) 25 mukiyca: 30 cekynau ua 95 °C (mzenarypaunja nanua JJHK);

h) 30 cexynnu Ha 62 °C (nenarypanuja nanna JJHK);

e) jenan MuHyT Ha 72 °C (IpoayxaBame Komuje);

K) MUKITyc: TeT MuHyTa Ha 72 °C (KOHAauYHO IPO/IyKaBambe);

3) npxartu Ha 4 °C.

Hanomena

OnTumMaiHi yciioBr Kopuinhema oBor nporpama JeHHUCAHU Cy
3a kopuithewse Ha PCR MJ Research PTC 200 thermal cycler. Moau-
(buKanmja Tpajama Kopaka LUKIIyca je BjepoBaTHO MOTpedHa y ciryyajy
ynorpebe apyrux mojena thermal cyclera.

1.4. Ananusa npoyKTa yMHOKaBamba PECTPUKIIMOHUM SH3UMOM

PCR npousBoxu ymuoxenn n3 JIHK C. m. subsp. sepedonicus mc-
[10JbaBajy KapaKTEPUCTUYHE HOIUMOPGHU3ME y TyKUHH PECTPHKIIHO-
Hux dparmenara ca enzumom Bgl I mocnuje unkybauuje ua 37 °C 30
MuHyTa. PecTpukunonn gparments 1o0HjeHn u3 creuduaHor $par-
menTa C. m. subsp. sepedonicus cy Beanunne 282 bp u 220 bp.

2. IIpunpema Goje 3a exekTpodopesy

2.1. bpomdenon mraso (10% KOHIEHTPOBAHH PAaCTBOP)

bpomdenon maso 5 g

Jecrunoana Boga (Ounectuiioana) 50 ml

2.2. Ilydep 3a bojeme

I'munepon (86%) 3,5 ml

Bpomdenon mraso (5.1) 300 pl

JlectunoBana Boja (6umectuiobana) 6,2 ml

3. 10 - Tpuc-aneraran u EDTA mydep (TAE), pH 8,0

Tpuc nydep 48 g

I'manjanna cupherna kucenuna 11,42 ml

EDTA (auuarpujymosa co) 3,72 g

JectunoBana Boga 1 1

Paspujenurtu jenaumyT npuje yrnorpebe (ump. Invitrogen wiam 3a-
MjeHa).

TTornassse IX
ITOTBPBEHU 1 OIOBPEHU PEATEHCH 3A FISH TECT

1. Onuro-npobe
Creru¢myna npoba 3a C. m. subsp. sepedonicus CMS-CY3-01:
57 - ttg cgg ggc gea cat ctc tge acg - 37,
Hecnemmduuna eydakrepujcka mpoda EUB-338-FITC: 5° - get gee
tcc cgt agg agt - 3.
2. PactBop 3a dukcupame

PactBop 3a duxcupame caapxu napadopMaliexui, KOju je TOK-
cuuan. Hocurr pykaBuie u He yaucaru ra. [Ipenopyuyje ce pangy au-
TecTopy.

Sarpujatu 9 ml Boze 3a ynmorpely y mpoueaypama MoJeKylapHe
6uonoruje (Hmp. yarpaducre Boxe) Ha oko 60 °C u nomaru 0,4 g ma-
padopmannexuna. [lapadopmannexus ce pacTBapa Iocinje 101aBamba
net karu 1N NaOH u mujemiamba Ha MarHeTHO) MjeIlalIUIIN.

IMonecutu pH Ha 7 nomajyhu 1 ml 0,1 M docdaruor nmydepa (PB;
pH 7,0) u ner xarmu 1 N HCI. Bpujennoct pH nposjeputu 1 nomohy
HHIMKAaTOp Tpaka u ako je morpebro nmogecure pH momohy HCI mmm
NaOH. V¥ pactBoprMa ca napadopMaliexuioM He yrorpedpaBatu pH
Mmerap.

IIpodunrpuparu pacTBop kpo3 MmeMOpancku puirep ox 0,22 um u
10 najbe ynorpebe dyBati Ha 4 °C 1 3aIITUTUTHU OJ IPAIIUHE.

Hamnomena
AnTepHATUBHU PacTBOP 3a (pukcupame je 96% eTaHom.

3.3 - Hybmix
NaCl2,7M
Tris-HCI 60 mM (pH 7,4)
EDTA (¢untep crepunucanu y ayrokiaasama) 15 mM
Paspujenuta 10 jenaHIyT IpemMa noTpeou.

4. PacTBop 3a XHOpHIH3aLHjy
1 - Hybmix
Harpujym-nonenun-cyndar (SDS) 0,01%
ITpo6a EUB 338 5 ng/ul
ITpo6a CMSCY301 5 ng/ul

[MpumpeMuTH KOMUYHHE pacTBOpaA 3a XUOPUAU3AINjy IpeMa IIpo-
pauynuma y TaGenu 1. Ilpemoxene KoIHIMHE 3a IPUIPEMAEbE CMjece
3a xubpuansauujy (y nasbem texery: Tabena 1). 3a cBaky miouniy (ca
JIBa pa3IM4NTa y30pKa y gymukary) Tpeba 90 ul pacrBopa 3a xubpu-
JU3anujy.

Tabemna 1.
TBHjE ocaMm
oYM | IUIOYHIA

CrepuiiHa yaTpayucTa Boja 50,1 200,4
3 - Hybmix 30 120
1% SDS 0,9 3,6
ITpo6a EUB 338 (100 ng/ul) 4,5 18
ITpo6a CMSCY301 (100 ng/ul) 4,5 18
Vkynna 3anpemunsa (pl) 90 360

Hanomena

CBe pacTBOpe KOjH CaJpike OJIMIO-Ipode OCjeTIbUBE HA CBjETIOCT
yyBartH y Mpaky Ha -20 °C. TokoM ynorpede 3alTUTUTH UX O AUPEKT-
HE CYHYEBE CBJECTIIOCTH WM SJIEKTPHYHOT CBjeTIIA.

5. 0,1 M docdaran nydep, pH 7,0

Na,HPO, 8,52¢

KH,PO, 5,44 g

JlectunoBana Bosia

PactBopuTH cactojke, poBjepuTH pH 1 cTepurcary y ayTokiIaBy
Ha 121 °C 15 munyrTa.

ITormaebpe X
TAJEBE TUTABOT TTATJIUIIAHA

Tlocujaru cjeme mnaBor nammiana (Solanum melongena) y macre-
PH30BaHU KOMIIOCT 3a cjeme. [IpecaauTu cujaHie ca MOTIyHO pa3BHje-
UM KotminenonuMa (10 no 14 nana) y mactepu3oBaH KOMIIOCT y Cak-
cujama.

IInaBu nammyanu Tpeda aa ce raju y CTakJIeHUKY 1oj cibenehum
yCJI0BMMa:

1) nyxxuHa mana: 14 yacoBa WM MPUPOIHA Ay)KHHA JaHA, ako je
Jyxa of 14 yacosa,

2) temneparypa: gan: ox 21 °C no 24 °C, noh: 15 °C.
OcjerspuBe copte miaBor namumpana: Black Beauty, Long Tom,
Rima, Balsas.

TTornassbe XI
TIOCTVYITIAK BOJEWA T10 TPAMY (HUCKEROVA
MOIND®UKALINIA), (DOETSCH, 1981)

a) PacTBOp KpucTan BHOIET

PactBopure 2 g xpucrain BuoieT y 20 ml 95% eranona. PactBopu-
Te 0,8 g amoHujym-okcanara y 80 ml gecrunosane Boae. [lomujenatu
JIBa pacTBOpa.

6) JIyrosnoB pactBop
Jonlg

Kanujym-jonun 2 g
Jectunosana Boga 300 ml

VYeutHutu cactojke kopucrehu tywak u aBa. Jlomatu cactojke
BOJIY M IPOMUjEIIIATH JIa C€ PACTBOPE Y 3aTBOPEHO] TIOCYIH.

B) PactBop madpannna 3a koHTpact

OCHOBHH pacTBOp:

- madpanus O 2,5g,

- 95% eranon 100 ml.

[Ipomujeraty i 4yBaTH.

Pazpujenuru 1 : 10 3a noOujame pagHor pacTBOpa.
IMoctynak 6ojema:

1. mpunpeMuTH pazmase, OCYIIMTH Ha BasAyXy M (UKCHpATH HX
3arpHjaBameM,

2. IIOYHILY TIPEJIUTH PACTBOPOM KPHUCTAJl BHOJIET U JIPIKATH jeNaH
MHHYT,

3. KpaTko ucnpard TeKyhom Boom,
4. npesuty JIyronoBuM pacTBOpOM jeaH MHUHYT,
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5. ucrnpary TeKyhom BOZOM H IIPOCYIINTH (HHITEP-TIATUPOM,

6. 60jy yxinonuta 95% eTtaHonoM, Koju ce Jo/aje Kall Mo KaIl WX
ce pa3ma3 yponu Ha 30 CeKyHJIM U JIaraHo IpoTpece,

7. uctipary TeKyhom BOZOM H IPOCYIIUTH HHITEP-TIATTUPOM,
8. mpenuTH pactBopoMm madpanuna 10 cexyHau,
9. ucrparu TekyhoM BOZOM U OCYIIUTH (DHITEP-TIAIIIPOM,

10. I'pam-mio3uTnBHE GakTepuje 60je ce JbyOHMIacTo-1IaBo, a I pam
HeratuBHe Oakrepuje 00je ce PyKUIACTO-L[PBEHO.

1420

Ha ocHoBy wrana 117. cras 3. 3akona o Bogama (“Ciryx0eHu
racHuk Peryonuke Cpricke”, 6p. 50/06, 92/09, 121/12 u 74/17)
" wiana 76. cras 2. 3akoHa 0 penyoimukoj yrpasu (“CiyxOeHu
mracHuK Pemy6nuke Cpricke”, Opoj 115/18), MunHCTap TOIBO-
TIPUBpEJIE, IIIyMapCTBa U BOAOIIPUBPEE T OH O CH

ONPABUJHUK
O BOIHOM HH®OPMALIMOHOM CHCTEMY

Ynan 1.

OBHM NPABHIHUKOM TIPOITHCYjY C€ YCIIOCTaBIbAbE U yIpa-
BJbatbe BOAHUM HH(POPMALMOHMM CHCTEMOM, CJIEMEHTH U
cajipXkaj ¥ HauYWH NPHUKYTJbaba, dyBamba, TUCTPHOYIHje 1 Ipe-
3eHTanyje nogaraka BomgHor nHGpOpMaInOHOT cucTeMa.

Ynau 2.

Boauu uH(OpPMAIMOHH CHCTEM je MPEXKHO OpHjeHTHCaH,
MOJIyJIapHH CHUCTEM Koju 00e30jeljyje MpuKyIbame, YHOIICHE,
OIpXKaBame, aHAIN3Y, IPE3CHTANN]Y ¥ AUCTPUOYIH]y IogaTaKa
0: TOBPILIMHCKMM M HOJ3EMHUM BOJaMa, Kjlacama M KaTero-
pHjaMa BOAHHX THjela, Kopuluhiewy BoIa, BOJHOM 3EMJBHIITY,
BOJIHMM rpaljeBUHaMa, 3aIUTUTH O] BOJA, 3ALITHTH BOJA, MO-
HUTOPHHIY, METCOPOJIOIIKUM CTaHHUIIaMa, BOIHO] TOKyMEHTa-
LIMjH, BOJHO] KapaKTepH3allnju, MariaMa OIIaCHOCTH U PH3UKa
Ofl TIOIUIABA, IUIAHOBMMA YIPaBJbaiba PU3UKOM O IOIUIABA,
HAayYHO-TEXHUYKUM M JPYIUM MOJalMa 3HAYajHUM 3a yrpa-
BJbAEbE BOJIAMA.

Ynan 3.

[TojmoBu KopuIIheHH Yy OBOM MPAaBWIHUKY UMajy cibenche
3HaYCHE:

1) mpoCTOpHY TOZAIM Cy CBH OHH TIOJAIM KOjH MMajy -
PEeKTHY WJIM WHIMPEKTHY Be3y ca CHeHU(DUYHOM JIOKALHjOM
M reorpadcKuM IoapydjeMm,

2) andaHyMepHUKH [OAIM Cy CBU OHH MOJAALM KOjU 32 Ha-
YUH MpeCTaBbama U 00paay uHdopmainuja, mopen nudapa,
KOPHICTE U CIIOBA U CTICLUjalTHE CHMOOJIE.

Ynau 4.

JaBHa ycranoBa “Boxe Cpricke” opranusyje, ycroctaBiba i
ynpassba BogHuM nH(OpManMoOHUM CHCTEMOM, KOju 00yXBaTa
oOmacHu pujednn ciuB pujeke CaBe U 00IACHU PHUjCYHHU CIIHB
pujexe Tpebuinmbuie.

Ynau 5.

Boauu nHGOPMALOHN CHCTEM YCIIOCTaBJba CE y CKIAmy
ca TeXHUYKHM HOpMama U CTaHAap/rMa 3a pa3Boj U yIpaBJba-
B¢ HHPOPMAIIOHUM CHCTEMHUMA, C [IHJBEM:

1) dhopmupama jeAMHCTBEHOT CHCTEMa MPHUKYIUbamba, BU-
JEHTHpPaba U dyBarba M0JaTaka U3 CEKTOpa BOJA,

2) naxiie pa3MjeHe nojaraka, e(huKacHUjer MpeTpakuBamba
u aHanm3e 6a3a mojaraka, HaJ30pa Ha/l MpolecuMa | rojaBama
y IPOCTOPY pajiyl OHOIICHa OAroBapajyhnx omnyka,

3) nmoBehama MPOIYKTUBHOCTH U €(PUKACHOCTH Y TIPOLIECY
[IOCJIOBA yIIpaBJbatba BOJAMa M MOOOJbIIAA KOMYHHKALHje
Mmely cyOjexTrma,

4) yHanpehuBama onmTer KBaJIUTeTa Mpoleca MiIaHupamba
1 OJUTyYHBambA,

5) yBohema jeIMHCTBeHNX CTaHAapAa, METoa U OCTyaKa
o0paJie rmojiartaka u3 CeKTopa BoJa.

Unaw 6.

(1) Boxguu mH(pOpPMAIMOHN CHCTEM CapXKH cibeaehe mo-
JTyJie 1o/iaTaKa o:

1) moBpIIMHCKMM BoJama (TIOallil O BOIOTOIMMA, BOoAaMa
crajahunama, kijacama u KaTeropujama, pujeyHiM Oa3eHnMa u
ap.),

2) xopumrhermy Bofa (HOmaM O 3aXBaTHMa BOJE, CHUCTE-
MHUMa 3a CHaOaMjeBame BOJOM, XHIPOTEXHHYKAM OOjeKTHMa,
IUTOBHUM ITyTeBHUMa U npahemy KOHIecHja u ap.),

3) mom3eMHUM Bozmama (TIOJAL O HM3BOpHMA, OyIICHHUM
o0jexkTiMa, KOMaHUM 00jeKTHMa, reoMOP(OTONIKIM 00jeKTH-
Ma, Tpacupamy IOJ3eMHHUX BOJA, LjjeJIMHaMa TO3eMHHX BOJa
up.),

4) BomHMM rpalieBrHamMa (TToany 0 JOKYMEHTAIH]H, y3/Iy-
JKHUM BOJHMM TpaljeBHHaMa, IONPEYHIM BOJIHUM TpaljeBHHa-
Ma H J1p.),

5) 3amTuTH ox BoAa (TMomamm O OAOpaHU ON TIOIUIABa,
3alITUTHAM OOjekTMa u Oapujepama, ypehemy BOIOTOKa,
MoIUIaBaMa, TeOMETPHjU BOZOTOKA U JIP.),

6) 3amTHTH BoJa (TIOZIAIM O 3alITHheHNM TOIpydjuMa, T0-
TEHIMjaJHUM 3arajiBadnMa, CHCTeMUMa OJIBO/IEbE, MHIM/CHT-
HUM 3aral)emuMa Boja u ap.),

7) MOHUTOPHUHTY (HOAAIM O CTaHMIAMA 3a IOCMaTpame
BOJIa, XMIPOJIOMIKUM CTaHMIAMa, CTaHHUIIaMa 3a MOCMaTpame
KBaJIUTETa BOJE, CTAHUIIaMa 3a II0CMaTpame HUBOA Boze, Ouo-
JIOLIKOM MOHHUTOPHHTY H 1p.),

8) MereoponomkuM cTaHuIaMa (MOJAM O METEOPOJIONI-
KM CTaHHUIIaMa, JIOKaIFjaMa, JOKyMeHTalnja O METeOpOJIONI-
KHM MjeperbuMa, KapaKTePUCTHIHIM MjeperbiMa, BpEMEHCKHM
MOfIallIMa O METEOPOJIOIIKAM MjeperiMa U 1Ip.),

9) BoIHOj KapakTepu3anuju (TIOIaIH O KapaKTepUCTUKaMa
BOJHHX MOZPYYja U pUjedHHX Oa3eHa 3a moTpede u3paje miaHa
yIpaBJbamka pUjedHAM OazeHHMa),

10) Mamama OIacHOCTH M Marama pH3HKa O MorJiaBa (To-
Jlaly O IUIABHUM 30HaMa U PU3MIMMA 32 Pa3IM4UTe BjepoBar-
Hohe noruiasa),

11) BoaHOj HoKyMeHTaluju (IOAALH O 3aXTjeBUMa 3a M3/1a-
BambC BOJHUX aKaTa, U3IaTUM BOJHUM CMjepHHIIAMa, BOIHUM
carIacHOCTHMa M BOJIHMM JI03BOJIaMa, YIIPaBHUM IpOIecHMa
u 1p.),

12) BOmHOM 3eMJBHIITY (IIOAIM O KaTaCTapCKUM OIILTH-
HaMa M KaracTapCKMM IiapleiiamMa Koje oO0yxBaTa BOJIHO
3eMJBUINTE, BIACHHYKHM OIHOCHMA, BPCTH BOIHOT J100pa U
kopuihermsy BOTHOT 3eMJBHINTA H JIp.),

13) peructpy eBUACHIM]ja O HHCIICKIIN]jCKOM MPETIIey,

14) oxBoamaBamy M HABOJAHABAY (IOAAIM O CHCTEMUMA
3a OJIBO/H-ABAME, CHCTEMHIMA 33 HABOAMH-ABAE, O 3€MJBHIITY,
MEJIMOPALIMOHUM U CIMBHUM MOAPYYjUMA U Ap.),

15) karactpy Oyjuia u mMoaena OCjeTJbUBOCTHU (IIOALHM O
€po3uju, THIIOBUMA, KaTeropujama, Mpeay3eTHM Mjepama U
ap.),

16) ninaHoBHUMa yIpaB/baba PU3UKOM OJ IOILIaBa (IIO1alU
00MjeHn U3 IJIaHOBa yIpaBJbara PU3MKOM OJf IOIUIaBa, He-
rpaheBHHCKe Mjepe 3a 3aIITUTY OJf BOAA, IIPABIITHHI ¥ OCTAJIN
aKTH | JIp.),

17) ocrano (momaru o axpecapy, OpraHU3aIHji yIIpaBiba-
a, JIOKAIWjaMa, HayqHO-TeXHWIKHUM U IPYTHM CTBapHMa OUT-
HHM 3a yIIPaBJbabe BOJaMa).

(2) Iomamu u3 craBa 1. oBOr wiaHa pa3BpCTaBajy ce Ha
MIPOCTOPHE U anpaHyMEepHUKe.

Unan 7.
Honauu koju ce yHoce y Bonuu unpopmanuonu cucreM
MIPUKYIUBAjy ce o1
1) penyONMMYKHX OpraHa M OpraHHU3alyja,
2) jenuHMIA JTOKATHE CaMOYIIpaBe,

3) mpuBpenHuX cy0jekara uuje aKTHBHOCTH UMajy YTHLA]
Ha BOZHHU PEXKUM,

4) jaBaux mpeay3eha u3z obnactu BomonpuBpee.



