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SAZETAK

Izvorni znanstveni ¢lanak
Original scientific paper

Proizvodnja maline (Rubus idaeus L.), kao jedna od najperspektivnijih grana

v vz

vocarstva u Bosni i Hercegovini, mogla bi biti trajno ugroZena zbhog sve cescega

pojavljivanja bolesti bakterioznoga tumora korijena, ¢iji je uzro¢nik Agrobacterium
tumefaciens. Cilj ovoga rada bio je ispitati morfoloske promjene na sadnicama mali-
ne izazvane bakterijom A. tumefaciens, kao i veli¢inu i brojnost tumora u zavisnosti
od primijenjenoga bioloskog ili kemijskog tretmana. U radu je koristen referentni
soj Agrobacterium tumefaciens MTCC 431 (ATCC 15955). Morfometrijski parametri
na sadnicama maline izmjereni su uz pomo¢ programa ImageJ 1.48v. Za mjerenje
dijametra guka koristeno je binokularno povecalo pri uveéanju od 20x. Statisticka
analiza rezultata podrazumijevala je analizu glavnih komponenata na osnovi korela-
cijske matrice u racunalnome programu R v. 3.4.0. Sadnice maline koje su inokuli-
rane bakterijom A. tumefaciens imale su nizi potencijal rasta u odnosu na kontrolnu
skupinu. Soj K1026 Rhizobium rhizogenes kao aktivna tvar biopesticida pozitivno je
utjecao na rast zaraZenih biljaka maline suzbijajuci infekciju. Primijenjeno kemijsko
sredstvo na bazi bakrova (I) oksida pokazalo je nesto manji uc¢inak na intenzitet pro-
mjena uzrokovanih A. tumefaciens u odnosu na biolosko sredstvo. U ovome je radu
zabiljeZen i niZi intenzitet promjena kod istodobne primjene hiopesticida i fungicida
u odnosu na pojedinacne tretmane.

Kljucne rijec¢i: Rubus idaeus L., Agrobacterium tumefaciens, bakteriozni tumor korije-

na maline, morfoloske promjene, ucinkovitost sredstva za zastitu bilja

uvoD

Bosna i Hercegovina (BiH) posljednih godina postaje
sve prepoznatljivija po uzgoju maline, koji biljezi obimnu
ekspanziju na cjelokupnome podrucju. Proizvodnja mali-
ne donosi relativno brz povrat uloZenih sredstava i daje
moguénost zapoSljavanja ruralnoga stanovni$tva, kod
kojega je evidentan interes za ovu vrstu poljoprivredne
proizvodnje (Kurtovi¢ i sur., 2016.). Na podrucju BiH u
masovnu je proizvodnju 2008. godine uvedena nova
sorta maline pod imenom ,Polka”“. Nije se radilo samo o
novoj sorti, ve¢ i 0 novome tipu maline, s apsolutno razli-
¢itom tehnologijom uzgoja u usporedbi s tradicionalnim
sortimentom, koji podrazumijeva dvogodisSniji tip maline
Willamette” (Siljkovié, 2001.). Zbog niza pozitivnih
karakteristika, ova sorta brzo je probudila interes struc-
njaka i uzgajivaca u BiH.
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Uzgajivaci maline u BiH sve se CeSte susreéu s
pojavom bolesti uzrokovane bakterijom A. tumefaciens, a
koja se oCituje pojavom gomoljastih izraslina (tumora) na
korijenu maline, $to rapidno smanjuje prihode i ugroZava
proizvodnju. Uslijed ove bolesti dolazi do velikih gospo-
darskih Steta naroCito u rasadniCarskoj proizvodniji, u kojoj
gubitci mogu iznositi i viSe od 80 %. Ukoliko se za sadnju
koriste zarazene bilike, u kasnijim fazama razvoja moze
doci do usporenoga porasta i smanjenja prinosa, pa c¢ak
i do izumiranja biljaka (Poncet i sur., 1996.; Kuzmanovi¢ i
sur., 2011.; Pacurar i sur., 2011.; Jailani i sur., 2022.).
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sc. Jasmin Grahi¢ — Univerzitet u Sarajevu, Poljoprivredno-prehrambeni
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Prema tome, za suzhijanje ove bolesti najucinkovitije
su preventivne mjere, koje se sastoje od izbora zdravoga
sadnog materijala i nezaraZenoga tla za podizanje novih
nasada maline. A. tumefaciens inficira podzemne dijelove
bilike, odnosno korijenov sustav i lazni korijenov vrat
izdanka maline izazivajuci velike Stete u nasadima ove
vocarske kulture. Bolest je karakterizirana brzom prolife-
racijom stanica u korijenskome ovratniku ili kruni, uslijed
Cega nastaju brojne gomoljaste izrasline u podzemnome
dijelu bilike unutar kojih se nalaze bakterije (Pulawska,
2010.; Subramoni i sur., 2014.; Vinogradova i sur., 2015.).
Tumori remete funkciju korijena, ometajuéi protok vode i
mineralnih tvari. Na zdrave biljke zaraza se prenosi preko
ozljeda i oStecenja koja nastaju prilikom obrade tla, rezi-
dbe i vektorima, a u nasade se unosi zarazenim sadnim
materijalom (Bozi¢, 2013.). Ako je biljka u blizini bakterije
o$tecena, bakterija dolazi do mjesta oS$te¢enja kemotak-
sijom, privu¢ena kemoatraktorima (amino-kiselinama,
Secerima, organskim kiselinama i fenolima) koje luce
oStecene biljne stanice. Bakterija inficira biljku ulaze¢i u
korijen ili stablo na mjestu ozljede i dolazi do intrastanic-
noga razmnozavanja i Sirenja bakterija u biljnome tkivu.
Stanice biljnoga tkiva zahvaéene infekcijom rapidno se
umnoZavaju i rastu formiraju¢i tumore, a virulentnost i
sposobnost stvaranja tumora zavisi od prisustva Ti plaz-
mida u bakteriji. Tumorske, odnosno transformirane biljne
stanice oslobadaju posebne spojeve - opine. Bakterije s
povrSine tumora mogu ponovo dospjeti u tlo (McLaughlin,
1991.; Agrios, 1997.; Vinogradova i sur., 2015.; Guo,
2019.).

Proucavanje utjecaja bakterije A. tumefaciens na
razliGite vrste biljaka uglavnom je iSlo u smjeru prona-
laZenja natina kontrole ove bolesti primjenom razli¢itih
baktericida, a u novije vrijeme i primjene razli¢itih bioak-
tivnih spojeva i bakterija (Khmel i sur., 1998.; Veselov i
sur., 2003.; Islam i sur., 2010.; Vinogradova i sur., 2015.;
Lee i sur., 2020.; Ahmed i sur., 2022.). Kao mehanizme
kontrole i suzbijanja Sirenja zaraze u nasadima uzgajivaci
primjenjuju komercijalno dostupna sredstva za zaStitu
bilja (SZB) Sirokoga spektra djelovanja. Na trzi§tu BiH
dostupan je Nordox 75 WG, povrSinski fungicid Siroko-
ga spektra djelovanja na bazi bakra iz bakrenog oksida.
Suzhbija Sirok spektar gljivicnih bolesti. Takoder, koristi se
i u suzbijanju bakterijskih bolesti na raznome bilju.

U literaturi se kao jedan od mehanizama suzbijanja
bolesti uzrokovane A. tumefaciens navodi primjena bio-
loSkoga agensa, to jest bakterije Rhizobium rhizogenes
(ranije Agrobacterium radiobacter), koja sintetizira i izlu-
Cuje agrocin 84 (Bouzar i sur., 1991.; Vicedo i sur., 1993.;
Kim, 2006; Ellis i sur., 2017.). Spomenuti produkt blokira
sposobnost A. tumefaciens da replicira svoju DNK, ¢ime
se smanjuje njezin Stetan u€inak na zaraZene biljke (Kim,
2006.). Komercijalno dostupan bioloski preparat Nogall
sadrzi €istu kulturu nepatogene bakterije tla R. rhizogenes
soja K1026, suspendiranu u prethodno steriliziranome, fino
usitnjenom tresetnom mediju. Stanice soja K1026 mogu
kolonizirati o$teceno hiljno tkivo i blokirati infekcije domi-
nantnim patogenim agrobakterijama koje uzrokuju tumore
korijena i mladica mnogih hortikulturnih biljaka.

Cilj je ovoga rada bio ispitati uc¢inak kemijskoga
sredstva na bazi bakra iz bakrenoga oksida i bioloSkoga
sredstva na bazi R. rhizogenes soj K1026, kao i njihova
kombiniranoga djelovanja na morfoloSke promjene, veli-

¢inu i brojnost tumora izazvanih Agrobacterium tumefa-
ciens na zarazenim sadnicama Rubus idaeus L. ,Polka”.

MATERIJAL | METODE

IstraZivanje je provedeno 2020. godine u Laboratoriju
za biljnu virologiju i mikrobiologiju Odsjeka za biolo-
giju Prirodno-matematickoga fakulteta Univerziteta u
Sarajevu. Biljni materijal koriSten u ovome istrazivanju
bile su sadnice maline (Rubus idaeus L.) ,Polka” iz rasad-
nika ,Citadela”. Mlade, kontejnerske sadnice maline
dopremljene su do Laboratorija za biljnu virologiju i presa-
dene u lonce promjera 9 cm, koji su napunjeni sterilnim
supstratom (mjeSavina crnoga i bijelog treseta). Biljke su
drzane u kontroliranim laboratorijskim uvjetima osvijetlje-
nja (18 sati umjetnoga osvjetljenja dnevno) i temperature
(23°C). U radu je koriSten referentni soj Agrobacterium
tumefaciens MTCC 431 (ATCC 15955) pribavljen iz kolek-
cije mikrobioloSke zbirke iz Indije (engl. Microbial Type
Culture Collection, Chandigarh, India).

Za ispitivanje ucinaka bioloSkoga agensa R. rhizo-
genes soj K1026 na infekciju korijena maline bakterijom
A. tumefaciens koriSten je biopesticid Nogall (BASF
Australia) u obliku otopine za potapanje korijena, pri-
premljen prema proizvodacevoj uputi (2.6x107 CFU/ml).
Za ispitivanje u€inaka fungicida na bazi bakra na razvoj
tumora korijena maline primjenjen je Nordox (NORDOX
INDUSTRIER A.S., Norveska) u obliku otopine koncentra-
cije 0.15% (15 g u 10 | vode).

Istrazivanije je obuhvatilo 100 zdravih sadnica mali-
ne, koje su bile podijeljene u pet skupina od po dvadeset
sadnica, od kojih je jedna predstavljala kontrolnu skupi-
nu. Mehanicka inokulacija bakterijom A. tumefaciens na
aklimatizirane sadnice maline obavljala se u asepti¢nim
laboratorijskim uvjetima, uz uporabu sterilnoga pribora.
Za inokulaciju A. tumefaciens u biljno tkivo bilo je potreb-
no sterilnom oStricom raniti biljke u predjelu korijenova
vrata. Potom je A. tumefaciens iz kulture sterilnom ezom
nanoSen na oSteceni dio bilike. Prva skupina zdravih,
neinokuliranih sadnica maline predstavljala je kontrolnu
varijantu. U drugoj skupini sadnice maline mehanicki su
inokulirane kulturom A. tumefaciens. Na trecu je skupinu
biljaka nakon inokulacije A. tumefaciens primjenjen bio-
loski tretman, za koji je koriSten R. rhizogenes soj K1026
pripravljen u obliku otopine za potapanje korijena. Korijen
cetvrte skupine biljaka sedam dana nakon inokulacije A.
tumefaciens tretiran je otopinom bakrova (l) oksida. Za
ispitivanje u€inaka kombiniranoga djelovanja bioloskoga i
kemijskog agensa peta je skupina sadnica nakon inokula-
cije A. tumefaciens tretirana R. rhizogenes sojem K1026,
a sedam dana nakon toga otopinom bakrova () oksida.

Analiza odabranih morfometrijskih parametara bilja-
ka iz razlicitih skupina provedena je 28 dana nakon
postavljanja pokusa. Visina sadnica maline mjerena je
metrom. Morfometrijski parametri koji uklju€uju duljinu
lista s petelikom, duljinu i Sirinu listi¢a te duljinu i Sirinu
korijena s korijenskim dladicama mjereni su uz pomo¢
milimetarskoga papira. Za mjerenje duljine i Sirine kori-
jenskih dlacica koriSten je program ImageJ 1.48v. Za
odredivanje ukupnoga broja i dijametra guka korijen
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zarazenih biljka bilo je potrebno isprati u Cistoj vodi. Za
mjerenje dijametra guka koriStena je binokularno poveca-
lo marke Reichert (Njemacka) pri uveéanju od 20x. Prije
postupka mjerenja obavljeno je bazdarenje mikrookulara
i mikroobjektiva. Mikrookularom je mjeren najmaniji i
najveci dijametar guke te je odredena srednja vrijednost
mijerenja. Dijametar guka izraCunan je na osnovi srednje
vrijednosti pomnozene prethodno odredenim koefici-
jentom. Nakon zavrSenoga pokusa, koriSteni supstrat i
sadnice tretirane su /zosanom G, granuliranim praSkom
za opcu sanitaciju i dezinfekciju, koji se smatra ekoloski
prihvatljivim sredstvom, kako bi se sprijeCio kontakt
zarazenoga tla i biljaka s tlom u prirodi.

Svi rezultati obradeni su metodom deskriptivne sta-
tistike uz koriStenje Microsoft Excela. Statisticka analiza
rezultata dobivenih pra¢enjem fenotipskih karakteristika
podrazumijevala je primjenu analize glavnih kompone-
nata (engl. Principal Component Analysis, PCA). Analiza
glavnih komponenata (Hotelling, 1936.) provedena je na
osnovi korelacijske matrice u racunalnome programu R
v. 3.4.0 (R Core Team, 2017.). U navedenoj su matrici
bila ukljucena kvantitativna svojstva za sve promatra-
ne parametre, odnosno kvantitativna svojstva za sve
kombinacije modaliteta pokusnih faktora. Na grafickome
prikazu analize glavnih komponenata vidljiva je disperzija
parametara, odnosno kombinacija modaliteta pokusnih
faktora na osnovi prvih dviju glavnih komponenata.

REZULTATI | RASPRAVA

Vrijednosti morfometrijskih parametara sadnica
maline inokuliranih bakterijom Agrobacterium tumefa-
ciens i podvrgnutih razli¢itim tretmanima prikazani su u
Tablici 1. Rezultati istrazivanja pokazuju razlike u vrijedno-
stima morfometrijskih parametara kod tretiranih biljaka u
odnosu na kontrolnu, zdravu liniju biljaka. Kod kontrolne
varijante biljaka uocen je normalan rast i razvoj lista i
korijena u odnosu na sadnice iz drugih varijanata, pri
¢emu su biljke iz svih varijanata imale potrebne nutrijente
iz tla koje je bilo periodi€no navodnjavano. Za razliku od
kontrole, sadnice maline zarazene A. tumefaciens imale
su nizi potencijal rasta i razvoja lista (Tablica 1., Varijanta
2.). Medutim, uocen je povecan potencijal rasta korijena
(Tablica 1., Slika 1.). Slicne promjene na korijenu Rubus
arcticus L. zabiljezili su Kokko i Kérenlampi (1998.) ispi-
tujudi reakciju biljke na infekciju A. tumefaciens. Prema
navedenim autorima, na korijenu inokuliranih biljaka
uocene su brojne gomoljaste izrasline, odnosno guke.
A. tumefaciens inducira tumorigenezu koja se odlikuje
brzom proliferacijom stanica na spoju korijena i stabljike
bilike u vidu tumora (Pulawska, 2010.; Kado, 2014,
Vinogradova i sur., 2015.; Sekine i Shinmyo, 2020.; Aloni
i Aloni, 2021.).

Tablica 1. Vrijednosti morfometrijskih parametara sadnica iz razli¢itih varijanata
Table 1. Morphometric parameters values of seedlings from different variants

. Varijanta 1/ Varijanta 2 / Varijanta 3 / Varijanta 4 / Varijanta 5 /
Parametri/Parameters Variant 1 Variant 2 Variant 3 Variant 4 Variant 5
Visina biljke (cm) / 111+29.28 100+29.08 103.58+32.22 | 92.22+31.89 94.04+36.17
Plant height (cm)

List s peteljkom (cm) / 17.91+0.54 15.79+0.88 15.91+1.90 13.17+2.80 11.57+2.98
Leaf with petiole (cm)

Sirina listiéa {cm) / 5.4+0.10 3.750.65 3.820.64 3.74+132 2.72+0.72
Leaf width (cm)

Duljina listica (cm) / 9.51+0.26 6.88+1.29 6.93+1.41 6.72+2.08 5.05+1.85
Leaf length (cm)

Sirina bognoga korijencica (cm) / 0.28+0.07 0.3+0.08 0.27+0.09 0.33+0.14 0.26+0.06
Lateral root width (cm)

Duljina korijena s korijenskim dlacicama (cm) / 20.76+2.95 20.98+9.14 22.05+3.57 19.76+4.79 19.35+5.0
Root length with root hairs (cm)

Sirina korijenskih dlacica (cm) /

Width of root hairs fom) 0.06+0.02 0.15+0.05 0.12+0.03 0.080.05 0.07+0.02
Duljina korijenske diake (cm) / 15.3+3.41 15.57+10.08 15.06+5.89 15.87+6.11 15.92+6.34
Length of root hairs (cm)

Broj guka (n) / 00,00 3.57+2.29 257+1.81 3.42+2.07 3.57+1.90
Number of galls (n)

Promjer guka (cm) / 00,00 0.53+0.21 0.46+0.20 0.48+0.17 0.53+0.19
Gall diameter (cm)

Sve vrijednosti predstavljene su kao srednja vrijednost mjerenja +standardna devijacija

Varijanta 1 — kontrolna linija (netretirane biljke); Varijanta 2 — biljke inokulirane bakterijom A. tumefaciens; Varijanta 3 — biljke inokulirane A. tumefaciens i tretirane
R. rhizogenes sojem K1026; Varijanta 4 - biljke inokulirane A. tumefaciens i tretirane bakrovim (I) oksidom; Varijanta 5 - biljke inokulirane A. tumefaciens, tretirane

R. rhizogenes sojem K1026 i bakrovim (I) oksidom
All values are presented as mean values + standard deviation

Variant 1 — control line (untreated plants); Variant 2 — plants inoculated with A. tumefaciens; Variant 3 — plants inoculated with A. tumefaciens and treated with R.
rhizogenes strain K1026; Variant 4 - plants inoculated with A. tumefaciens and treated with copper (I) oxide, Variant 5 — plants inoculated with A. tumefaciens, trea-

ted with R. rhizogenes strain K1026 and copper (1) oxide
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Slika 1. List i korijen maline iz razli¢itih varijanata: A) List s peteljkom kontrolne varijante maline; A1) Korijen kontrolne varijante maline; B) List s peteljkom sadnice
zarazene A. tumefaciens; B1) Korijen sadnice maline zarazene A. tumefaciens; C) List s peteljkom sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane R. rhizogenes sojem K1026;
C1) Korijen sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane R. rhizogenes sojem K1026; D) List s peteljkom sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane bakrovim (1) oksidom;
D1) Korijen sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane bakrovim (I) oksidom; E) List peteljkom sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane R. rhizogenes sojem K1026 i
bakrovim (1) oksidom; E1) Korijen sadnice zarazene A. tumefaciens tretirane R. rhizogenes sojem K1026 i bakrovim (I) oksidom

Figure 1. Raspberry leaf and root from different variants: A) Leaf with petiole (cm) of the raspberry control variants; A1) Raspberry control variants root; B) Leaf with
petiole of a seedling infected with A. tumefaciens; B1) Root of raspberry seedling infected with A. tumefaciens, C) Leaf with petiole of a seedling infected with A.
tumefaciens, treated with R. rhizogenes strain K1026; C1) Root of seedlings infected with A. tumefaciens, treated with R. rhizogenes strain K1026; D) Leaf with petiole
of seedling infected with A. tumefaciens, treated with copper (1) oxide; D1) Root of seedlings infected with A. tumefaciens, treated with copper (I) oxide; E) Leaf with
petiole of seedling infected with A. tumefaciens, treated with R. rhizogenes strain K1026 and copper (I) oxide; ET) Root of seedlings infected with A. tumefaciens,

treated with R. rhizogenes strain K1026 and copper (I) oxide

Kod biljaka koje su inokulirane A. tumefaciens, a
zatim tretirane R. rhizogenes sojem K1026, zabiljezene
su vece vrijednosti pracenih morfometrijskih parametara
nadzemnoga dijela biljaka u usporedbi s biljakama koje
su inokulirane A. tumefaciens bez dodatnih tretmana
(Tablica 1.). Takoder, kod biljaka iz tre¢e varijante uoceno
je smanjenje dlakavosti korijena i nizi potencijal rasta
korijena u usporedbi s bilikama iz varijante 2, Sto potvrduje
antitumorska svojstva R. rhizogenes. Na korijenu biljaka
zabiljeZen je nesto maniji broj guka i njihov manji promjer.
Prema tome, primjena bioloskoga agensa imala je pozitivan
ucinak na inficirane biljake. Dokazano je da sredstva koja
sadrze agrocin 84, spoj koji pripada novoj klasi antibiotika
nazvanih inhibitori amino acil tRNA, djeluju na smjanjenje
intenziteta promjena izazvanih bakterijom A. tumefaciens

(Bouzar i sur., 1991; Vicedo i sur., 1993.; Kim, 2006; Ullrich
i sur., 2019.; Travin i sur 2021.; Asenstorfer i sur. 2022.).
Burr i sur. (1993.) navode da je agrocin 84 smanijio inten-
zitet tumora korijena maline u Madarskoj, ali nije pruzio
dugoroénu zadovoljavajuéu kontrolu bolesti.

Kod biljaka iz Cetvrte varijante, koje su nakon inoku-
lacije A. tumefaciens tretirane otopinom bakrova (1) oksi-
da, zabiljezene su dosta nize vrijednosti parametara visine
bilike i duljine lista s peteljkom u usporedbi s biljkama iz
prvih triju varijanata. Takoder, zabiljezen je nizi potencijal
rasta korijena i dlakavosti, dok je duljina korjenskih dlaci-
ca pokazala pozitivan trend rasta (Slika 1.D). Broj i pro-
mjer guka bio je neSto manji u odnosu na biljke iz druge
varijante, ali vecéi u usporedbi s biljkama iz trece varijante.
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Nize vrijednosti veéine pracenih morfometrijskih
parametara nadzemnoga dijela biljaka zabiljezene su u
tretmanu kombiniranoga djelovanja biopesticida i fungici-
da. Zabiljezen je nizi potencijal rasta korijena i dlakavosti u
odnosu na biljke izloZzene pojedinac¢nom djelovanju SZB-a.
Duljina korijenskih dlacica pokazala pozitivan trend rasta
u odnosu na biljke iz prvih Cetiriju varijanata. Zabiljezene
su sli¢ne vrijednosti broja i promjera guka kao kod biljaka
iz druge varijante (Tablica 1., Varijanta 5; Slika 1.E).

Analiza odabranih parametara provedena je na
temelju korelacijske matrice, u koju su bile uklju¢ene
srednje vrijednosti svih praéenih kvantitativnih svojstava.
Dobiveni broj odabranih parametara (PC) bio je jednak
broju pocetnih, izvornih kvantitativnih varijabla. Od uku-
pno 10 novoformiranih sintetskih varijabla, prvih pet je
detaljnije analizirano kroz njihove svojstvene vrijednosti
i udio koji su one imale u ukupnoj varijansi (Tablica 2.).

Tablica 2. Svojstvene vrijednosti, udio varijance i kumulativna varijanca povezana s prvih pet glavnih vrijednosti
komponenti (PC), procijenjenih iz korelacijske matrice s 10 varijabla

Table 2. Eigenvalues, variance shares, and cumulative variance related to the first five main component values (PC),

estimated from a correlation matrix with 10 variables

Varijable / PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Variables

Svojstvene / 23294 15444 1.0861 1.0045 0.0000
Eigenvalues

Udio varijance (%) /

Variance shares (%) 54.26 23.85 11.80 10.09 0
Komulativna varijanca (%) /

Cumulative variance (%) 54.26 78.12 83.91 100 100

root; PC4 — length of root hairs; PC5 — plant height

Varijable s najve¢im vrijednostima svojstvenih vektora u prvih pet glavnih komponenata su sljedec¢e: PC1 — list s peteljkom, Sirina listi¢a, duljina listi¢a i
promjer guka; PC2 — duljina korijena s korijenskim dlacicama, Sirina korijenskih dlacica i broj guka; PC3 — Sirina bo€noga korjenci¢a; PC4 — duljina kori-
jenskih dlacica; PC5 — visina biljke / The variables with the highest values of eigenvectors in the first five main components are as follows: PC1 — leaf
with petiole, leaf width, leaf length and gall diameter; PC2 — root length with root hairs, width of root hairs and number of galls; PC3 — width of lateral

Najznacajnija svojstva PC1 odnose se na morfome-
trijska svojstva lista i lisne plojke, kao i na promjer guka.
Najvece vrijednosti svojstvenih vektora u prvoj kompo-
nenti imali su list s peteljkom i duljina listica (0.3863 i
0.3794). Nesto niZe vrijednosti svojstvenih vektora poka-
zali su Sirina listi¢a (0.3777), dok je najniza svojstvena
vrijednost vektora zabiljeZzena za promjer guka (0.3341).
U drugoj komponenti najvece vrijednosti svojstvenih vek-

tora pokazali su Sirina korijenskih dlacica i duljina korijena
s korijenskim dlacicama (0.6250 i 0.4405), a najnizu svoj-
stvenu vrijednost vektora imao je broj guka (0.4298). U
tre¢oj komponenti najvece vrijednosti svojstvenih vektora
pokazala je Sirina bo¢noga korjen¢iéa (0.7112), u Eetvrtoj
duljina korijenskih dlacica (0.3488), a u petoj komponenti
visina biljke (0.7520; Tablica 1.).

Tablica 3. Doprinos analiziranih svojstava u ukupnoj varijabilnosti pokusa
Table 3. Contribution of analyzed properties in the total variability of the experiment

Parametri / PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Parameters

Visina biljke (cm) /

Plant height (cm) -0.4128 -0.0867 0.1706 -0.1508 -0.7520
List s peteljkom (cm) /

Leaf with petiole (cm) -0.3794 -0.2063 -0.1639 -0.2914 -0.0608
Sirina listi¢a (cm) /

Leaf width (cm) -0.3777 0.0496 -0.3509 -0.2723 0.3209
Duljina listi¢a (cm) / -0.3863 0.0159 -0.3297 -0.2464 0.1296
Leaf length (cm)

Sitina botnoga korjentica (cm) / 0.0219 0.0644 07112 0.6224 0.2925
Lateral root width (cm) ' ' ' ’ ’
Duljina korijena s korijenskim dlacicama (cm) /

Root length with root hairs (cm) -0.2628 -0.4405 0.1382 0.3724 0.1379
Sirina korijenskih dlacica (cm) /

Width of root hairs (cm) 0.1094 -0.6250 0.0482 0.0258 -0.1893
Duljina korijenskih dlacica (cm) / 0.3486 0.2662 -0.2037 -0.3488 -0.4033
Length of root hairs (cm) ' ’ ) ' ’

Broj guka (n) /

Number of galls (n) 0.2812 -0.4298 -0.2261 -0.2634 -0.0032
Promier guka (cm) / 0.3341 -0.3206 -0.3040 -0.1992 0.0891
Gall diameter (cm)
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Na osnovi komparativne analize (Grafikon 1.) moze-
mo uoCiti da su morfometrijski parametri (visina biljke,
list s petelikom, duljina i Sirina listi¢a, Sirina boc¢noga
korjenciéa i duljina korijena s korijenskim dlaicama) u
pozitivnoj korelaciji kod kontrolne skupine sadnica maline
s obzirom na to da su biljke rasle u optimalnim uvjetima
za njihov rast i razvoj. U kontrolnoj skupini sadnica koje
nisu inokulirane bakterijom A. tumefaciens nisu uoCene

.z

Aishio
A

Dim2 (23.9%)
[w]+]=]>]=]

Dim (54.3%)

Grafikon 1. Komparativna analiza varijanti sadnica maline

guke. Za razliku od kontrolnih, morfometrijski parametri
biljiaka na koje je mehanicki inokuliran patogeni soj
bakterije su u pozitivnoj korelaciji sa Sirinom korijenskih
dlacica, brojem guka i njihovim promjerom. S druge stra-
ne, morfometrijski parametri su u apsolutnoj negativnoj
korelaciji s duljinom korijena. Takoder, kod zaraZenih bilja-
ka smanjena je duljina lista s peteljkom, Sirina i duljina
listi¢a, ali i visina biljke (Grafikon 1.).
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Figure 1. Comparative analysis of variants in raspberry seedlings

Morfometrijski parametri zarazenih sadnica maline
tretiranih bioloSkim agensom su u pozitivnoj korelaciji s
duljinom korijena s korijenskim dladicama, visinom biljke
te duljinom i Sirinom listica, a u negativnoj korelaciji s
Sirinom korijenskih dlaica te brojem i promjerom guka,
Sto potvduje €injenicu da R. rhizogenes soj K1026 sma-
njuje negativan ucinak A. tumefaciens (Burr i sur. 1993.;
Vicedo i sur., 1993.; Kim i sur., 2006.; Chopra i sur.,
2013.; Asenstorfer i sur., 2022.). Dobiveni su rezultati
u skladu s Kerrovim istrazivanjima (2016.), koji navodi
da je kontrola bakterioznoga tumora koriStenjem nepa-
togenog soja R. rhizogenes uspjes$no primjenjivana na
razli¢itim biljnim vrstama Sirom svijeta. Nadalje, rezultati
rada pokazuju da je primjena bakrova (I) oksida takoder
utjecala na smanjenje intenziteta promjena izazvanih bak-
terijom A. tumefaciens. UoCena je negativna korelacija
izmedu duljine korijena s korijenskim dladicama, lista s
petelikom, visine biljke, duljine i Sirine listi¢a, ali i promje-
ra i broja guka (Grafikon 1.). Na sadnicama maline koje
su prethodno bile mehanicki inokulirane A. tumefaciens,
a zatim tretirane R. rhizogenes i bakrovim (I) oksidom,
analizirani parametri pokazuju sli¢ne korelacijske odnose
kao i kod sadnica iz Cetvrte varijante, koje su tretirane
samo bakrovim (l) oksidom, Sto je posebno uocljivo na
parametru Sirine korijenskih dlacica. Negativna korelacija
zabiljezena je izmedu duljine korijena s korijenskim dla-
Cicama, lista s peteljkom, visine biljke te duljine i Sirine

listica. Morfometrijski parametri sadnica maline negativ-
no koreliraju sa Sirinom korijenskih dladica te brojem i
promjerom guka. U ovome je radu zapaZen niZi intenzitet
promjena kod istovremene primjene ovih dvaju SZB-a u
odnosu na pojedinacne tretmane (Grafikon 1.). Rezultati
provedenoga istrazivanja pruzaju uzgajivacima maline
sorte ,Polka” u BiH nova saznanja o ucinkovitosti komer-
cijalno dostupnih fungicida i biopesticida na trzistu BiH.

ZAKLJUCAK

lako se tumorska bolest vrata korijena biljaka uzro-
kovana bakterijom A. tumefaciens intenzivno proucava
u svijetu, i dalje uzrokuje velike Stete u vocarsvu, pa je
iznalaZenje kontrolnih mjera izazov za mnoge istrazivace.
Kozmopolitsko Sirenje ove bakterije, efikasni mehanizmi
izbjegavanja obrambenoga mehanizma biljaka, jedin-
stvena patologija i kolonizacija bilike doprinose otezanoj
prevenciji i kontroli bolesti.

Upravo provedena istrazivanja pokazuju razlike u
vrijednostima morfometrijskih parametara kod biljaka
tretiranih biopesticidima i fungicidima u odnosu na infici-
rane biljake koje nisu tretirane.

Stoga je na temelju dobivenih rezultata uo€ljivo da
primjena bakrova (I) oksida smanjuje dlakavost korijena
i suzbija razvoj tumora korijena maline. Medutim, veci
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potencijal razvoja nadzemnoga dijela zarazene biljke i
nizi potencijal razvoja dlakavosti korijena i pojave tumora
uocen je u tretmanu nepatogenim sojem R. rhizogenes.
Kako je primjena biolo$kih sredstava za zastitu usjeva od
bolesti vazna u odrZivoj poljoprivredi, dobiveni rezultati
ukazuju na potrebu daljnjega istraZivanja baktericidnog
potencijala bioloskih sredstava i njihove primjene u zasti-
ti bilja i o€uvanju okolisa.
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THE INFLUENCE OF PESTICIDES AND BIOPESTICIDES
ON MORPHOLOGICAL CHANGES IN RASPBERRY (Rubus ideaus L. ,POLKA")
INFECTED WITH THE BACTERIUM Agrobaterium tumefaciens

SUMMARY

The production of raspberry (Rubus idaeus L.) as one of the most promising branches of fruit growing in Bosnia
and Herzegovina could be permanently endangered due to the increasing incidence of crown gall disease caused
by Agrobacterium tumefaciens. The aim of this paper was to examine the morphological changes on raspberry
seedlings caused by the bacterium A. tumefaciens, as well as the size and number of tumors depending on the
applied hiological or chemical treatment. The strain Agrobacterium tumefaciens MTCC 431 (ATCC 15955) was
used. Morphometric parameters on raspberry seedlings were measured using the Imaged 1.48v program. A
binocular magnifier at 20x magnification was used to measure the the gook diameter. The computer program R
c. 3.4.0 was used for a statistical analysis of results and an analysis of main components. It was observed that
the raspberries inoculated with A. tumefaciens had a lower growth potential when compared to the control line.
Rhizobium rhizogenes strain K1026, as an active substance of biopesticide, had a positive effect on the growth
of infected raspherry plants, reducing bacterial infection. The applied chemical agent based on copper (I)
oxide demonstrated lesser impact on the intensity of A. tumefaciens infection when compared to the biological
agent. In this paper, a lower intensity of changes in raspberry plants was observed when the biopesticides and
fungicides were applied simultaneously, in comparison with the individual treatments.

Keywords: Rubus idaeus L., Agrobacterium tumefaciens, crown gall disease, morphological changes,
effectiveness of plant protection products
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