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U ovome radu se daju literaturni podaci i deo nasih rezultata istrazivanja o simptomima
bolesti, karakteristikama patogena Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohnel, njegovoj
biologiji i ekoloskim zahtevima, paralelno sa taksonomijom i nomenklaturom, kao i razvoju
gljive in vitro 1 in vivo, suzbijanju i osetljivosti platana.

Parazit pripada razdelu Ascomycota, redu Diaporthales, porodici Valsaceae i rodu
Apiognomonia. U bioloskom ciklusu razvoja gljiva obrazuje peritecije sa askusima i
askosporama i konidiomate sa konidijama. Prezimljavaju peritecije u opalom liséu.
Askospore oslobodene iz peritecija u proleée obavljaju primarne zaraze, a sekundarne
infekcije konidije. Patogen moze prezimeti i u formi micelije u kori obolelih grancica i grana
stvarajuci konidiomate i konidije u prolece. Kisa i vetar su osnovni vektori spora. Prohladno i
kiSovito vreme u proleé¢e pogodni su uslovi za zarazu platana. I obrnuto, suvo i toplije prolece
onemogucava zarazu kad se bolest prakti¢no i ne pojavljuje. Temerature od 9-12°C veoma su
pogodne za infekciju platana u fazi pocetka razvoja pupoljaka. Infekcija se Siri na mladare sve
dok temperature ne predu granicu od 14-16°C. Iznad 15.5°C zaraze prakti¢no i nema. Smatra
se da srednje dnevne temperature od 12.8°C od pocetka listanja platana osobito pogoduju
zarazi.

Preparati na bazi bakra, ditiokarbamata i benzimidazola efikasni su protiv parazita.
Pokazalo se da je Platanus orientalis L. otporan, a P.occidentalis L. relativno osetljiv, dok
je hibrid Pacerifolia (Ait.) Willd., nastao ukr§tanjem ove dve vrste, varijabilne otpornosti.
Klonovi platana Bloodgood, Columbia i Liberty otporni su prema A.veneta.

Kljucne reci: platan, Platanus spp., plamenjaca, ,,antraknoza®, Apiognomonia veneta,
taksonimija, nomenklatura, morfologija, biologija, suzbijanje, otpornost.
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UvVOD

Ve¢ duze vreme u Novom Sadu i drugim gradovima Republike Srbije,
uocava se uvelost i susenje liS¢a i mladara, a potom mladih i starijih grana pla-
tana (Platanus acerifolia /Ait./ Willd). Obolevaju starija stabla u drvoredima 1
parkovima kao i sadnice u rasadnicima. Pojedine sadnice se potpuno ili delimi¢no
sasuSuju. Bolest Cesto ima takve razmere da krosnje obolelih stabala izgledaju
kao vatrom sprzene (sl. 3, 4, 71 8).

Suoceni s veoma nepovoljnim stanjem zdravstvenog izgleda platana, narocito
u drvoredima Novog Sada, preduzeée Gradsko zelenilo, OOUR ,,Parkovi® ovog
grada iniciralo je istrazivanje pojave ispoljene pri nezi i odrZzavanju stabala pla-
tana. Da bi se ovo i ostvarilo, odobren je i Nauc¢ni projekat, finansiran od strane
tadasnje Samoupravne interesne zajednice za nauc¢ni rad Vojvodine, Novi Sad
(Arsenijevi¢ 1 sar., 1986). Neki rezultati istrazivanja na spomenutom Projektu
i brojne karakteristike parazita prikazani su u ovome radu, u cilju $to boljeg
obavestenja naSe stru¢ne i naucne javnosti o ovoj toliko destruktivnoj bolesti
platana ispoljene kod nas.

U ovome radu izneti su nasi i literaturni podaci o simptomima bolesti, nje-
nom rasprostranjenju u Srbiji i u svetu, kao i podaci o morfolosko-ekoloskim
karakteristikama parazita, ciklusu razvoja, nejednakoj osetljivosti platana pre-
ma parazitu, preventivnim merama suzbijanja i drugim odlikama gljive (Neely
et Himelick, 1965; Arx von, 1970; Petrak, 1971; Boerema et Verhoenen, 1972;
Sinclair et Johnson, 1977; Barr, 1978, 1991; Sutton, 1980; Hawksworth et Sutton,
1983; Monod, 1983; Arsenijevi¢ i sar., 1986, 2006; Wittmann et Fickert, 1988;
Smith et al., 1988; Holliday, 1989; Rossman et al., 1997). S obzirom na razlicite
stavove, posebna paznja posvecena je nomenklaturi, morfologiji anamorfa i nje-
govim sinonimima (Spies ef al., 1985, Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000).

SIMPTOMI OBOLJENJA

Simptomi bolesti se pojavljuju u prolece, pocetkom ili tokom prve dekade
maja, naroCito ako je vreme kiSovito i prohladno. Prve promene uocavaju se na
lis¢u koje vene, a kasnije se susi, postaju¢i limunastozuto do smede obojeni (sl.
1). Venu i mladari, koji zajedno sa lis¢em, ispoljavaju simptome nalik plamenjaci
ili moniliozne palezi mladara kosti¢avih voc¢aka i sli¢nim promenama mikozne i
bakteriozne prirode raznih biljaka.

Osim pojedinacnih, prvo hloroti¢nih, a potom i nekroti¢nih pega, na lis¢u
se duz nerava i susednog tkiva razvija kontinuirana nekroza koja se $iri sve do
peteljke na mladem i starijem lis¢u (sl. 2). Otuda i naziv za ove promene na liS¢u
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wpegavost duz nerava“. Na nekroticnom tkivu pored nerava, kao i na samom
nervu razvijaju se plodonosna telaSca anamorfa tipa acervula, ispoljena u vidu
crnkastomrkih ispupcenja.

Usled nekroze kore i dubljih slojeva tkiva duz i po obimu, grancice i grane
izumiru pojedinac¢no ili na ve¢em delu krosnje. U slucaju izrazito jakog stepena
zaraze samo su pojedina¢ne grane sa zdravim, zelenim lis¢em.

Intenzitet zaraze mladara, grancica i lis§¢a moze dosti¢i i vise od 70% sredi-
nom maja. Kod ovako jake infekcije, na deblu se od korena ka krosnji razvijaju
izbojci, verovatno zbog nesklada izmedu asimilativne povrSine obolelog lis¢a i
asimilata iz korena platana. Ovakva stabla naredne vegetacije su znatno umanje-
ne vitalnosti, deformisanih i suvih grancica i grana. Ponekad izumiru Citava sta-
bla. Tokom leta nove zaraze su slabog stepena ili izostaju, izuzev na nervima i
okolnom tkivu lista.

Iz ispupceno okruglastih telaSaca razvijenih u prolece (sl. 5), na kori obo-
lelih mladara i mladih grancica cure kapi eksudata sa konidijama parazita (sl.
10). Ova plodonosna telasca uocavaju se i na nekroti¢noj kori koja se deformise
i puca, stvarajuci rak-rane, kako na mladim, tako i na starijim granama (sl. 6).
Sve to spreCava uobicajeni razvoj platana, znatno umanjujuci njegovu vitalnost
1 dekorativno-estetski izgled. Zbog nekroze kore, njene naboranosti i napuklosti
nekroti¢nog tkiva obolelih mladara i grancica pa i grana i manjih ili vec¢ih de-
formacija na njima tipa rak-ranica i rana, nastao je i naziv ,,antraknoza* za ovu
bolest platana.

Zbog defolijacije jace obolelog lis¢e grane vise puta tokom iste sezone
ogoljavaju. Infekcija manjih granc€ica i grana, usled prstenastog Sirenja rak-rana,
ne samo $to prouzrokuje izumiranje grane, nego i stvaranje mnostva adventivnih
pupoljaka iz kojih se razvija obilje tanjih i manjih mladara na mestu neposredno
ispod prstenasto obuhvacenog dela grane, dajuci tom delu Zbunast izgled.

Slicne promene se ispoljavaju i na sadnicama platana u rasadniku, koje prvo
venu, a potom se suse, najéesée zbog prstenastog Sirenja parazita obimom debla.
Obolele sadnice uzete iz rasadnika izvor su zaraze na mladim, tek zasadenim
sadnicama, ispoljene ranije ili nesto kasnije.

O NAZIVU BOLESTI

Najces¢i naziv za ovo oboljenje platana koristi se izraz ,,antraknoza“. On
verovatno potice zbog stvaranja rak-rana i ranica i prisustva plodonosnih struk-
tura anamorfa na nekroticnom tkivu kore obolelih mladara, grancica i grana.
Medutim, opste je poznato da se u fitopatologiji, ratarskoj i vocarskoj, ovaj ter-
min upotrebljava onda kad se stvaraju ulegnuca u obolelom tkivu i acervule kao
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SL 1-10 — Apiognomonia veneta.. Pocetni simptom plamenjace lis¢a na obolelom mla-
dom mladaru platana (sl. 1); nekroza lisnih nerava i okolnog tkiva (sl. 2); pocetna pojava
jake infekcije lis¢a, mladara i grana platana (sl. 3); defolijacija obolelih grancica i grana
kao posledica jake infekcije platana (sl. 4); konidiomate na oboleloj grancici platana (sl.
5); napuklost tkiva i stvaranje rak-rane na oboleloj grani platana (sl. 6); grana platana jako
inficiranih (sl. 7); neobi¢no jaka infekcija u drvoredima platana (sl. 8); razvoj kolonija
patogena na krompir-glukoznoj podlozi (sl. 9); konidiomate na oboleloj grancici platana
sa belicastim matriksom izbacenih konidija (s1.10).

Apiognomonia veneta. Initial symptom of leaves blight at diseased young plane shoot
(Fig.1); necrosis of the leaves veins and the tissue around them (Fig. 2); initial appearan-
ce of a severe infection of leaves, shoots and plane twigs (Fig. 3); defoliation of diseased
plane twigs and branches as consequence of the strong infection (Fig. 4); conidiomata at
diseased plane twig d (Fig. 5); the tissue cracking and canker formation on plane branch
diseased (Fig. 6); plane branches severe infected (Fig. 7); a severe infection in plane tree
rows (Fig. 8); colonies development at PDA (Fig. 9); conidiomata on diseased plane twig
with condial mass oozing out (Fig. 10).
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plodonosne strukture parazita. S obzirom na promene tipa uvelosti i plamenjace
lis¢a i mladara i izumiranja grancica i grana platana ispoljene u patogenezi bo-
lesti, smatramo da bi logicno bilo da se umesto ,,antraknoza*“ za ovu mikozu
koristi naziv: apiognomoniozna uvelost i plamenjaca lis¢a i mladara i izumiranje
grancica i grana platana. Time bi se preciznije ukazalo ne samo na sustinu prome-
na ispoljenih na obolelom platanu, nego bi se konkretnije istakao i naziv parazita,
a time bi se otklonilo i1 svako poistoveéivanje naziva bolesti tipa antraknoze sa
drugim mikozama ovog naimenovanja koje se mogu uociti na raznim vrstama
obolelih biljaka i njihovih organa.

Patogen prouzrokuje 3-4 razlicita tipa simptoma u zavisnosti od ekoloskih
uslova zemlje gde se platan gaji ili od autora koji je opisuju (Josifovic, 1951;
Spies et al., 1985; Karadzi¢, 1992; Berry, 1998; Tello et al., 2000; Anonymous,
2001; Douglas, 2006; Jurc, 2006; Kluepfel ez al., 2006). Najcescée se navode Cetiri
tipa oboljenja: (1) plamenjaca grana (,,twig blight*), (2) plamenjaca pupoljaka
(,,bud blight*), (3) plamenjac¢a mladara (,,shoot blight*) i (4) plamenjaca lis¢a
(,,leaf blight*).

Plamenjaca grana uocava u proleée pre pojave lis¢a, prouzrokujuci izumi-
ranje vrhova manjih jednogodi$njih grana. Plamenjaca pupoljaka zapaza se u
aprilu i maju, kada razvijeni pupoljci izumiru zbog prstenastog Sirenja rak-rana
na obolelim gran¢icama, dok se kod pojave plamenjace mladara i jo§ nepotpu-
no razvijenog lis¢a novi mladari i li§¢e naglo izumiru na inficiranim granama.
Plamenjaca liS¢a spoljavaja se u vidu smezuravosti, sparuSenosti ili naboranosti i
smedavosti lis¢a koje moze u potpunosti da izumre i opadne, Sto dosta podseca na
simptom oS$te¢enja mrazom tokom kasnog proleca (Spies et al., 1985; Karadzic,
1992; Berry, 1998; Jurc, 2006; Kluepfel et al., 2006).

RASPROSTRANJENOST

U na$oj zemlji parazit je veoma rasprostranjen (Arsenijevié, 1983). Najcesce
se nalazi u drvoredima mnogih gradova, po parkovima ili u okuénicama nekih
gazdinstava, kao i u rasadnicima platana. Prisustvo gljive u Srbiji uocili smo u
mnogim gradovima: Novi Sad, Backa Palanka, Aleksa Santi¢, Sombor, Subotica,
Backo Gradiste, Ruma, Indija i to ne samo u Vojvodini, nego i u ostalim krajevi-
ma Republike Srbije: Beograd, Kragujevac i drugim mestima (Arsenijevic i sar.,
1986, 2006). To je gljiva skoro kosmopolitskog zna¢aja. Njeno prisustvo utvrdeno
je u Severnoj i Juznoj Americi, Australiji, na Novom Zelandu (Hitchcock et Cole,
1978), u Evropi i Aziji.

Od evropskih zemalja, osim Srbije, Crne Gore i Slovenije, postoji jos i u Italiji,
Austriji, Nemackoj, Belgiji, Danskoj, Spaniji, Svajcarskoj, Francuskoj, Turskoj,
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na Kipru, u Velikoj Britaniji i drugim drzavama (Mijuskovi¢ i Vucini¢, 1974;
Cellerino et Anselmi, 1978; Spies et al., 1985; Tello et al., 2000; Jurc, 2006).

MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE PARAZITA

Micelija

Kolonije gljive 7-10 dana nakon zasejavanja na krompir-glukoznu podlo-
gu su kruznog oblika, sa reznjevitim obodom, belicaste boje (s.9) sa pojavom
koncentricnih krugova i tamnijih telaSaca i to u supstratnom delu kolonija, koji
pocinje da dobija zuckastu boju. Boja kolonija prelazi u krembeli¢astu nakon 14
dana gajenja, dok supstratni deo izrazito svetlo oker boje. 1zolati se razlikuju po
brzini porasta kao i intenzitetu fruktifikacije. Uopsteno uzev, tamnija plodonosna
tela anamorfa relativno se kasnije pojavljuju, tek oko 10-ak dana posle zaseja-
vanja podloge, odnosno razvoja kolonija. Duze vreme su prazne, a konidije se u
njima kasno uoc¢avaju (Balaz i sar., 2004).

Teleomorf

Peritecije formirane na obolelom lis¢u opalog sa platana su okrugle, crne,
pojedinacne (130-400 um), dublje uronjene u nekroti¢no tkivo obolelog lista iz
kojeg svojim kratkim izrastajem (,,vratom®) izbijaju na povrsinu; stvaraju se u je-
sen na obolelom li$¢u, a askospore tokom zimskog perioda (Rathke, 1978; Spies
et al., 1985; Chauvel, 1991; Jurc, 2006).

Askusi su izduzeni (40-55 x 9-13um), suzavajuéi se pri osnovi, a sadrze
po osam vretenasto elipsastih askospora. Askospore su dvocelijske, bezbojne,
veli¢ine 12-16 x 4-6um (Viennot-Bourgin, 1949; ex. Tello et al., 2000), septirane
blize svom donjem delu.

Razvoj i prisustvo peritecija, askusa i askospora na obolelom i opalom lis¢u
platana nismo pratili. Prema Jurcu (2006) veli¢ina peritecija zajedno sa vratom
iznosi 150-350um, a 50-100um iznad povrsine lista, dok su peritecije na lis¢u
prezimele znatno manje (Rathke, 1978).

Anamorf

Sto se razvoja i pojave anamorfa ti¢e, misljenja su neusaglasena, pogotovu
kad se radi o podacima iz starije literature (Josifovi¢, 1951; Krsti¢ i Uscupli¢,
1965; Goidanich, 1975, iz kojih proizilazi da ova gljiva stvara nekoliko plodono-
snih struktura u kojima se stvaraju jednocelijske konidije.
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Tako, Cellerino i Anselmi (1978) isti¢u stvaranje pseudopiknida sa pseudo-
piknosporama, odnosno pseudokonidijama na stromati¢noj miceliji razvijenoj na
obolelim granama, kao i acervula na nekroticnom tkivu duz lisnih nerava, ispolje-
nih u vidu manjih pustula u kojima se formiraju jednocelijske, bezbojne konidije,
prosecne velic¢ine 10.2 x 4.2pm.

Prema Wulf-u i Butin-u (1987) u zoni lenticela stvaraju se krupne konidio-
mate (do 900um) delom kao acervule, a delom kao piknidi sa bezbojnim koni-
dijama (9-12 x 4-6pum).

Formiranje jednocelijskih, bezbojnih, elipsastih do elipsastoizduzenih koni-
dija u acervulama duz nerava lista (10-14 x 4-6um) navodi i Goidanich (1975).

Jurc (20006) istie stvaranje mednordastih acervula 100-300um na lis¢u pla-
tana, kao 1 krupnih (500-900um), crnih, golim okom vidljivih piknida na tki-
vu izumrle kore obolelih grana. 1z piknida cure kapi eksudata sa konidijama.
Oslobadanje jednocelijskih konidija u vidu belicastih kapljica eksudata iz koni-
diomata formiranih na kori obolelih grancica uocili smo u Novom Sadu tokom
druge polovine maja 2006. godine.

Izolati gljive poreklom iz Srbije formiraju plodonosne strukture anamorfa
koje, sudec¢i prema njihovom izgledu, nemaju karakter ni pravih acervula ni pik-
nida, ali su im konidije sli¢ne: bezbojne, jednoéelijske i sa po dve kapi ulja na
krajevima.

Uopsteno uzev, sve konidije bilo da poticu iz acervula ili iz piknida manje-
vise sli¢nog su izgleda: bezbojne, jednocelijske, elipsaste, elipastojajolike ili
elipsastoizduzene.

Biolosko-ekoloske osobenosti gljive

U svom bioloskom ciklusu razvoja (graf. 1), Apiognomonia veneta stvara pe-
ritecije kao produkte polnog nacina razmnozavanja (teleomorf) i acervule i pik-
nide anamorfa, a u njima konidije odnosno piknospore (Josifovi¢, 1951; Krsti¢ i
Uscupli¢,1965; Goidanich, 1975; Rathke, 1978; Chauvel, 1991; Karadzi¢, 1992;
Jurc, 2006).

Prezimljavaju peritecije na opalom lis¢u i micelija u tkivu obolelih grancica.
Askospore se iz prezimelih peritecija oslobadaju u prolece, vrSeéi primarne za-
raze. Prema tome, peritecije i micelija izvor su primarnih infekcija u prolece.
Chauvel (1991) osporava vecu ulogu askospora kao infekcionog potencijala.

Pocetkom proleca na kori obolelih gran¢ica prezimela micelija nastavlja svoj
razvoj, stvarajuéi piknide sa piknosporama, koje raznete vetrom i kiSnim kapima
vrse infekciju, klijajudi i pri temperaturi od oko 8°C (Chauvel, 1991). 1z acervula
oslobodene konidije brzo klijaju ve¢ posle Sest Casova pri temperaturi od 20°C
(Jurc, 2006).
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Infekciju platana favorizuju obilne kise i/ili velika vlaznost, kada su tempe-
rature od 9-12°C u fazi bubrenja prvih pupoljaka i daljeg razvoja lis¢a.Infekcija
se $iri na mlade mladare kada temperature nisu iznad 14-16°C, a ponekad i tokom
celog proleca (Cellerino et Anselmi, 1978).

Konidije iz novostvorenih konidiomata vrse sekundarne infekcije. Zaraze
razvijenog liS¢a nastaju kad temperature u proseku dostizu 18-20°C, a ponekad
1 tokom celog proleca, pa i kasnije. Optimalna temperatura za klijanje konidija
u laboratoriji je 20°C i 25°C, dok su one iznad 30°C i ispod 5°C limitirajuce
(Cellerino et Anselmi, 1978).

Razvijaju¢i se ispod kutikule, micelija se moze odrzati u latentnom stanju ili
da se kasnije razvija kao endofit (Chauvel, 1991; Jurc, 2006).

U nasim uslovima bolest se ispoljava tokom prve dekade maja meseca, po-
gotovo kad je vreme kiSovito i prohladno, pa se moze pretpostaviti da je infekcija
platana ostvarena verovatno jo§ krajem aprila (Arsenijevi¢ i sar., 2004). U SAD
srednja dnevna temperatura iznad 15°C sprecava razvoj bolesti, odnosno do
pojave bolesti dolazi samo u godinama kad je tokom prve dve nedelje za vreme
listanja platana srednja dnevna temperatura ispod 15.5°C (Neely et Himelick,
1963; Filer, 1977, ex. Arsenijevi¢ i sar., 1986; Cellerino et Anselmi, 1978).

TAKSONOMIJA I NOMENKLATURA

Teleomorf gljive Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohnel pripada razde-
lu Ascomycota, redu Diaporthales, familiji Valsaceae i rodu Apiognomonia. Ranije
je ova vrsta svrstavana u rod Gnomonia (Valsaceae) kao Gnomonia veneta Kleb.

Nekadasnji naziv anamorfa Gloeosporium nervisequum (Fuckel) Sacc. prei-
menovan je svojevremeno u Discula platani (Peck) Sacc. (Smith et al., 1988),
koja pripada bespolnim gljivama (Deuteromycotina).

U literaturi postoje viSe sinonima za anamorf vrste 4. veneta naziva kao
Sto su: Gloeosporium platani (Mont.) Oud., Fusarium nervisequum Fuckel,
Macrophoma petiolata (Cooke) Berl. et Voglino, Sphaeropsis petiolata Cooke,
Sporonema platani Bauml., Microstoma platani Eddelb. et Eng. (Boerema et
Verhoenen, 1972; Krsti¢ i Uscupli¢,1965; Cellerino et Anselmi, 1978; Rathke,
1978; Spies et al., 1985). Takode, kao sinonimi za teleomorf spominju se:
Gnomonia platani Kleb., G. veneta (Sacc. & Speg.) Kleb., G. errabunda Auersw.,
Apiognomonia errabunda Rob., Laestadia veneta Sacc. & Speg., L. errabunda
Rehm. (Boerema et Verhoenen, 1972; Cellerino et Anselmi, 1978; Spies et al.,
1985; Smith et al., 1988).

Sinonimi, navedeni u novijoj literaturi (Shoemaker, 1981; Wittmann et
Fickert, 1988; Barr, 1991; Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000; MycologyDB,
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2001-2006), slede¢ih su naziva: Apiosporopsis veneta (Sacc. & Speg.) Traverso;
Diaporthe veneta Sacc. & Speg. 1878; Discella platani Peck; Discula nervisequa
(Fuckel) M. Morelet 1973; Discula platani (Peck) Sacc. 1884; Fusarium nervi-
sequum Fuckel (1870) 1869-70; Fusarium nervisequum f. platani (Lév.) Fuckel
(1870) 1869-70; Fusarium platani Mont. 1849; Gloeosporidina platani Butin &
Kehr. 1998; Gloeosporidium platani (Lév.) Hohn.; Gloeosporium nervisequum
(Fuckel) Sacc. 1884; Gloeosporium platani Mont. Oudem. 1873; Gnomonia pla-
tani Kleb. 1914; Gnomonia veneta (Sacc. & Speg.) Kleb. 1905; Hymenula platani
Lév.; Myxosporina platani (Lév.) Hohn. 1920; Placosphaeria platani (Baumler)
Limber 1955; Sporonema platani Baumler; (Eriksson et al., 2006).

Istorijat saznanja o taksonomiji i nomenklaturi ovog patogena platana nalazi-
mo i kod drugih autora (Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000). Medu njima isticu se i
najnovija molekulska istrazivanja izvanrednog sadrzaja data od strane Castlebury
et al. (2002), koja se odnose na predstavnike reda Diaporthales, njegove fami-
lije (Gnomoniaceae, Melanconiaceae, Cryphonectria — Endothia Complex,
Schizoparme Complex, Valsaceae, Diaporthaceae, Magnoporthaceae), rodove
(Apiognomonia, Discula, Gnomonia, Gnomoniella 1 druge) i vrste patogena.

NOVIJI PODACI O STVARANJU ANAMORFA
IN-VIVO U SVETU

1. Discula nervisequa (Fuckel) comb.nov. Kao §to je napred ve¢ i istaknuto,
anamorf gljive 4. veneta, parazita platana, opisan je od strane brojnih autora i
pod raznim nazivima. Svi su uocavali prisustvo razlicitih plodonosnih struktura,
a najcesce onih tipa acervula i piknida.

Otuda bi se moglo zakljuciti da u prirodi, na izumrlom tkivu platana postoji
nekoliko tipova telaSaca razlicitog izgleda, za koje su davani razni nazivi. To je
bio i osnovni razlog zbog ¢ega su nastajala razna njihova imena koja se mogu
uociti u vise literaturnih izvora (Cellerino et Anselmi, 1978; Wulf et Butin, 1987;
Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000; Jurc, 2006).

Da li se ovde radilo o previdu ¢injenic¢nog stanja ili ovaj parazit stvarno pose-
duje razlicite strukture anamorfa, za koje su najcesce isticani nazivi vrsta rodova
Gloeosporium, Fusarium 1 dr.

A, moguce je pretpostaviti da je u pitanju i polimorfizam jedne te iste plo-
donosne strukture. Ovo pogotovo i stoga $to su podaci o anamorfu, prisutnog u
pojedinim zemljama, bili neujednaceni.

Najzad, ucinilo sa da sva ta raznolika telaSca anamorfa gljive A. veneta, pri-
vidno neujednacenog izgleda, predstavljaju ustvari jednu strukturu anamorfa tipa
acervula imenovanu kao Discula platani (Peck) Sacc. (Smith et al., 1988 i dr.). |
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ucinilo se tako da je konfuzija oko naziva anamorfa ove gljive napokon resena.
Ali, izgleda nije tako! Jer, nedavno se iz Italije (Aloj et al., 1993) pojavio je-
dan pregledni rad o raznim nazivima anamorfa i teleomorfa 4. veneta u kome se
predlaze da se Discula nervisequa (Fuckel) comb.nov. koristi kao nov naziv za
anamorf, a Fusarium nervisequum (Fuckel) kao njegov osnovni bazionim (naziv
na osnovu koga je nastalo novo imenovanje gljive). A opisane su i dve nove vr-
ste: Discula destructiva sp. nov. prouzrokova¢ antraknoze pasje leske (Cornus
floria) 1 Gnomoniella fruxini sp. nov. uzrocnik antraknoze jasena i isti¢e njena
povezanost sa anamorfom Discula fraxinea comb. nov. (Redlin, 1991; Redlin et
Stack, 1998). Da istaknemo i to da je za rod Discula Sacc. karakteristicno da nje-
gove vrste stvaraju stromaticne konidiomate, a konidije fijalidnoenteroblasticno
na enteroblasti¢nim fijalidama (Hollyday, 1989).

Interesantno je i to da za anamorf A. veneta, proutavan u Spaniji, Tello et al.
(2000) navode naziv Sporonema platani Bauml., koja u ovoj zemlji stvara ,,za-
tvorene* 1 ,,otvorene* konidiomate.

2. Sporonema platani Bauml. Kako je ve¢ i spomenuto, Spanski autori
(Tello et al., 2000) navode postojanje plodonosnih struktura anamorfa ove para-
zitne gljive, razli¢itog izgleda formiranih na nekroticnom tkivu platana gajenog
u raznim rejonima Spanije. Izgled ovih telasaca u zavisnosti je od toga da li se
stvaraju na liS¢u, mladarima ili na gran¢icama obolelog platana.

Ispostavilo se naime, da se radi o jednom imenovanom anamorfu, ispolje-
nom kao dva razlicita oblika: u vidu ,,zatvorenih* i,,otvorenih* telasaca. U prvom
slucaju nastaju okruglasta, neizmenjena telasca tipa piknida bez ostiola; u dru-
gom slucaju zbog pucanja i razruSavanja zida na njihovoj gornjoj strani, nastaje
razdvajanje zida i ispoljavanje izrazite Supljine ispod. Za oba ova morfoloski
izmenjena oblika konidiomata dat je jedan naziv: Sporonema platani (Sutton,
1980). Otvorene konidiomate viSe su prisutne na obolelim granama i mladarima
(graf.1).

Za anamorf o kome je re€, karakteristi¢no je da su im konidiofore bezbojne,
septirane i razgranate samo pri osnovi; konidije su neseptirane, bezbojne, glatke,
tankih zidova; prave su ili blago savijene, vrh im je zaobljen, a osnova manje ili
viSe ravna; elipsaste su ili se suzavaju prema osnovi, veli¢ine su od 9.5-12 x 3.5-5
um (Tello et al., 2000). Kako se vidi, sve karakteristike roda Sporonema Desm.
(Sutton, 1980). Prema Barnett i Hunter (2003) rod Sporonema karakterisu sube-
pidermalni piknidi, tankih zidova, u pocetku zatvoreni, a kasnije pucaju radijal-
no, pravec¢i pukotinu; tamni su; konidiofore su tanke, tipicno razgranate; konidije
su jednocelijske, bezbojne, ovalnog do izduzenog oblika.

Sve ovo napred istaknuto, ako se tako i prihvati, navodi na pomisao o tome
da su mozda sli¢ne strukture anamorfa, tipa acervula i piknida, ranije opisivane,
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Graf. 1 — Apiognomonia veneta. Bioloski ciklus razvoja gljive. P
— peritecija, A — askus sa askosporama (Josifovi¢, 1951), Cc — zatvo-
rena konidiomata gljive Sporonema platani formirane na obolelom
liS¢u platana (Tello i sar., 2000), C — konidije (Goidanich, 1975),
Oc — otvorena konidiomata gljive Sporonema platani formirane na
oboleloj grancici platana (Tello et al., 2000).

Graph. 1 — Apiognomonia veneta. Biological cycle of the fungus
development. P — perithecium, A — ascus with ascospores (Josifovic,
1951), Cc — closed conidioma of Sporonema platani developed at
diseased plane leaf (Tello et al., 2000), C — conidia (Goidanich,
1975), Oc — open conidioma of Sporonema platani on diseased twig
(Tello et al., 2000).

ustvari jedna kategorija konidiomate ispoljene kao otvorena (acervule) i zatvore-
na (piknidi) plodonosna telasca.

Otuda je verovatno i zabuna nastala ranije oko toga: kako imenovati jedne, a
kako druge tvorevine jednog istog anamorfa? Jer, Cesto su isticane kao acervule
ili pseudopiknidi, verovatno sto su bez ostiola (Cellerino et Anselmi, 1978; Wulf
et Butin, 1987) ili u Francuskoj samo kao piknidi (Chauvel, 1991), odnosno kao
piknidi i acervule (Jurc, 2006).
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KAKO BOLEST SPRECITI ?

S obzirom na to da je hemijsko suzbijanje ovog parazita ograni¢eno u urba-
noj sredini zbog zagadenja i nepovoljnog dejstva fungicida na covekovu okolinu,
to higijensko-profilakticne mere imaju prioritet. One podrazumevaju: sakupljanje
obolelog lis¢a opalog sa drveca i sasecanje i spaljivanje inficiranih grancica i
grana (Arsenijevi¢, 1983). Obe ove mere imaju za cilj da se smanji infekcioni
potencijal i onemoguce jace zaraze platana naredne godine. Povrede tkiva nastale
pri odsecanju obolelih grancica i grana potrebno je isprskati fungicidima ili ih
premazati nekim odgovaraju¢im dezinfekcionim sredstvom, $to se narocito od-
nosi na tretiranje rak-rana radi sprecavanja njihovog daljeg razvoja i jae nekroze
tkiva. Preporucuju se prihranjivanje stabala i umereno zalivanje, kako bi im se
vitalnost pojacala (Berry, 1998; Browning, 1999; Ruhl, 2003; Douglas, 2006;
Kluepfel et al., 2006).

Sto se ti¢e vremena primene fungicida, navode se vise preporuka (Cellerino
et Anselmi, 1978; Rathke, 1978; Marchetti et Zechini, 1983; Marchetti et al.,
1984; Chauvel, 1991; Anonymous, 1996; Browning, 1999; Jurc, 2006; Nameth
et Chatfield, 2006). Sve se one uglavnom svode na to da se bolest predupredi pre
njene pojave u prolece. Obicno se preporucuju tri intervencije slede¢ih varijanti:
(1) prilikom primene prve varijante, prvo prskanje bi se izvodilo rano u prolece
kad pupoljci nabubre, a zatim pre i za vreme infekciong perioda; (2) druga va-
rijanta podrazumeva tretiranje u vreme otvaranja pupoljaka i jo§ dva dodatna;
(3) treca varijanta — kad pupoljci nabubre, zatim po¢etkom otvaranja pupoljaka i
deset dana kasnije. Hemijsko suzbijanje parazita nejcesc¢e se primenjuje u rasad-
nicima zbog gore navedenih razloga.

Prema literaturnim podacima (Cellerino et Anselmi, 1978; Rathke, 1978;
Spies et al., 1985; Anonymous, 1996; Berry, 1998; Browing, 1999; Douglas,
2006; Kluepfel et al., 2006; Nameth et Chatfield, 2006) u suzbijanju oboljenja
efikasnim su se pokazali preparati na bazi bakra, mankozeba, kaptana, hlorotalo-
nila, benomila i tiofanat-metila. Tretiranje stabala u jesen u vreme opadanja lis¢a
i zemljista ispod, kao i injektiranje platana (u prolece ili tokom leta i u jesen) i
zemljiSta preparatima na bazi benzimidazola (Benomyl) takode je za preporuku
(Himelick et Neely, 1988; Chauvel, 1991; Anonymous, 1996; Jurc, 2006; Nameth
et Chatfield, 2006).

Primena fungicida (Bakarni oksihlorid, Cineb i Dithane M-45) za tretiranje
obolelih platana u drvoredima Novog Sada atomizerima tokom epifitoti¢ne 1985.
godine, nije dala ocekivane rezultate (Arsenijevi¢ i sar., 1986). To objasnjavamo
vremenski i fenofazno neodgovaraju¢om intervencijom. Ovo je narednih godina
uspesno korigovano ¢es¢im prskanjem stabala u kra¢im vremenskim razmacima:
pred pocetak razvoja vegetacije i pri njenom samom pocetku. Posto kasnije opa-
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snost od Sirenja bolesti u naSim uslovima prestaje, tretiranja platana tokom leta
kod nas nisu ni potrebna (neobjavljeno).

Na kraju, selekcija i stvaranje otpornih hibrida ili klonova platana i njihovo
gajenje 1 ponajbolji je nacin spreavanja jace zaraze.

OSETLJIVOST PLATANA

Osetljivost domacina zavisi od vrste platana, individualne osetljivosti sta-
bla iste vrste, fizioloskog stanja biljaka, starosti lis¢a i inokulacionog pritiska
parazita. Najosetljivije je liS¢e starosti 5-20-ak dana. Razlike u osetljivosti nema
izmedu mladih i starijih biljaka (Cellerino et Anselmi, 1978).

Pojedine vrste platana nejednako se ponaSaju prema parazitu. Tako je orijen-
talni platan (Platanus orientalis L.) ispoljio izrazitu otpornost, dok je americki
platan (Poccidentalis L.) relativno osetljiv. Platanus acerifolia (Ait.) Willd. (=P.
X hybrida Brot.), hibrid nastao izmedu ove dve vrste (P. X hybrida) varijabilne je
otpornosti (Cellerino et Anselmi, 1978; Smith et al., 1988; Karadzi¢, 1992; Jurc,
2006).

Prema Smith-u i sar. (1988) proizlazi da je londonski platan (P. x acerifolia)
najcesce parazitiran jer se u Evropi najvise i gaji. Njegovi klonovi varijabilne su
osetljivosti. Zbog toga selekcija i stvaranje otpornih klonova P. x acerifolia (=P.
hybrida Brot.) predstavljala bi u buducnosti i najuspes$niji nacin suzbijanja ove
toliko Ceste bolesti platana u Evropi.

Jurc (2006) takode istice da je hibrid stvoren ukrStanjem Pacerifolia i
P.occidentalis, javorolisni platan (P. x hispanica) koji se u Sloveniji pokazao va-
rijabilnog ponasanja, znatno izrazenije otpornosti.

U populaciji platana gajenog u Novom Sadu (Pacerifolia) zapazili smo
individualnu otpornost stabala. Neka stabla, nalaze¢i se u neposrednoj blizini
jace obolelih, nisu ispoljavala simptome bolesti (Arsenijevi€ i sar., 1986). Ovo
ukazuje na moguénost vegetativnog razmnozavanja platana kori§¢enjem otpor-
nih mati¢nih stabala. U Severnoj Americi ve¢ postoje otporni klonovi selekcijom
stvoreni (Anonymous, 1996; Anonymous, 1999; Browning, 1999; Jurc, 2006;
Kluepfel et al., 2006).
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UMESTO ZAKLJUCKA

Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohnel (4scomycota, Diaporthales,
Valsaceae) Cest je 1 ekonomski znacajan parazit platana u Republici Srbiji. Kad
mu uslovi za razvoj pogoduju prouzrokuje masovnu pojavu simptoma tipa
plamenjace (,,blight) lis¢a 1 mladara, kao i izumiranje (,,dieback) grancica i
grana.

A. veneta stvara peritecije (130-400um) i izduZene askuse (40-55 x 9-13um)
sa po osam dvocelijskih askospora (12-16 x 4-6um); peritecije prezimljavaju na
obolelom lis¢u; u njima se tokom zime formiraju askospore koje se oslobadaju u
prolece i vrSe primarne zaraze.

Prezimeti moze i micelija u nekroticnom tkivu kore grancica i grana, koja
nastavlja svoj razvoj u prolece stvarajuci plodonosne strukture sa konidijama.
Stvorene konidije vrse infekciju raznih organa platana: pupoljaka, lis¢a, mladara,
grancica i grana.

Prisustvo acervula na obolelom tkivu platana isti¢u mnogi autori, dok je
stvaranje piknida (Sporonema platani Bauml.) izgleda jo$ uvek diskutabilno
(Cellerino et Anselmi, 1978; Rathke, 1978; Spies et al., 1985; Wulf i Butin, 1987;
Chauvel, 1991; Jurc, 2006).

Na hranljivoj podlozi parazit se relativno lako moze izolovati. Pri tome stva-
ra beli¢asto-okruglaste kolonije sporog razvoja. Na kolonijama se razvijaju plo-
donosne strukture anamorfa koje vise podsecaju na acervule nego na piknide. A
moguc je, izgleda, razvoj i jednih i drugih telasaca (Arsenijevic i sar., 1986).

U acervulama se na nekroti¢nom tkivu lista stvaraju konidije nalik na one
iz kulture; konidije su elipsaste, jednocelijske, bezbojne, velicine 8.9-14.5 x 3.5-
5.0um. Na izumrloj kori obolelih grancica formiraju se zatvorena telasca tipa pik-
nida. Njihove konidije su elipsaste do elipsastoizduZene, jednocelijske, veli¢ine
9.0-16.0 x 3.2-5.3pum.

Anamorf ovog parazita platana poznat je kao Discula platani (Peck) Sacc.
(Smith i sar., 1988). Medutim, prema Aloj-u i sar. (1993) za anamorf ove glji-
ve predlaze se nov naziv Discula nervisequa (Fuckel) comb.nov., a za njegov
prvi bazionim Fusarium nervisequum Fuckel. Za anamorf prisutan na platanu u
Spaniji Tello i sar. (2000) navode naziv Sporonema platani Bauml.

Sto se naziva teleomorfa ti¢e, ukazuje se na to da A. veneta (Sacc. &
Speg.) Hohnel (4Ascomycota) ne pripada kompleksu pojedinih sli¢nih vrsta
roda Gnomonia, odnosno Apiognomonia (Apiognomonia errabunda (Roberge)
Hohnel; anamorf: Discula umbrinella /Berk. & Broome/ M. Marelot) kako se
to nekada mislilo, nego je to posebna vrsta, parazit platana. Jer, A.errabunda
(Roberge) Hohnel parazit je bukve, hrasta i drugog brojnog Sirokolisnog drveca
(Acer, Aesculus, Celtis, Fagus, Fraxinus, Quercus, Tilia) na kome uzrokuje pega-
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vost liS¢a 1 izumiranje mladara, sli¢no kao i1 4. veneta na platanu (Monod, 1983;
Smith et al., 1988; Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000).

Prohladno i vlazno vreme krajem aprila i pocetkom maja, kad se ova bolest
platana u Srbiji najcesce i pojavljuje, znatno uti¢u na ostvarenje zaraze od strane
A. veneta 1 ispoljavanje simptoma.

Brojni fungicidi ispoljili su toksi¢ni efekat prema 4. venera (Rathke, 1978;
Cellerino et Anselmi, 1978; Marchetti et Zechini, 1983; Marchetti ef al., 1984;
Spies et al., 1985; Wulf et Butin, 1987; Himelick et Neely, 1988; Chauvel, 1991;
Anonymous, 1996; Douglas, 2006; Jurc, 2006; Kluepfel et al., 2006; Nameth et
Chatfield, 2006) bilo da se vrsi prskanje stabala ili injektiranje platana i zemljista.
Intervencije pred pocetak vegetacije i pri njenom samom pocetku najcesce se
preporucuju jer kasnije, narocCito tokom leta, opasnost od pojave bolesti prestaje
(Arsenijevi¢ i sar., 1986). Ipak, gajenje otpornih klonova platana najbolja su ga-
rancija za sprecavanje jakih zaraza i obezbedivanje dobrog zdravstvenog stanja
ove ukrasne biljke (Smith ef al., 1988). A takvi kao Sto su Bloodgood, Columbia
i Liberty ve¢ postoje (Anonymous, 1996; Anonymous, 1999; Browning, 1999;
Jurc, 2006; Kluepfel et al., 2006).

U populaciji platana (Platanus acerifolia) gajenog u Novom Sadu, pored
osetljivih, u neposrednoj blizini, postoje i potpuno zdrava (otporna) stabla, Sto ve-
rovatno ukazuje na njegovu genetsku neujednacenost. Ovo bi se moglo iskoristiti
za vegetativno razmnozavanje i proizvodnju sadnica otpornih prema 4. veneta.
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Summary
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Valsaceae) is frequent and economically important plane trees pathogen in
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DOMACINI I RASPROSTRANJENOST ERWINIA
AMYLOVORA (BURRILL)
WINSLOW ET AL. U NISAVSKOM OKRUGU*

MiLi¢ VoiNovi¢
AD ,,Agrorazvoj“, Ni$

Ispitivana je pojava, rasprostranjenost i spektar domacina Erwinia amylovora na podrucju
Nisavskog okruga u opstina Ni§, Gadzin Han, Aleksinac, Svrljig, Mero§ina, Doljevac i Razanj.
Izolacija patogena vrsena je sa kruske, dunje, musmule i oskoruse, koje su ispoljavale tipi¢ne
simptome bakteriozne plamenjace, kao i sa biljaka sa simptomima nalik promenama koje
prouzrokuje ova fitopatogena bakterija (dunjarica, japanska dunja, vatreni trn, jabuka, kajsija,
breskva, vi$nja, §ljiva i dzanarika).

Identifikacija patogena obavljena je na osnovu morfoloskih, odgajivackih, biohemijsko-
fizioloskih i seroloskih karakteristika i proverom patogenosti dobijenih izolata.

U regionu Nisavskog okruga E. amylovora je registrovana gotovo u svim podrucjima
gajenja jabucastih vocaka u Nisavskom okrugu. Patogen je registrovan na krusci, dunji,
musmuli 1 oskorusi, koja se po prvi put spominje kao domacin E. amylovora u Srbiji.

Kljucne reci: Erwinia amylovora, bakteriozna plamenjaca, rasprostranjenost, domacini,
identifikacija, NiSavski okrug.

UVOD

Bakteriozna plamenjaca, koju izaziva bakterija E. amylovora (Burrill 1882),
spada u grupu ekonomski najznacajnijih oboljenja jabucastih vocaka. Prvi put
je zapazena krajem 18. veka (1780) u Severnoj Americi na autohtonim vrstama
gloga i divlje jabuke. Vrlo brzo se prosirila na ¢itavu teritoriju SAD, da bi pu-

* Skracena verzija magistarske teze odbranjene na Poljoprivrednom fakultetu Pristinskog Uni-
verziteta u Nisu 2007. godine
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tem sadnog materijala bila preneta u Japan (1903), Kanadu (1904), Novi Zeland
(1919) i Meksiko (1921) (Zeller, 1974). Sa Novog Zelanda je preneta u Englesku
1957. godine. Kasnije se prosirila po celoj Evropi. Do 1998. godine registrovana
je u 40 zemalja sveta (van der Zwet i Bonn, 1998). U SFRJ patogen je zvanicno
potvrden 1990. godine (Pani¢ i Arsenijevi¢, 1991 b, 1996; Arsenijevi¢ 1 Panic,
1990, 1992). U 2003. godini posebno je bio izrazen napad E. amylovora na dunji
(Obradovic¢ et al., 2003).

S obzirom da E. amylovora parazitira sve organe domacina na kojima
prouzrokuje nekrozu i izumiranje tkiva, ova bakterija spada u red najdestruktiv-
nijih patogena. Kada su klimatski uslovi povoljni za razvoj patogena, obrazuju se
kapljice bakterijskog eskudata, Sto je simptomatoloski znak prisustva E. amylo-
vora.

Simptomi bakteriozne plamenjace uoceni su prvi put na dunji i krusci na
podrucju Nisavskog okruga 1997. godine i do 2005. godine bolest se rasirila u
svim ops$tinama. Podaci o rasprostranjenosti i Stetnosti oboljenja su oskudni za
podrucje Nisavskog okruga. Zato je cilj ovih istrazivanja bio da se utvrdi raspro-
stranjenost, Stetnost i spektar domacina E. amylovora u ovom regionu.

MATERIJAL I METODE
Rasprostranjenost E.amylovora, krug domacdina i intenzizet napada

Pojava i rasprostranjenost E. amylovora pracena je u 100 lokaliteta u
opstinama Aleksinac (Deligrad, Boboviste, Trnjane, Korman, Gredetin, Rutevac,
Zitkovac, Luzane, Jakovlje, Vrc¢enovica, TeSica, Mozgovo, Subotinac, Bovan,
Katun, Crni kao, Kulina, Glogovica, Nozrina, Stublina, Bujmir, Ci¢ina, Moravac,
Pr¢ilovica, Adrovac, Suhotno, Kamenica, Dobrujevac, Prugovac, Lipovac,
Kraljevo i Bradarac), Razanj (Skorica, Grabovo, Smilovac, Vitosevac, Setka,
Pardik, Madare, Varo$§ i Praskovce), Svrljig (Manojlica, Gusevac, Okruglica,
Gulijan, Beloinje, Ribare, Prekonoga, Peris, Lalinac, Labukovo, Popsica
i Nisevac), Merosina (Devca, Cubura, Rozina, Brest, Obladina, Balajnac i
Batusinac), Doljevac (Pukovac, Malosiste, Orljane, Belotinac i Ko¢ane), Gadzin
Han (Taskovi¢i, Ovsinjinac, Ravna Dubrava, Li¢je, Dusnik, Sopotnica, Kaletinac,
Semce, Grkinja, Dukat, Krastavce, Jakovlje, M. Kutina) i Ni§ (Trupale, Lalinac,
Novo Selo, Se¢anica, G.Toponica, Komren, Vele Polje, MedoSevac,D.Matejevac,
G.Matejevac, Kamenica, Knez selo, Vrelo, Medurovo, Gabrovac, NisSka Banja,
Si¢evo, Vlase, Ostrovica, éamurlija, Vrtiste 1 Trnava) tokom vegetacije i u zi-
mskom periodu u 2004. i 2005. godini (mapa 1.). Posebna paznja je pri tome
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posvecena pregledu glavnih domacina E. amylovora medu vrstama jabucastog
voca (jabuka, kruska, dunja i musmula), koje su zastupljene u znacajnoj meri na
malim plantazama u privatnom vlasnistvu kao i pojedinacna stabla vocaka i ukra-
snih biljaka na oku¢nicama ili usamljena na medama i utrinama. Utrine i mede
prestavljaju znacajna Zarista za Sirenje infekcije, jer se obolele stabla ne uklanjaju
i ne uniStavaju (Zeller, 1974; Meijneke, 1968). Pojava oboljenja je pracena i na
vrstama divlje kruske, jabuke i gloga, a evidentirana je i udaljenost od zapustenih
zasada pod jabucastim vocem.

Ocena intenziteta pojave E. amylovora obavljena je po skali 1-10 (van der
Zwet et Keil, 1979) pregledom po 100 stabala jabuke, kruske, dunje i musmule.

Prikupljanje uzoraka obolelih biljaka

Delovi biljka (cvet, plod, mladar, grane, skeletne grane i dr.) sa tipicnim i
sumjivim simptomima bakteriozne plamenjace su kolekcionisani u pregledanima
lokalitetima, pazljivo upakovani u kese 1 kutije i dostavljani u D.P."Agrorazvoj",
Nis, i Institut za zastitu bilja i zivotnu sredinu, Beograd, radi identifikacije
uzrocnika bolesti. Na svakoj kesi ili kutiji zabelezeni su lokalitet, vrsta i sorta
biljke domacin i promene uocene na njima, kako bi se nakon laboratorijskog
proucavanja mogli identifikovati lokaliteti sa prisustvom E. amylovora. U loka-
litetima na teritoriji opStine Ni$ prikupljeni su uzorci sa kruske, dunje, musmule
i oskoruse, Aleksinac sa kruske, dunje i musmule, Svrljig sa dunje i muSmule,
Razanj sa dunje i musmule, Merosina sa kruske, dunje i musmule, Doljevac sa
dunje i musmule i opsStine Gadzin Han sa dunje i musmule.

Posle uzimanja svakog uzoraka obavezno je vrSena dezinfekcija ruku 96%
etanolom, a uzorci obolelih biljaka nakon koriS¢enja su spaljivani.

Izolovanje na hranljivoj podlozi

Izolovanje bakterije radi dobijanja ¢istih kultura iz obolelih uzoraka vrseno
je uobicajenim postupkom, kori§¢enjem maceriranog tkiva i zasejavanjem mace-
rata na hranljivu podlogu. Prikupljeni uzorci su isprani pod mlazom ¢esmenske
vode i prosuseni na filter papiru. Mali fragmneti, uzeti sa prelaza zdravog i obole-
log tkiva, preneti su u flambiranjem sterilisane avane sa sterilnom vodom. Nakon
10-15 minuta vrSeno je maceriranje tkiva sterilnim tu¢kom i dobijena suspenzija
bakterija zasejana je na mesopeptonsku podlogu (NA), mesopeptonsku podlogu
obogacenu sa 5% saharoze (NAS) i King B podlogu (Arsenijevi¢, 1988) u Petri
kutijama pomocu bakteriloske petlje. Zasejane Petri kutije odrzavane su u termo-
statu 2-3 dana pri 25°C.



28 M. Vojinovié

Od brojnih izolata za dalja istrazivanja odabrano je 33 koji su (tabela 1)
cuvani u frizideru i povremeno su presejavani.

Patogene odlike izolovanih sojeva

Inokulacija lis¢a duvana i muskatle

Inokulacija lista duvana i muskatle obavljena je radi utvrdivanja hipersen-
zibilne reakcije ovih biljaka (Klement ef al., 1990). Suspenzija bakterija, sprem-
ljena od bakterijskog eksudata formiranog na prethodno inokulisanim nezrelim
plodovima vocaka, ubrizgavana je medicinskim Spricem u tkivo mezofila izmedu
2 bocna nerva. Biljke su nakon inokulacije odrzavane u uslovima sobne tem-
perature tokom 24 ¢asa nakon Cega je odredivana pojava nekroti¢nih promena,
odnosno pojava hipersenzibilnosti ovih biljaka. Lis¢e duvana i muskatle tretirano
na isti nacin vodom kori$éeno je kao negativna kontrola.

Inokulacija listova kruske i jabuke

Lisne drske listova kruske (sorte viljamova, varamanka i je¢menka) i jabuke
(sorte ajdared, Sarunka, kolaCara i mantet) potapane su suspenziju bakterija po-
reklom iz kulture, obavijene vatom i drzane u vlaznoj komori 2-3 dana, a zatim
u uslovima sobne temperature. Rezultati su o€itavani 3, 5, 7, 10 i 15 dana nakon
inokulacije (Panic et al., 1989; Arsenijevic et al., 1991). Kontrolni listovi kruske
i jabuke tretirani su na isti nac¢in vodom.

Inokulacija nezrelih plodica kruske jabuke i sljive

Vestacka inokulacija nezrelih plodova kruske (sorta viljamovka), jabuke
(ajdared) 1 $ljive (stenli), obavljena je nanoSenjem kapi bakterijske suspenzije,
poreklom iz kulture, ubodom pomocu igle na po tri mesta (u vidu trougla) svakog
plodi¢a. Inokulisani plodovi su ¢uvani u vlaznoj komori 1-2 dana, uz povremeno
vlazenje vodoma ru¢nom prskalicom, a zatim su prekriveni navlazenim polivini-
lom (Kudela, 1988; Arsenijevi¢, 1988). Kontrolni plodovi kruske, jabuke i §ljive
tretirani su vodom.

Inokulacija kriski plodova kruske

Kriske plodova kruske sorte viljamova inokulisane su premazivanjem pre-
seka ploda bakterijskom suspenzijom poreklom iz kulture, koris¢enjem staklenog
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Stapica koji je na vrhu obmotan vatom. Inokulisani plodovi su postavljeni u steri-
Ine Petri kutije sa navlazenim filter papirom. Nakon inkubacije u vlaznoj komori
tokom 1-2 dana, Petri kutije su iznosene na laboratorijske stolove pri uslovima
sobne temperature i o¢itavani su rezultati (Billing ef al. 1960; Pani¢ et al., 1994).
Kriske plodova kruske inokulisane su vodom sluzile su kao kontrola.

Karakteristike razvoja kolonija E. amylovora
na hranljivim podlogama

Izgled i karakteristike razvoja kolonija proucavane su na mesopeptonskoj
podlozi (Arsenijevi¢; 1988), mesopeptonskoj podlozi obogacenoj sa 5% saharo-
ze (Arsenijevi¢; 1997), Kingovoj podlozi B (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevic i
Sremac 1993), Crosse-Goodmanovoj podlozi (Crosse i Goodman 1973), meso-
peptonskoj podloza sa ekstraktom kvasca i dekstrozom (Panic et al., 1994) i CCT
podlozi (Ishimaru i Klos; 1984) nakon 3 i 5 dana od zasejavanja. Posmatran je
oblik kolonija, veli¢ina, boja, sjajnost, ispupcenost i oblik ivica.

Preliminarni testovi za identifikaciju E. amylovora

Ponasanje prema Gram-u

PonasSanje bakterije prema Gramu prouceno je primenom 3% KOH po po-
stupku Suslow et al. (1982) i Arsenijevica i Jovanoviceve (1995). Kultura bakte-
rije stara 24 Casa zahvacena je Cackalicom za zube i razmazana na mikroskopskoj
plocici, dodato je nekoliko kapi 3% KOH i obavljena je homogenizuja meSanjem.
Obrazovanje finih niti pri podizanju ¢ackalice u vis dokazuju prisustvo gramne-
gativnih bakterija.

Test fluorescentnosti na King-ovoj podlozi B

Zakosena King-ova podloga B u epruvetama zasejavana je bakterioloskom
petljom dobijenim sojevima bakterije i preneta u termostat pri 26°C. Nakon 24-48
sati pracena je pojava fluorescentnog sjaja (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevic i
Sremac, 1993).

Enzimski imunoadsorpcioni test (ELISA)

Posto se primena ELISA testa pokazala se kao vrlo pouzdan nacin dokazi-
vanja prisustva E. amylovora na jabu€astim vo¢kama, primenili smo ovu metodu
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za identifikaciju nasih izolata po standardnoj proceduri koju su opisali Arsenijevic¢
i Mitrev (1995). Za ovu svrhu koris¢eni su gotovi kompleti za DAS ELISA test
(«BIOREBAY, Svajcarska).

Pozitivna i negativna kontrola su nanete na mikrolitarskoj plo¢i u G:11 1
12; H: 11 1 12. Vrednosti pozitivnih reakcija (pojava zute boje), koje ukazuju na
prisustvo E. amylovora, obracunate su tako Sto je od proseka pozitivnih kontrola
oduzet prosek negativnih kontrola i razlika pomnozena sa konstantom 0,06, a
zatim je dobijena vrednost sabira sa prosekom negativne kontrole i sve vredno-
sti na ¢itacu veée od ovako dobijene smatraju se kao pozitivne reakcije za datu
ELISA-plocu.

Biohemijsko-fizioloske odlike izolata E. amylovora

Od biohemijsko-fizioloskih odlika dobijenih izolata E. amylovora ispiti-
vano je:

a) stvaranje levana na mesopeptonskoj podlozi podlozi obogaéenoj sa 5%
saharoze,

b) hidroliza zelatina u podlozi od peptona, ekstrakta kvasca i Zelatina
(Lelliott i Stead, 1987) nakon tri, sedam, 14 i 21 dana,

¢) hidroliza eskulina (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1988),

d) metabolizam glukoze u Hugh-Leifsonovoj podlozi 1% glukoze

e) stvaranje kiselina iz ugljenih hidrata na podlozi od 2% peptona i vode i
podlozi od kvascevog ekstrakta i mineralnih soli s dodatkom purpurnog
bromkrezola kao indikatora u koje su dodati D (+) glukoza, D (-) frukto-
za, saharoza, D (-) riboza, D (-) sorbitol, glicerol, mesoinozitol i dulcitol
do konacne koncentracije od 1% (Dye, 1983; Lelliot et Stead, 1987),

f) stvaranje katalaze koriS¢enjem 20%-nog rastvora H,O, (Arsenijevic,
1988),

g) aktivnost oksidaze po metodi Kovacs-a koji su opisali Arsenijevi¢ (1988)
i Sands (1990), i

h) stvaranje acetoina (metil crveno i VP test) (Dye, 1983; Arsenijevic,
1988),

Odgajivacke odlike proucavanih izolata

Razvoj kolonija pri temperaturi od 34°C i 36°C

Razvoj pri temperaturi od 34°C, odnosno 36°C, pracen je na podlozi od
kvascevog ekstrakta i mineralnih soli (Arsenijevi¢, 1987). Po 5 ml podloge razli-
veno je u epruvete 16x160 mm i sterilisano u autoklavu pri temperaturi od 115°C
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1 pritisku od 1,2 atmosfere u vremenu od 20 minuta. Po tri epruvete s podlogom
zasejane su svakim izolatom.

Nakon zasejavanja, epruvete s podlogom su odrzavane u vodenom kupatilu
pri odgovarajucoj temperaturi u vremenu od 14 dana. Zamucenje podloge znaci
da se bakterija razvija pri spomenutoj temperaturi.

Razvoj kolonija na podlozi sa 5% i 7% NaCl

Za proucavanje razvoja E. amylovora u prisustvu 5% i 7% NaCl, epruvete
sa zasejanom podlogom odZavane su u termostatu pri temperaturi od 27°C u vre-
menu od 14 dana. Zamucenje podoge ukazuje na pozitivan rezultat. Kao kontrola
kori$¢ene su nezasejane podloge (Sands, 1990).

Identifikacija patogena u laboratoriji

Identifikacija obavljena je po proceduri propisanoj za identifikaciju sojeva F.
amylovora (Crosse 1 Goodman, 1973; Ishimaru i Klos, 1984; Psalidas i Dimova,
1986; Arsenijevié¢, 1988; Kudela, 1988; Shaad, 1988; Panic et al., 1989; Klement
et al., 1990; Psalidas, 1990; Arsenijevi¢ i Sremac, 1993; Pani¢ et al., 1994;
Arsenijevi¢ 1 Jovanovi¢, 1995; Arsenijevi¢ i Mitrev, 1995; Arsenijevic¢; 1997),
na osnovu:

a) ponasanja bakterija na mesopeptonskoj podlozi (Arsenijevi¢; 1988), me-
sopeptonskoj podlozi obogaéenoj sa 5% saharoze (Arsenijevi¢; 1997),
Cross-Goodman-ovoj podlozi (Crosse i Goodman 1973), mesopepton-
skoj podlozi s kvas¢evim extraktom i dekstrozom (Pani¢ et al., 1994) i
CCT podlozi (Ishimaru i Klos; 1984),

b) testova patogenosti izolovanih sojeva na lis¢u duvana i muskatle (Klement
et al., 1990), lis¢u kruske i jabuke (Pani¢ et al., 1989, Arsenijevic et
al., 1991), nezrelim plodovima kruske, Sljive i jabuke (Kudela 1988,
Arsenijevi¢, 1988), kriskama plodova kruske (Billing et al. 1960; Panic¢
etal., 1994),

c¢) specificnih bakterioloskih testova: ponasanje bakterije prema Gramu
(Suslow et al., 1982; Arsenijevi¢ i Jovanovi¢, 1995), test fluorescentno-
sti na King-ovoj podlozi B (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevi¢ i Sremac
1993), metabolizam glukoze (Arsenijevi¢ 1988),

d) ELISA-testa (Arsenijevi¢ i Mitrev 1995),

e) biohemijsko-fizioloskih odlika (Psalidas i Dimova 1986 ; Shaad 1988;
Psalidas 1990)

Identifikacija patogena obavljena je u laboratorijama za fitopatologiju

"Agrorazvoj"-a u Nisu i Instituta za zastitu bilja i zivotnu sredinu u Beogradu.
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REZULTATI
Simptomi bolesti

Bakterija E. amylovora parazitira sve biljne delove jabucastih voéaka. Usled
nekroze i izumiranja tkiva organa obolelih biljaka (cveta, ploda, lista, grancice,
skeletnih grana, debla) dolazi do promena ispoljenih u vidu palezi, odnosno stice
se utisak kao da je biljka vatrom sprzena. Zbog tako karakteristicnog simptoma
obolelih biljaka potice i naziv bolesti - bakteriozna plamenjaca.

Prvi simptomi palezi primeceni su u rano proleée na tek otvorenim cveto-
vima koji dobijaju vlazan izgled, a zatim venu, postaju smezurani i tamnomrki.
Sirenjem infekcije biva zahvaéena cvetna drska, koja ubrzo postaje crna. Infekcija
se preko cvetne drske dalje Siri na mladare, koji nekrotiraju suseci se delimi¢no
ili potpuno.

Oboleli mladari i grancice 1 lis¢e na njima postaju tamnomrke do crne boje.
Cesto se vrh mladara se povija na dole u vidu "pastirskog §tapa", §to predstavlja
tipican simptom oboljenja (sl. 1). SasuSeno lis¢e na mladarima ne opada, §to je
takode karakterisi¢an simptom (sl. 2).

Na starijim skeletnim granama i deblu dolazi do pojave rak-rana razlicite
veli¢ine. Pokori¢no tkivo je ispucalo i na obolelim mestima udubljeno. Kada se
pokori¢no tkivo otkloni uocava se jasna granica izmedu zdravog i obolelog dela
(sl. 3). Obolelo tkivo usled aktivnosti patogena dobija tamnomrku boju i poste-
peno izumiru ksilem, floem i kambijum. U uslovima toplog i vlaznog vremena
u okviru pukotina i rak-rana primecuje se prisustvo eksudata, koji se razliva po
povrsini kore (sl. 4).

Rak-rane na deblu su tesko uocljive u pocetnoj fazi infekcije. Kasnije se
ivicna zona rak-rana uzdize u odnosu na obolelo tkivo, tako da postaju lako
uocljive.

Boles¢éu mogu biti zahvaceni samo pojedina¢ni mladari ili pak mnostvo gra-
na i grancica, a usled prstenovanja mogu biti zahvacene Citave skeletne grane, Sto
cesto dovodi do susenja ¢itavog stabala (sl. 5).

Simptomi su skoro identi¢ni na svim jabucastim vockama, ali se izvesne
razlike ogledaju u promeni boje obolelog ploda i lis¢a. (sl. 6). Obolelo lisce
kruske ima tamnomrku boju, dok je lis¢e musmule mrkocrvene nijanse. Nekroza
tkiva mladara oskoruse je tamno mrke, a po obodu svetlo mrke boje (sl. 7).

Rasprostranjenost E. amylovora na podruéju NiSavskog okruga

Prisustvo E. amylovora registrovano je na jabucastim vockama u skoro svim
posmatranim lokalitetima (mapa 1 a i b) tokom 2004. i 2005. godine. Patogen
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Sl. 1-4. Simptomi uvelosti oblelog lis¢a dunje (SI. 1), zarazen mladar dunje savijen u
obliku "pastirskog Stapa" (Sl. 2), nekroza ksilema sa jasno uocljivim prelazom izmedu
obolelog i zdravog tkiva grane oskoruse (SI. 3) i rak rana sa bakterijskim eksudatom na
oboleloj grani oskoruse (SI. 4)

Fig. 1-4. Symptom of quince leaves fading (Fig. 1), infected shoot of qwience bende
(curved) dowmward in a shape (form) of "shepherd's rod" (Fig. 2), xylem necrosis with
obvious visible border zone between diseased and health tissue of montin ash's branch
(Fig. 3) and canker wounds on diseased branch of mountin ash (Fig. 4)

je prisutan u privatnim plantazama, okué¢nicama i na pojedina¢nim stablima
na medama i utrinama u blizini plantaza. Patogen nije registrovan u opstinama
Svrljig 1 Gadzin Han tokom 2004. godine, ali je i u ovim lokalitetima dokazan
tokom 2005. godine.

Plantazni zasadi sa ve¢im stepenom infekcije ( > 55%), u kojima nisu pri-
menjivane mere zastite 1 koji nisu iskréeni predstavljaju glavna Zarista za dalje
Sirenje patogena. Tako je u opstinama MeroSina (lokalitet: Batusinac, Balajnac),
Nis (lokaliteti: Trupale, Vrtiste) i Aleksinac (lokaliteti: Nozrina i Moravac regi-
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Mapa 1. — Rasprostranjenost bakteriozne plamenjace u opstinama Razanj (1), Aleksinac
(2), Merosina (3), Nis (4), Svrljig (5), Doljevac (6) i Gadzin Han (7) Nisavskog okruga u
kojima je eksperimentalno dokazano prisustvo E. amylovora tokom 2004. (a) i 2005.(b)
godine.

Map 1. — Spread of bacerial fire blight in communitis Razanj (1), Aleksinac (2), Merosina
(3), Nis (4), Svrljig (5), Doljevac (6) and Gadzin Han (7) of Nis district in wich E. amylo-
vora was proved in 2004 (a) and 2005(b).
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P

Aleksinac

Merosina

@ dunja - quince
B musmula- medlar

A kruska - pear

’ oskorusa — mountin ash

Mapa 2.- Glavna zarista bakterije E. amylovora na teritoriji NiSavskog okruga

Map 2.- The main focus of infection of E. amylovor at territory of Nis district

strovan jak intenzitet bakteriozne plamenjace u zasadima dunje i muSmule kao
glavnih zarista, odakle se patogen S§iri na nove lokalitete i nove domacine (mapa
2) u Nisavskom okrugu.

Najceséa stanista E. amylovora na podrucju Nisavskog okruga

Prisustvo E. amylovora na podru¢ju NiSavskog okruga dokazano je na
manjim plantazama u privatnim posedima, na pojedina¢nim stablima vocaka na
oku¢nicama, kao i na utrinama i medama u blizini plantaza.

Manji plantazni zasadi — S obzirom da na podrucju Nisavskog okruga manji
plantazni zasadi u privatnom vlasnistvu (povrsine 0,1-0,5 ha) dominiraju u ukup-
noj vocarskoj proizvodnji, oboleli voénjaci predstavljaju bitan ¢inilac u daljem
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sirenju E. amylovora na ovoj teritoriji (sl. 8). Prisustvo bakterija E. amylovora u
ovakvim staniStima dokazana je u zasadima kruske sorte viljamovka i dunje na
sortama leskovacka i vranjska.

SIL 5-8.- Simptomi plamenjace mladara kruske (SI. 5) i muSmule (SL 6), nekroza tkiva
mladara oskoruse (SI. 7) i simptomi bakteriozne plamenjace u zasadu jabucastog voca
(SL. 8)

Figl. 5-8.- Symptomi of fire blight at pear shoot (Fig. 5) and medlar (Fig. 6), tissue ne-
crosis of young shoots of mountin ash (Fig. 7) and fire blight syimptoms in prune fruit
tree orchard (Figl. 8)

Pojedinacna stabla na okucnicama - Patogen je izolovan i sa pojedina¢nih
obolelih stabla kruske, dunje i musmule koja su Cesto zastupljena na okuénicama
gde se ne preduzimaju mere sasecanja i otklanjanja obolelih biljnih delova. Zbog
toga, ova usamljena, pojedinacna stabla na oku¢nicama predstavljaju ZariSta za
dalje Sirenje patogena (sl. 9).

Utrine i mede u blizini plantaza — Na ovim stanistima, na kojima se na-
laze obolela, usamljena stabla kruske, dunje i musmule, takode predstavljaju
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znaCajna zariSta za Sirenju infekcije, jer se obolela stabla ne uklanjaju i ne
uniStavaju (sl. 10).

SL 9-12.- E. amylovora: Simptomi bakteriozne plamenjace na oskorusi (S1. 9), pojedina¢no
stablo dunje na medi zarazeno sa bakterioznom plamenja¢om (SI. 10), kruska kao domacin
bakterije (SL 11) i pojava bakterioz6ne plamenjace jakog intenziteta na musmuli (SI. 12)

Fig. 9-12.- E. amylovora: Fire blight symptoms on moutin ash (Fig. 9), diseased single
quince tree (Fig. 10), pear tree as the host of bacterium (Fig. 11) and severe occurrence
of fire blight on medlar (Fig. 12)

Domadini E. amylovora na teritoriji NiSavskog okruga

Bakterija E. amylovora je primenom specificnih testova identifikacije do-
kazana na dunji, krusci, musmuli i oskorusi (sl. 11 i 12., mape 3 a-d), ¢ime je
potvrdeno da su prve tri vrste, na kojima je intenzitet oboljenja iznosio 5-95%,
glavni domacini ove bakterije na podru¢ju NiSavsakog okruga. Tokom ovih
istrazivanja po prvi put je patogen registrovan na oskorusi u Srbiji u lokalitetu
Donji Komren (opstina Nis).
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Mapa 3. — Rasprostranjenost £. amylovora u Nisavskom okrugu u opstinama Razanj (1),
Aleksinac (2), Merosina (3), Ni§ (4), Svrljig (5), Doljevac (6) i Gadzin Han (7) gde je
eksperimentalno dokazano prisustvo na krusci (a), dunji (b), musmuli (c) i oskorusi (d)

Map 3. — Spread of bacerial fire blight in communitis Razanj (1), Aleksinac (2), Merosina
(3), Nis (4), Svrljig (5), Doljevac (6) and Gadzin Han (7) of Nis district in wich E. amylo-
vora was proved at pear (a), quince (b), medlar (¢) and mountin ash (d).

Patogen je prvi put izolovan iz uzoraka obolele dunje sorte leskovacka i
musmule sorte domaca sa pojedinacnih stabala koja se nalaze na okué¢nicama
privatnih vlasnika u lokalitetima VrtiSte i Trupale (opstina Ni§). Sa kruske sorte
viljamova patogen je prvi put izolovan iz uzoraka u lokalitetu Nozrine (opStina
Aleksinac).

Na dunji i musmuli £. amylovora je prisutna u svim opStinama okruga i to
u intenzitetu zaraze od 5-95%. Intezitet zaraze je najjaci u opstinama Aleksinac
i MeroSina, a najslabiji u opstini Svrljig. U zasadima kruske, na kojoj je prvi put
utvrden patigen u Srbiji, $irenje je usporeno. Patogen je dokazan na stablima
oskorus$e samo u lokalitetu Donji Komren, opstina Nis. Nije potvrdeno prisu-
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stvo bakterije E. amylovora na jabuci u podru¢ju Nisavskog okruga, iako je ona
osetljiva prema ovom patogenu, pa se moze se uskoro ocekivati njegova pojava
na ovoj vrsti.

Tabela 1 — Spisak izolata E. amylovora koris¢enih u istrazivanjima
Table 1 — List of E. amylovora isolates used in study

Sifraizolata Domaéin Poreklo izolata Godina izolacije
Isolate code  Host Origin of isolates Year of isolation

Ks-10 kruska-pear Trupale — Ni$§ 2004
Ks-13 kruska-pear Vrtiste — Ni$ 2004
Ks-14 kruska-pear Devéa — MeroSina 2004
Ks-15 kruska-pear Rozina — MeroS$ina 2004
Ks-17 kruska-pear Rutevac — Aleksinac 2005
Ks-18 kruska-pear Deligrad — Aleksinac 2005
Ks-19 kruska-pear Boboviste — Aleksinac 2005
Du-201 dunja-quince Trupale — Ni§ 2004
Du-202 dunja-quince Trupale — Ni§ 2004
Du-203 dunja-quince Trupale — Ni§ 2005
Du-204 dunja-quince Vrtiste — Ni§ 2004
Du-205 dunja-quince Vrtiste — Ni§ 2005
Du-206 dunja-quince Vrtiste — Ni§ 2005
Du-207 dunja-quince Vrtiste — Ni§ 2005
Du-208 dunja-quince Boboviste — Aleksinac 2004
Du-209 dunja-quince Boboviste — Aleksinac 2005
Du-210 dunja-quince Rutevac — Aleksinac 2004
Du-213 dunja-quince Rutevac — Aleksinac 2005
Os-1 oskorusa- mountin ash ~ Komren — Ni§ 2005
Os-2 oskoruSa- mountin ash ~ Komren — Ni§ 2005
Os-3 oskorusa- mountin ash ~ Komren — Ni§ 2005
Ms-101 musmula - medlar Vrtiste — Ni§ 2004
Ms-102 musmula - medlar Vrtiste — Ni§ 2005
Ms-103 musmula - medlar Vrtiste — Ni§ 2004
Ms-104 musmula - medlar Vrtiste — Ni§ 2005
Ms-105 musmula - medlar Trupale — Ni§ 2005
Ms-106 musmula - medlar Trupale — Ni§ 2005
Ms-107 musmula - medlar Trupale — Ni§ 2004
Ms-108 muSmula - medlar Trupale — Ni§ 2005
Ms-109 musmula - medlar Rutevac — Aleksinac 2004
Ms-110 musmula - medlar Rutevac — Aleksinac 2005
Ms-111 musmula - medlar Komren — Ni§ 2005
Ms-115 musmula - medlar Komren — Ni§ 2004
K§-55+ kruska-pear Subotica — Subotica 2003
1430 glog - hawthorn Francuska -

NCPPB 595*  kruska-pear Engleska 1957

a

check strains

Identifikovani sojevi E. amylovora koris¢eni kao kontrola - Identified strains of E. amylovora used as
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Ocena intenziteta zaraze

Na osnovu ocene intenziteta zaraze E. amylovora, koja je izvrSena na po
100 stabala raznih sorata jabuke, kruske, dunje i musmule u Nisavskom okrugu
(tab. 2)

Tabela 2. — Intenzitet oboljenja (%) na Cetiri domacina E. amylovora
u Nisavskom regionu *
Table 2.- Disease severity (%) at four hosts E. amylovora
in area of Ni$ town

Intenzitet oboljenja-Disease severity

Domacin - Host Sorta- Cultivar (%)
jabuka - apple ajdared 0
gloster 0
Sarunka 0
kola¢ara 0
mantet 0

kruska - pear viljamova 7-12
karamanka 0
je¢menka 0

dunja - quince leskovacka 51-75

mus$mula - medlar domaca 26-50

*  od svake sorte u svim lokalitetima ocenjeno je po 100 stabala — hundred trees were estimated per each

cultivar and locality
> ocena intenziteta oboljenja izradunata po skali 1-10 (van der Zwet i Keil,1979) - Disease severity was
calculated according to scale 1-10 (van der Zwet and Keil,1979)

Na stablima jabuke raznih sorata nije utvrdeno prisustvo patogena. Kod
kruske patogen je izolovan sa sorte viljamova. Dunja i musmula na stablima koja
su bila objekt posmatranja su zarazene od 26-75%.

Karakteristike razvoja kolonija na hranljivim podlogama

Razvoj nesto krupnijih belic¢astih kolonija odredenih karakteristika, tipicnih
za vrstu E. amylovora uocen je ve¢ nakon 2-3 dana od zasejavanja bakterijskog
macerata na ispitivanim podlogama (tab. 3, sl. 13-15). Takode, dobivene su i
kolonije zute boje koje pripadaju vrsti E. herbicola (tab. 4), koja kao Cesti prati-
lac E. amylovora ima sasvim drugacije osobine (ne stvara levan, ne prouzrokuje
hipersenzibilnu reakciju na listu duvana i muskatle, ne prouzrokuje nekroze na
vestacki inokulisanim plodovima i negativna je na ELISA testu).
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Tabela 3. — Karakteristike razvoja kolonija sojeva E. amylovora
na raznim podlogama
Table 3. — Characteristics of colony growth of E. amylovora
strains at different media

Karakteristike kolonija
Colony characteristics

3 Ep
5 5 E£2
Podloga - Medium = S o2 4 E
y& ARAJ 5 E
< £ A
~
Mesopeptonska -NA Sj, Bi B 1,5-2
Mesopeptonska + 5% saharoze - NAS L, Ii BZ 3-4
Kingova podloga B - King's B Sj, Bi B 2-2,5
Crosse-Goodmanova podloga - Crosse-Goodman's © Sj, 1 B 3-4
Mesopeptonska + ekstrakt kvasca i dekstroza - NYDA Isj,G BZ 2
CCT podloga — CCT L B 5

@ Sj = sjajne - gleaming, Isj= izrazito sjajne - extremly gleaming , G= glatke - smooth, Bi = blago ispupcene
— slightly convex, I = ispupcene s udubljenjima u obliku kratera — convex with characteristic punctaton of
colony, L = levan tip — levan type, li = izrazito ispupCene — extremly convex

® B =bele - white, BZ = bledozute — pale yelow,

¢ ocenjeno nakon pet dana — evaulated after five days

Tabela 4. — Odlike izolata E. herbicola
Table 4. — Characteristics of E. herbicola isolates

BEPK-

Soj - Strain Gram O/F Levan HR Oozing ELISA
E.h.2 - ++ - - - -
E.h.5 - ++ - - - -
E.h.7 - ++ - - - -
E.h.10 - ++ - - - -

E.h.12 - ++ - - - -
1430 * - ++ + + + +

* Kontrolni soj E. amylovora - The check strain of E. amylovora
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Sl. 13-14. — E. amylovora: Kolonije levan tipa na podlozi obogac¢enoj saharozom (SI. 13)
i izgled kolonija na CCT podlozi (SI. 14)

Fig. 13-14. — E. amylovora: Levan type colonies on medium enriched with sucrose
(Fig. 13) and colony appearance on CCT medium (Fig. 14)

SL 15-16. — E. amylovora: Krupne kolonije sa karakteristicnim udubljenjima na CG po-
dlozi (SI. 15) i bakterijski eksudat na inokulisanim plodovima kruske (SI. 16)

Fig. 15-16. — E. amylovora: Craterous coloneis on CG medium (Fig. 15) and bacterial
ooze on inoculated immature pear fruits( SL. 16)
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Rezultati preliminarnih testova identifikacije

Svi proucavani sojevi E. amylovora poreklom sa dunje, musmule kruske i
oskoru$e su gram negativni, ne stvaraju fluorescentni pigment na King-B po-
dlozi, prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju duvana, nekrozu vestacki inokulisa-
nih plodova kruske uz pojavu kapi bakterijskog eksudata, pozitivno reaguju sa
odgovaraju¢im serumom pri ELISA-testu (tab. 5-8).

Patogene odlike

Hipersenzibilna reakcija

Svi prou€avani izolati E. amylovora poreklom sa kruske, dunje, musmule
i oskoruse prouzrokuju HR duvana i muskatle, $to se ispoljava u vidu nekroze
inokulisanog tkiva mezofila u periodu od 18-24 Casa (tab. 9.)

Inokulacija listova kruske i jabuke

Na inokulisanim listovima kruske sorte viljamovka doslo je do pojave nekro-
ze oko drske i lisnih nerava, 3-4 dana od inokulacije. Isto se deSava i sa listom
jabuke sorte gloster. Narednih dana doslo je do postepenog nekrotiranja cele
liske. Na inokulisanim listovima kruske sorti karamanka i jeémenka i jabuke sor-
ti ajdared, kolacara, mantet i Sarunka nisu primecene promene na lisnim dr§kam
i listovima. Na kontrolnim listovima kruske tretiranim vodom ne uoCavaju se
nikakve promene.

Inokulacija nesazrelih plodova kruske, jabuke i sljive

Inokulisani nesazreli plodovi kruske sorti viljamovka i kaluderka nakon 3-4
dana reaguju pojavom nekroti¢nih pega oko mesta inokulacije i pojavom sitnih,
belicastih kapljica bakteriskog eksudata (sl. 16). Narednih dana stvaranje eksuda-
ta je obilnije. Njegova boja je u pocetku bela do krem, da bi nakon nekoliko dana
postala tamnija. Za 7 dana ceo plod je potpuno nekrotirao i pocrneo.

U nekim slucajevima na inokulisanim plodovima kruske bakterijski eksudat
prekriva celu povrsinu plodi¢a i ispoljava se u vidu jako sitnih beli¢astih kapljica.
Nekroti¢ne zone su uocene samo oko mesta inokulacije. Nema razlike u pogledu
vremena formiranja kapljica bakterijskog eksudata na raznim sortama kruske.

Na nesazrelim plodovima §ljive sorte stenli, doslo je do pojave mrkih,
nekroticnih zona oko mesta uboda 24 - 48 sati od inokulacije. Istovremeno, ili
nesto kasnije, uoCavaju se sitne, fine kapi bakterijskog eksudata formirane po
celoj povrsini ploda ili samo oko mesta inokulacije.
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Tabela 5. — Osnovne karakteristike tipi¢nih sojeva E. amylovora
poreklom sa kruske, oskoruse, dunje i musmule
Table 5. — The main characteristics of typical E. amylovora
strains from pear, mountin ash, quince, and medlar

- - -
Domacin Soj evi Gram* King-B® HR® BEPK ELISA®
Host Strains 48" 72h
Kruska Ks-10 - - + + + +
pear Ks-13 - - + + + +
Ks-14 - - + + + +
Ks-15 - - + + + +
Ks-17 - - + + + +
Ks-18 - - + + + +
Ks-19 - - + + + +
Oskorusa Os-1 - - + +
Mountin ash Os-2 - - + + + +
Os-3 - - + + + +
Dunja DU-201 - - + + + +
Quince DU-202 - - + + + +
DU-203 - - + + + +
DU-204 - - + + + +
DU-205 - - + + + +
DU-206 - - + + + +
DU-207 - - + + + +
DU-208 - - + + + +
DU-209 - - + + + +
DU-210 - - + + + +
DU-213 - - + + + +
Musmula Ms-101 - - + + + +
Medlar Ms-102 - - + + + +
Ms-103 - - + + + 4
Ms-104 - - + + + +
Ms-105 - - + + + +
Ms-106 - - + + + +
Ms-107 - - + + + +
Ms-108 - - + + + +
Ms-109 - - + + + +
Ms-110 - - + + + +
Ms-111 - - + + + +
Ms-115 - - + + + +
Kontrolni sojevi K§-55° - - + + + +
Check strains 1430° - - + + + +
NCPPB 595° - - + + + +
KS-101¢ - + + - - -

* PonaSanje prema Gramu — reaction according to Gram

® Fluorescentnost na King-ovoj podlozi B — fluoroscence on King's B medium

¢ Hipersenzibilna reakcija na duvanu — hypersensytive rection on tobacco leaves

4 Bakterijski eksudat na plodi¢ima kruske — oozing on pear slices

¢ ELISA test

"Kontrolni sojevi E.amylovora — The chek isolates of E.amylovora

¢ [zolat Pseudomonas syringae v.syringae — isolate of Pseudomonas syringae v.syringae
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Tabela 6. — Hipersenzibilna reakcija na listovima duvana i muskatle
inokulisanih izolatima E. amylovora
Table 6. — Hypersensitive reaction of tobacco and medlar leaves
inoculated with E. amylovora isolates

Sojevi Domacin Duvan Muskatla
Strains Host Tobacco ?
KS-13 kruska-pear + +
KS-14 kruska-pear + +
KS-17 kruska-pear + +
KS-101 kruska-pear + +
KS-102 kruska-pear + +
KS-105 kruska-pear + +
0OS-1 oskorusa- mountin ash + +
0S-2 oskorusa- mountin ash + +
0OS-3 oskorusa- mountin ash + +
DU-201 dunja-quince + +
DU-202 dunja-quince + +
DU-203 dunja-quince + +
1430° dunja-quince + +
Ks-55* kruska-pear + +
KS-101° kruska-pear + +
NCPPB 595 # kruska-pear + +

Kontrola-Check © -

* kontrolni izolati £. amylovora — The check strains of E. amylovora
®Izolat Pseudomonas syringae v.syringae — isolate of Pseudomonas syringae v.syringae

Tabela 7. — Dokazivanje prisustva E. amylovora u uzorcima ELISA testom
Table 7. — The evidence of E. amylovora in samples by ELISA test

Sojevi izolovani sa — Strains isolated from

kruske dunje muSmule oskoruse kontrolni sojevi
pear quince medlar mountin ash cheked strains
Ks-10 +* Du-201 + Ms-101  + Os-1 + 1430° +
Ks-11 + Du-202 + Ms-102  + Os-2 + KS-55% +
Ks-12 + Du-203 + Ms-103 + Os-3 + NC595° +
Ks-13  + Du-204 + Ms-104  +
Ks-14  + Du-205 + Ms-105 +
Ks-15 + Du-206 + Ms-106 +
Ks-16 + Du-207 +  Ms-107  +
Ks-17 + Du-208 + Ms-108 +
Ks-18  + Du-209 + Ms-109  +
Ks-19  + Du-210 +  Ms-110 +
Du-211 +  Ms-111 +
Du-212 + Ms-112 +
Du-213 +  Ms-113 +
Du-214 + Ms-114 +
Du-215 +  Ms-115 +

# prisustvo E. amylovora - E. amylovora present
b kontrolni izolati E. amylovora — The check strains of E. amylovora
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Tabela 8. — Biohemijsko-fizioloske odlike izolata E. amylovora
Biochemical and phisiological characteristics of E. amylovora isolates

=] o <
g = N E 0 =)
=5 g5 £33 22 8z Sz &8
£2 £33 =% £33 =T BF% 38E 7
S5 E&% B¢ Ho €2 2 &5 273
- @ = % & 8 S 9 < 0 =2 w2
P ‘; '8 N o o ‘6‘ g © ~ 3 ° = 2 D =
=8 = S »n < < & % o ) s g = 2
R g 4a N-Z N .2 N S 2 & 2 g =%
N S o S= =E2 =3 g = €S SE B2
58 ¢3 S = S % S S z3 2=
> > T .= S 2 =] s = g % 28 =
23 £ 3 52 %9 ZO g2
Z T2 S0 < 5 <
O/F
K3-10 + + - +/+ + - + -
Ks-13 + + - +/+ + - + -
Ks-15 + + - +/+ + - + -
Du-201 + + - +/+ + - + -
Du-203 + + - +/+ + - + -
Os-1 + + - +/+ + - + -
Os-2 + + - +/+ + - + -
Ms-101 + + - ++ + - + -
K§-55¢ + + - +/+ + - + -
1430° + + - ++ + - ¥ B}
NCPPB 595*  + + - ++ + - + -

* Kontrolni sojevi E. amylovora — The check strains of E. amylovora

Tabela 9. — E. amylovora: Hidroliza mono i oligo saharida, polihidroksilnih
alkohola i polisaharida od strane proucavanih izolata
Table 9. — E. amylovora: Hydrolisis of mono- and oligo sacharides,
polyhidroxil alchohols and polysacharides by tested isolates

2 5 28 25 5£ £ £t 8§ 2¢ 28 2=
wnh PN 3 & 6‘ = (qnc 2O ) 2 E E =0 a0 A L]
K3-10 + + + + + + - + -
Ks-13 + + + + + + - + -
Du-201 + + + + + + - + -
Du-203 + + + + + + - + -
Os-1 + + + + + + - + -
Ms-101 + + + + + + - + -
Ks-552 + + + + + + - + -
1430° + + + + + + - + -
NCPPB 595°¢ + + + + + + - + -

* Kontrolni sojevi E. amylovora — The check strains of E. amylovora



Domacini i rasprostranjenost Erwinia amylovora (Burrill) u Nisavskom okrugu 47

Inokulisani plodi¢i jabuke nisu pokazali pojavu bakterijskog eksudata.

Nisu primecene razlike izmedu izolata u pogledu patogenosti prema nesazre-
lim plodovima dunje, musmule, kruske i oskoruse koji reaguju ujednaceno uz
pojavu nekroti¢nih zona i kapi bakterijskog eksudata. Na kontrolnim nesazrelim
plodovima kruske i §ljive tretiranim vodom nisu zapazene nikakve promene.

Inokulacija kriski plodova kruske

Na vestacki inokulisanim kriskama kruske zabelezena je pojava bakterijskog
eksudata zlatno Zute boje.

ELISA test

Svi proucavani izolati su Gram nagativni, prouzrokuju nekrozu inokuli-
sanih plodova kruske uz pojavu eksudata, ne stvaraju fluoroscentni pigment
na King-ovoj podlozi B, prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju listova duvana
i muskatle i pozitivno reaguju sa odgovaraju¢im antiserumom pri ELISA testu
(tab. 10).

Tabela 10. — Razvoj izolata E.amaylovora na 34°C i 36°C na mesopeptonsko
podlozi sa 5% i 7% NaCl
Table 10. — Development of E.amaylovora isolates at 34°C and 36°C
on NA medium with 5% i 7% of NaCl

& Razvoj pri temperaturi Razvoj na podlozi sa NaCl
Sifra izolata Growth at temperatures Growth on medium with NaCl
Isolate code 34°C 36°C 30, 704

Ks-10 +0 - + -
Ks-11 + - + -
Du-204 + - + ;
Du-205 + - + -
Du-206 + - + -
Du-207 + - + -
0s-1 + - + -
0s-2 + - + -
Ms-105 + - + -
Ms-107 + - + -
Ks§-552 + - + -
14302 + - + -
NCPPB595 @ + - + -

Kontrola-Chek

* Kontrolni sojevi E. amylovora — The check strains of E. amylovora
b+ = bakterije se razvijaju - bacterial development present, - = nema razvoja bakterije - bacterial development
absent
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To ukazuje da i klasi¢ni testovi patogenosti i neke odgajivacke odlike (Gram,
HR, King-B) mogu imati znacaja pri identifikaciji E. amylovora.

Biohemijsko-fizioloske odlike izolata E. amylovora

Proucavani izolati poreklom sa kruske, dunje, musmule i oskoruse stvaraju
katalazu, hidrolizuju zelatin i stvaraju acetoin, negativan rezultat je zabelezen
pri testovima stvaranja oksidaze, hidrolize eskulina i metil red testa. Svi sojevi
glukozu metaboliSu i u aerobnim i anaerobnim uslovima (O/F test) (tab. 11.)

Sojevi koris¢eni u ovim istrazivanjima stvaraju kiseline iz sledec¢ih uglje-
nih hidrata: fruktoze, glukoze, riboze, saharoze, sorbitola, manitola i glicerola.
Negativan rezultat zabelezen je pri testu metabolizma dulcitola (tab. 12 1 13).

Odgajivacke odlike proucavanih izolata

Razvoj pri temperaturi od 34°C i 36°C

Svi izolati bakterije poreklom iz Nisavskog okruga zasejani na te¢noj podlo-
zi razvijaju se na 34°C ali ne i na 36°C (tab. 14.)

Razvoj u podlozi sa 5% i 7% NaCl

Svi izolati bakterije E. amylovora na te¢noj podlozi sa 5% NaCl su se razvi-
li dok na podlozi sa 7% NaCl njihov razvoj nije zabeleZen (tab. 6). Pozitivan
rezultat se ispoljava zamucenjem zasejanih podloga u epruvetama, koje izostaje
u kontrolnim epruvetama i u slucaju negativnog rezultata.

Karakteristike epifitne populacije bakterija

Prilikom izolovanja epifitne populacije bakterija dobijen je ve¢i broj izolata

koje smo podelili u tri grupe:

e prva grupa na podlozi formira kolonije Zute boje, Gram negativne, ne
prouzrokuje patogene promene na inokulisanim plodovima i HR, pa smo
ih identifkovali kao Erwinia herbicola;

e druga grupa su takode Gram negativne bakterije, stvaraju fluorescentni
pigment na King-B podlozi, stvaraju oksidazu, ne prouzrokuju HR du-
vana i nekroti¢ne promene inokulisanih plodova pa su identifikovani kao
Pseudomonas fluorescens;

e treca grupa bakterija, je na osnovu svojih odlika, identifikovana kao
tipicni predstavnik sojeva Erwinia amylovora.
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DISKUSIJA

Istrazivanjima sprovedenim na teritoriji NiSavskog okruga tokom 2004. i
2005. godine dokazano je prisustvo E. amylovora na jabucastim vo¢kama (kruska,
dunja i musmula) u skoro svim posmatranim lokalitetima, kao 1 na oskorusi u
Nisu. Glavna stanista bakterije na podru¢ju Nisavskog okruga su plantazni za-
sadi privatnog poseda, pojedinacna stabla na okuénicama i usamljena stabla na
medama i utrinama.

Patogen najvece Stete prouzrokuje na krusci i dunji (Pani¢ i Arsenijevic,
1996), tako da je do kraja 1987. godine iskr¢eno 224 ha kruske (Arsenijevic,
1988). Ekonomski gubici nastali usled prisutva bakteriozne plamenjace u
voénjacima u periodu 1992-1996 procenjuju se na 6, 2 miliona DEM (Balaz i
Stamenov, 1996). Poslednjih godina E. amylovora sve vise se pojavljuje i kao
parazit jabuke kao kod nas tako i u svetu (Arsenijevi¢, Jovanovi¢, Todorovic,
1996., Hartman et al. 2000).

Prouzrokovac¢ bakteriozne plamenjace je ve¢ dokazan u skoro svim vaznijim
podru¢jima gajenja jabucastog voca u Srbiji (Pani¢ i Arsenijevi¢, 1996), a
kao domacini registrovani su na jabuci, dunji, musmuli, divljoj krusci, glogu
(Arsenijevi¢ i Pani¢, 1996), vatreni trn (Gavrilovic¢ i Arsenijevi¢, 1998; Arsenijevié
i Gavrilovi¢, 1998; Gavrilovi¢ ef al., 2001), japanskoj dunji (Chaenomeles japo-
nica) i polegloj dunjarici (Cotoneastar horizontalis) (Balaz, 2000, Balaz et al,
2004). Medutim, oskorusa do sada nije bila poznata kao domacin E. amylovora.

Bakterija E. amylovora izolovana je sa svih biljnih delove, koji usled nekroze
i izumiranja tkiva ispoljavaju bakteriozne plamenjace. Simptomi koji su prisutni
na obolelim biljkama karakteristi¢ni su za bakteriju E. amylovora i odgovaraju
opisu simptoma utvrdenih od strane nasih i stranih autora (Pani¢ i Arsenijevic,
1996; van der Zwet i Keil, 1979). Mada su simptomi na ispitivanim domacinima
bili manje vise sli¢ni, uoCene su i izvesne razlike u zavisnosti od domacina.
Simptomatoloske razlike kod razli¢itih domacina (krusci, jabuci, dunji i musmuli)
vec su poznate (Arsenijevic¢ i Jovanovié, 1997; Arsenijevic et al., 1994 b).

Pored simptoma tipi¢nih za E. amylovora, zapazeni su i simptomi sli¢ni bak-
terioznoj plamenjaci koji mogu biti prouzrokovani raznim biotskim i abiotskim
¢iniocima (Arsenijevi¢ et al., 1994 b: Arsenijevi¢ i Balaz, 1982; Arsenijevic et.
al., 1973; Panic et. al., 1994; Ivanovié¢, 1993; van der Zwet i Keil, 1979; Kudela,
1990; van dr Zwet i Beer, 1991; Baumm, 1985; Panic¢ i Arsenijevié, 1996).

Izolovanje patogena uspesno je obavljeno na mesopeptonskoj podlozi i me-
sopeptonoskoj podlozi obogacenoj s 5% saharoze, jer je saharoza veoma pogo-
dan supstrat za razvoj E. amylovora (El-Helaly et al., 1966, Lelliott i Stead, 1987,
Arsenijevi¢, 1988).



50 M. Vojinovié

Tokom ovih istrazivanja ukupno je prouceno 53 izolata bakterije. Izolati koji
su reagovali pozitivno prouzrokovanjem hipersenzibilne reakcije muskatle, pri-
sutvom bakterijskog eksudata na inokulisanim nesazrelim plodovima vocaka, bili
pozitivni na ELISA-testu u reakciji sa odgovaraju¢im serumom, a ispoljili negati-
vne rezultate fluorescentnosti na King-ovoj podlozi B, bojenju po Gramu, tipi¢ni
su predstavnici bakterije E. amylovora. Ukupno je izolovano 33 takva soja koji
pripadaju bakteriji E. amylovora.

Izolati koji su ispoljili pozitivne rezultate prouzrokovanjem hipersenzibilne
reakcije duvana i stvaranja fluorescenosti na King-ovoj podlozi B, a negativne
kod bojenja po Gramu i odsustvom bakterijskog eksudata na inokulisanim ne-
sazrelim plodovima vocaka, tipi¢ni su predstavnici bakterije Pseudomonas syrin-
gae. Ukupno je izolovano 20 sojeva koji pripadaju ovoj bakteriji, ali oni nisu bili
predmet datih proucavanja. Izolovani su i sojevi koji ukazuju na karakteristike
saprofitske bakterije E. herbicola, koja je Cesti pratilac E. amylovora (Blakeman,
1991; Goodman, 1965).

Primenom klasi¢nih testova molekularnih i seroloskih metoda moguca je
pouzdana identifikacija uzro¢nika bolesti, odnosno prisustvo E. amylovora .
Kori$ceni kitovi za ELISA test su se pokazali kao veoma pouzdani za brzu iden-
tifikaciju i mogu se preporuciti u daljem radu. Rezultati preliminarnih testova
identifikacije (ponasanje prema Gramu, fluorescentnost na King-ovoj podlozi B,
inokulacija listova duvana i muskatle, pojava bakterijskog eksudata) uspesno su
potvrdeni primenom ELISA testa.

Prouc¢avani sojevi E. amylovora poreklom sa kruske, dunje, musule, i oskoruse
iz NiSavskog okruga kao i kontrolni sojevi ispoljavaju izrazitu uniformnost u pogle-
du patogenih i bakterioloskih odlika. Na osnovu dobijenih rezultata nisu primeéene
znacajne razlike u pogledu patogenih, seroloskih, biohemijsko-fiziloskih i mo-
lekularnih karakteristika sojeva E. amylovora poreklom sa razli¢itih domacina u
Nisavskom okrugu. Oni, takode, ispoljavaju izrazitu sli¢nost sa sojevima iz drugih
lokaliteta u Srbiji kao i kontrolni sojevi iz Francuske i Engleske, $to se u potpunosti
slaze sa podacima iz literature (Gavrilovi¢ 1998, Van der Zwet 1979).
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HOSTS AND DISTRIBUTION OF ERWINIA AMYLOVORA (BURRILL)
WINSLOW ET AL. IN DISTRICT OF NIS

VoimNovi¢ MILIC
AD ,,Agrorazvoj“, Nis, Serbia

Summary

Occurence, distribution and host range of Erwinia amylovora in District
od Ni§ (Communities of Gadzin Han, Aleksinac, Svrljig, Mero$ina, Doljevac,
Razanj and city of Ni§) were invastigated.

Isolations were obtained from E.amylovora host plants with typical symp-
toms (pear, quince, medlar and rowan trees), as well as from plants with symptoms
similar to those caused by this pathogenic bacteria (Cotoneaster sp., Japanease
quince, firethorn, apple, apricot, peach, sout cherry, plum and cherry plum).

Pathogen was identified using different diagnostic media and tests at plant
pathology laboratories of "Agrorazvoj", Ni§ and Institute of plant protection and
environment, Belgrade. Pear, quince, medlar and rowan trees are registered as
pathogen hosts in this area, due to obtained results. Pathogen was not identi-
fied from Cotoneaster sp., Japanease quince, firethorn, apple, apricot, peach, sout
cherry, plum and cherry plum, therefore, for present moment, they could not be
considered as host plants of £.amylovora in District of Nis.

This is first report of rowan tree as E. amylovora host in Serbia.

E. amylovora is registered in almost all areas of pome fruit production in
District of Nis.

Key words: Erwinia amylovora, bacterial blight, distribution, hosts, identifi-
cation, District of Ni§, rowan tree.
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Devet izolata gljive Cytospora cincta Sacc., dobijeni iz obolelih uzoraka breskve (grane
i grancice koje su se susile) iz voénjaka u Fruskoj Gori kori$éeno je za inokulacije izvedenim
na dvogodi$njih grana breskve u poljskim uslovima. Inokulacije su obavljene sukcesivno,
svakog meseca, u periodu maj 2000. - april 2001. godine., kako bi se dobili podaci o uticaju
godi$njeg doba, odnosno vrmena inokulacije, na stepen zaraze breskve ovom gljivom.
Svi ispitivani izolati ispoljili su izrazita patogena svojstva, prouzrokujuéi potpuno susenje
inokulisanih grana breskve. Agresivnost izolata je bila razli¢ita u zavisnosti od vremena
inokulacije, $to ukazuje na razlicit stepen osetljivosti biljke domacina tokom godine.

Patogenost izolata u ogledima je najizrazenija pri inokulacijama izvrSenim u periodu
oktobar-decembar, kada su izolati prouzrokovali potpuno susenje inokulisanih grana.
Inokulacije koje su vrSene tokom proletnjih i letnjih meseci prouzrokovale su najslabije
promene, jer je biljka domacin aktivnosc¢u kalusa lokalizovala infekciju, usled cega su se oko
mesta inokulacije obrazovale kalusirane rak-rane. Sprovedeni eksperimenti su pokazali da
susenje breskve nastupa samo pri inokulacijama izvodenim u fazi mirovanja vocaka.

Kljucne reci: breskva, Cytospora cincta, sezonska patogenost.

UvOD

Prevremeno suSenje i izumiranje vocaka u plantaznim zasadima breskve je
dugogodisnji i ve¢ dugo aktuelan problem. Bolest se manifestuje pojavom rak-
rana sa ili bez prisustva smole, nekrozom i izumiranjem grancica, grana ili ¢itave
vocke. Proucavanja vrSena poslednje 3-4 decenije uglavnom ukazuju na bioticke
faktore, odnosno patogene, kao glavne prouzrokovace ove pojave. Medu brojnim
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patogenima, pre svega fitopatogenim gljivama, najznacajnija uloga se pridaje vrsti
Cytospora cincta Sacc. (teleomorf Leucocytospora cincta /Sacc./ Hohn.). Brojni
autori su dobili izolate gljive C. cincta sa obolele breskve i drugih kosticavih
vrsta sa ispoljenim simptomima susenja i izumiranja (Helton et Moisey, 1955;
Chiarappa, 1960; Helton, 1961; Helton et Konicek, 1961; Kable et al., 1967;
Gairola et Powell, 1970; Rozsnyay et Klement, 1973; Arsenijevi¢ i sar., 1973,
1982; Rozsnyay, 1977; Royse et Ries, 1978; Regner et al., 1990; Adams et al..,
1990; Balaz i sar., 1994, 2000, 2005; Popovi¢, 2004; Popovi¢ i Balaz, 2005).

Prema literaturnim podacima, C. cincta ima vrlo §irok krug domacina koji
pripadaju rodovima Cotoneaster, Prunus, Sorbus, Swida i dr. (Ivanovi¢ i Ivanovic,
2001). Ostale vrste roda Cytospora konstatovane su na velikom broju domacina,
ali najveci znacaj imaju na kosti¢avom vocu. Destruktivna aktivnost ovih gljiva
je opisana na breskvi, kajsiji, $ljivi, vi$nji, treSnji, jabuci, kruSci, omorici, pa-
muku, bademu 1 dr.

Cilj ovih proucavanja je bio ispitivanje patogenosti izolata C.cincta tokom
godine, da bi se utvrdio period u kome je breskva najpodloznija napadu ove glji-
ve. Na osnovu rezultata ovih ispitivanja moguce je odrediti optimalne rokove za
izvodenje hemijske zastite i optimalno vreme izvodenja rezidbe.

MATERIJAL I METODE RADA
Izolacija i dobijanje cistih izolata

Izolacija parazita je vrSena iz grana breskve koje su ispoljavale simptome
suSenja iz vo¢njaka u Fruskoj Gori. Na podlogu od krompira zasejavani su frag-
menti (2 x 2mm) odvajani sterilnim skalpelom sa granice zdravog i obolelog tki-
va. Zasejane Petri kutije stavljene su u termostat na temperaturu 25°C. Nakon 2-3
dana izvrsen je pregled razvijenih kolonija gljiva u Petri kutijama. Oko svakog
nanetog fragmenta razvijale su se kolonije gljive. Pazljivim postupkom pri izbo-
ru i presejavanjem odabranih delova kolonija u epruvete na kosu KDA podlogu,
dobijeni su Cisti izolati gljive. Zasejane epruvete su postavljene u termostat na
temperaturu 25°C da bi se kolonije gljiva razvile i fruktificirale.

Izolacijama je dobijen velik broj izolata, od kojih su za dalja proucavanja
odabrani reprezentativni.

Cikli¢ni inokulacioni ogledi u polju

U cilju dokazivanja patogenosti izolata gljive C.cincta, kao 1 uticaja fak-
tora sredine i stanja biljke domacina na ispoljavanje patogenosti, izvodeni su
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inokulacioni ogledi na dvogodi$njim granama u plantaznim zasadima breskve
(ZZ “Irig”, Irig). Tokom rada praceni su meteoroloski uslovi tj. temperatura kao
moguci uticajni faktor na uspeh izvrSenih inokulacija, pojavu i Sirenje nekroze
drvenastog tkiva i obrazovanje reproduktivnih organa.

Inokulacija je vrsena tako $to su se na dvogodisnjim granama breskve steri-
Inim skalpelom pravila tri zareza pod koru, duzine 3-4 cm. Ozledena mesta su sa
Cetkicom navlaZzena vodom i na njih su postavljeni fragmenti kolonija gljive stare
20 dana na podlozi od krompira. Kontrolne grane su tretirane istim postupkom
ali bez nanosenja fragmenata gljive. Inokulisani delovi grana, kao i kontrolne
grane, uvijene su vlaznom sterilnom vatom, a potom i aluminijumskom folijom,
radi §to duzeg obezbedenja vlaznosti. Inokulacije su obavljene u tri ponavljanja,
ukljucujuéi 1 kontrolu. Vata i aluminijumska folija su skidane oko 30 dana posle
inokulacije. Ovaj metod se naj¢esce koristi za sli¢na proucavanja i navodi ga veéi
broj autora (Helton et Konicek, 1961; Helton, 1961, 1962; Rozsnyay i Klement,
1973; Arsenijevic i sar., 1973, 1982; Helton et Randall, 1975; Bertrand et English,
1976; Balaz i sar., 1994, 2000, 2005; Popovic¢, 2004; Popovi¢ i Balaz, 2005).

Intenzitet infekcija nastalih posle vestackih inokulacija grana breskve ocenjen
je na osnovu veli¢ine formiranih rak-rana, nekroze ili susenja celih grancica,
sa ili bez prisustva reproduktivnih organa. Rezultati ogleda ocenjeni su nakon
zavrsetka jednogodisnjeg ciklusa inokulacija.

Inokulacioni ogledi su izvodeni tokom 2000/2001.godine. Ogledi su posta-
vljani sukcesivno svakog meseca tj. postavljeno je 12 ogleda (26. 05, 23. 06.,
27.07,23.08.,28.09.,26.10.,30.11126. 12. 2000. godine 1 26.01.,27.02., 26.03.
126. 04 2001. godine). Rezultati su ocitani 13. 01 2001. godine.

REZULTATI RADA I DISKUSIJA
Izolacija i dobijanje cistih izolata

Izolacija gljive je vrSena na hranljivoj podlozi od krompira. Na podlozi su se,
nakon 2-3 dana po zasejavanju, oko nanetih fragmenata obolelog tkiva obrazova-
le sivo-belicaste, prozirne kolonije gljive. Posle 6-7 dana kolonije su dostigle 2-3
cm u pre¢niku. U dalja proucavanja ukljuceni su izolati pod Siframa: C-1, C-2,
C-3,C-4,C-5,C-6,C-7,C-81 C-9.

Prema ispoljenim karakteristikama pri razvoju na KDA podlozi izolati su
podeljeni u dve grupe. Prvu grupu Cine izolati C-3, C-4 i C-5 (sl. 1) ¢ije ko-
lonije su se dosta brzo razvijale na podlozi. Micelija je u pocetku belicasta i
rastresita. Kasnije postaje kompaktna, ima homogen razvoj i obrazuje nekoliko
koncentricnih krugova, a boja se menja prelazeci u sivkastu ili mrkozuckastu.
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SL 1. — C. cincta. 1zgled kolonija izolata C-3 (a), C-4 (b) i C-5 (¢) na KDA.
Fig. 1. — C. cincta. Appearence of colonies of isolates C-3 (a), C-4 (b) and C-5 (b) on
PDA

Supstratna micelija je mrka. Oblik kolonija je okruglast sa srednje razvijenom
vazdusnom micelijom. Ivice su reznjevite ili talasaste. Ispoljene karakteristike
izolata ove grupe tokom razvoja na podlozi od krompira odgovaraju opisu izo-
lata C. cincta poreklom sa breskve koje su navode Arsenijevi€ i sar. (1973). U
drugu grupu svrstani su ostali izolati (C-1, C-2, C-6, C-7, C-8 i C-9) ¢ije kolo-
nije karakteriSe sporiji razvoj na podlozi (sl. 2). Micelija je u pocetku prozirno

SL. 2. C. cincta. 1zgled kolonija izolata C-1 (a), C-2 (b) i C-6 (¢), C-7 (d), C-8 (e) i C-9
(f) na KDA.

Fig. 2. C. cincta. Appearence of colones of isolates C-1 (a), C-2 (b) i C-6 (¢), C-7 (d),
C-8 (e) and C-9 (f) on PDA.



Uticaj godisnjeg doba na stepen zaraze breskve gljivom Cytospora cincta 59

beli¢asta, kasnije prelazi u zu¢kasto-mrku ili maslinasto-sivkastu. Vazdusna mi-
celija je kompaktna, kozasta, gusta i srednje bujna. U toku razvoja takode for-
mira nekoliko koncentri¢nih krugova. Supstratna micelija je tamnije boje. Oblik
kolonija je nepravilno okruglast, a ivice su talasaste ili reznjevite, ponekad i sa
izrazenim grananjem ka periferiji.

Helton et Moisey (1955) su izolacijama sa obolele §ljive dobili izolate glji-
va iz roda Cytospora. Prema ovim autorima, obrazovane kolonije su nepravi-
Inog okruglastog oblika sa izrazenim koncentri¢nim krugovima, talasastih ili
reznjevitih ivica, $to je u skladu sa nasim rezultatima.

Prema Willison (1936, loc. cit. Biggs, 1997) dve veoma sli¢ne vrste, C. cin-
cta i Cytospora leucostoma (Pers.) Sacc. tesko se mogu razlikovati, pa se dife-
rencijalne karakteristike uglavnom svode na odgajivacke odlike vrsta na KDA
ili Leonianovom malc agaru. Razlike se odnose na boju micelije, pri ¢emu bela
prelazi u maslinasto kozastu kod C. cincta, a u slucaju C. leucostoma bela prelazi
u mrko-sivu. Autor isti¢e da obe gljive mogu biti lako izolovane stavljanjem ma-
lih komada tkiva sa ivice rak-rane na podlogu od malca.

Cikli¢ni inokulacioni ogledi u polju

Na inokulisanim granama patoloski proces je zapoc¢injao oko mesta inokula-
cije promenom boje kore u mrku i uleganjem tkiva. Daljim Sirenjem pega dola-
zilo je do spajanja nekroti¢nih povrsina, usled cega se kora nabirala i izbeljavala.
Bolest rezultira potpunim suSenjem grana na kojima obic¢no dolazi i do obrazo-
vanja crih piknidija iz kojih se oslobada masa piknospora u vidu narandzasto-
crvenih koncica (sl. 3).

Ponekd nekroti¢ni proces moze biti zaustavljen obrazovanjem novog kalusa
biljke domacina. U tom slucaju nekroza oko mesta inokulacije dobija izgled ka-
lusiranih rak-rana, koje sprecavaju dalje Sirenje patogena na inokulisanoj grani
(sl. 4).

Tokom ocene rezultata inokulacionih ogleda, primeéeno je da se u okviru
obrazovanih nekroti¢nih pega ili rak-rana (oko mesta inokulacije) obrazuje smo-
la, pa je nakon detaljnog pregleda inokulisanih grana zaklju¢eno da je u vecini
slucajeva infekcija gljivom C. cincta propracena i obilnim stvaranjem smole oko
rak-rana.

Rezultati inokulacionih ogleda (graf. 1) potvrdili su pretpostavku o uticaju
faktora spoljasnje sredine i vitalnosti biljaka domacina na stepen patogenosti i
agresivnosti gljive C.cincta 1 u nasim uslovima. Vec¢ina ispitivanih izolata ispolja-
va najveéu patogenost, koja se manifestuje potpunim susenjem inokulisanih
grana, pri inokulacijama izvedenim u periodu mirovanja vocaka. Tako, potpu-
no susenje grana konstatovano je samo pri inokulacijama izvedenim u oktobru,
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SL 3. C. cincta. Potpuno susenje inokulisanih
grana breskve (a) i izgled piknida i oslobadanje
piknospora u vidu niti na inokulisanim granama
breskve (b).

Fig. 3. C. cincta. Die-back of inoculated peach
twigs (a) and picnidia with extruded pycnidio-
spores (b).
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SL 4. C. cincta. Kalusirane rak-rane
na inokulisanoj grani breskve.

Fig. 4. C. cincta. Localized canker
on inoculated peach twig.
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novembru i decembru. Tokom novembra i decembra suSenje inokulisanih grana
su prouzrokovali izolati C-4, C-5, C-7 1 C-9 (sl. 5), u decembru i izolati C-2, C-6
i C-8, a pri inokulacijama izvedenim u oktobru, samo je izolat C8 prouzrokovao
potpuno susenje. U ostalim slucajevima, ovi izolati, kao i izolat C-1, prozroko-
vali su nekroti¢ne pege oko zareza, koje su se u nekim slucajevima i delimi¢no
spajale. Izolat C-3 je u svim slu¢ajevima prouzrokovao samo neznatnu nekrozu
oko mesta inokulacije. RazliCit stepen agresivnosti izolata Cytospora spp. navodi
i Chiarappa (1960). Ovaj autor je konstatovao postojanje razlika u virulentnosti
izolovanih Cytospora spp. sa aktivnih zona rak-rana grana i stabala Sljive, Sto
je dokazao razli¢itim metodama inokulacije. Ispitivanjima virulentnosti izola-
ta C. cincta i C. leucostoma sprovedenim na stablima $ljive i breskve, Helton i
Konicek (1961) su zakljucili da postoje razlike u virulentnosti medu izolatima
(od saprofita do jakih patogena rana) i da nisu specificni prema domacinu (sto je
odlika varijeteta).

SL 5. C. cincta. Susenje grana breskve inokulisa-
nih izolatom C-7 u novembru (a) i decembru 2000.
godine (b, ¢).
Fig. 5. C. cincta. Die-back of peach twigs inocula-
ted with isolate C-7 in november (a) and december
(b, ¢) in 2000.

Kod svih izolata koji su u periodu oktobar-decembar prouzrokovali potpu-
no susenje inokulisanih grana, utvrdeno je i prisustvo piknida sa piknosporama
(sl. 6).

U inokulacionim ogledima izvedenim u periodu maj-septembar 2000. i ja-
nuar-april 2001., nijedan od ispitivanih izolata nije prouzrokovao susenje grana,
nego samo nekrozu oko mesta zareza koja je zaustavljena obrazovanjem kalusira-
nog tkiva, $to je onemogucilo dalje Sirenje patogena (kalusirane rak-rane).

Grane koje su inokulisane samo vodom (kontrola) nisu pokazale nikakve
patoloske promene tokom celog inokulacionog ogleda.



62 Tatjana Popovi¢, Jelica Balaz

SL. 6. C. cincta. Obrazovanje piknida na
granama breskve inokulisanih izolatom
C-8 u novembru (a) i devembru (b) 2000.
godine.

Fig. 6. C. cincta. Pycnidia formation on
peach twigs inoculated with isolate C-8 in
november (a) and december (b) in 2000.
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Rezultati o vremenu ostvarene infekcije u skladu su sa literaturnim poda-
cima koje su mnogi autori tokom proucavanja naveli za gljivu C. cincta. Tako,
Arsenijevi¢ et al. (1973, 1982) proucavajuéi sezonski razvoj ove gljive na bre-
skvi, navode da inokulacije izvedene tokom jesenjih i zimskih meseci (septembar-
april), u periodu mirovanja vo¢aka, nesumnjivo pokazuju jake patoloske promene
koje imaju za posledicu nekrozu ksilema, floema i kambijuma, obrazovanje krup-
nih rak-rana sa smolom i izumiranje tj. suSenje grana. Nasuprot tome, inokulacije
izvrSene tokom letnjih meseci, u periodu intenzivnog razvoja vocaka, prouzroko-
vale su vrlo slabe promene, jer je dolazilo samo do nekroze ksilema; dalji razvoj
je zaustavljen aktivnos$cu kalusa, tako da se parazit lokalizovao. Prema Bertrand
1 English (1976) razvoj rak-rana je kod inokulacije sa C. cincta najveci u prolece,
a najmanji u leto. Rozsnyay et Klement (1973) i Rozsnyay (1977) proucavajuci
patogenost C. cincta u zasadima kajsije, isti¢u da je aktivni period gljive C. cincta
u periodu juli-mart, dok ozlede koje su inokulisane u prolece i rano leto bivaju
za biljku domacina (kada je patogen destruktivniji) prema ovim autorima je sep-
tembar, oktobar i novembar, mada i zimske infekcije omogucuju stvaranje krup-
nih rak-rana ili mogu prouzrokovati izumiranje zarazenih grana. Tisserat (2003)
istice da je glavni infektivni period gljiva C. cincta i C. leucostoma tokom ranog i
srednjeg perioda mirovanja (novembar-decembar), mada se infekcija moze ostva-
riti 1 u kasnim zimskim ili ranim prole¢nim periodima. Kable et al. (1967) takode
isti¢u da se infekcija sa Cytospora sp. lakSe ostvaruje u jesen nego u rano leto.

Na osnovu dobijenih rezultata inokulacionih ogleda u polju, moze se
zakljuciti da jaka nekroza i susenje grana nastupa samo pri inokulacijama izve-
denim tokom kasne jeseni i zime (period mirovanja vocaka). Prema graf. 2
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proizilazi da su najuspes$nije bile one inokulacije koje su izvodene pri niskim
temperaturama. Nasuprot tome, nekroza se pri inokulacijama izvrSenim tokom
letnjih meseci javlja samo na mestu inokulacije. 1z graf. 2 takode proizilazi, da
su srednje dnevne temperature u periodu izvodenja ogleda (2000/2001.) uglav-
nom bile vise u odnosu na visegodisnji prosek, ¢ime bi se mogao objasniti rela-
tivno kratak period uspesnih inokulacija (oktobar-decembar). Prema Arsenijevi¢
1 Balaz (1982) svi faktori koji uti¢u na smanjenje vitalnosti biljnog organizma
(slab razvoj vocaka, susa, niske temperature i sl.) doprinose nastanku bolesti ci-
tosporoznog raka. Tisserat (2003) takode istice da C. cincta uglavnom kolonizira
samo biljna tkiva koja su ve¢ na neki nacin ostecena. Kao faktore koji doprinose
invaziji i Sirenju ove gljive u biljci navodi stres uzrokovan susom, niskim tempe-
raturama, nedostatkom hraniva ili usled trulezi korena (prouzrokovaci - nemato-
de ili drugi patogeni). U prilog ovom idu istrazivanja Bertrand-a i sar. (1976) koji
su ispitivali uticaj stresa na stablima $ljive, prouzrokovan jakom vlaznos¢u posle
berbe. Zakljuceno je da kod ovakvih stabala dolazi do znacajnog razvoja raka i
da jesenji vlazni stres za samo jednu sezonu, u inac¢e zdravom drvecu, rezultira
znacajnom aktivno$c¢u patogena u narednom periodu.

Sremska Mitrovica 2000/2001.
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Graf. 2. Srednje dnevne temperature u Sremskoj Mitrovici tokom 2000/2001. godine.
Graph. 2. Mean daily temperatures in Sremska Mitrovica during 2000/2001

Kad je u pitanju otpornost, Bertrand i English (1976) isti¢u da su bujnija
stabla otpornija u odnosu na manje bujna, koja su dosta osetljiva i na njima se
rak-rane razvijaju i tokom leta.
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INFECTIONS ON PEACH

PoPOVIC TATIANA, BALAZ JELICA
Agriculture faculty, Departmant for plant protection, Novi Sad

E-mail: bogovict@eunet.zﬁ

Summary

The peach die-back pathogen (Cytospora cincta Sacc.) was isolated from
diseased branches collected from the Fruska Gora mountin region. Nine isoletes,
marked as C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8 and C-9, were chosen for pa-
thogenicity tests. Field inoculations of two-yeras-old pech brancehs were made
monthly from May 2000 to April 2001.

Symptoms on inoculated branches suggest that inoculations performed du-
ring autumn and winter months, i.e. during dormant period, cause die-back, while
infections carried out during spring and summer mainly remaine localized due to
outgrowth of host's new tissue.
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UTICAJ NEKIH PREPARATA NA RAZVOJ IZOLATA
CYTOSPORA CINCTA IN VITRO

Porovic Tatiana, BaLaz JELICA
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U radu su prikazani rezultati prou¢avanja delovanja preparata na razvoj gljive Cytospora
cincta Sacc. u uslovima in vitro. U ispitivanjima je koris¢eno 6 izolata gljive C.cincta,
dobijenih izolacijama sa obolelih grana breskve. Korisc¢eni su sledeci preparati: Benomil WP-
50, Venturin S-50, Punch 40-EC, Topas 100-EC, Konker, Clarinet, Bordovska ¢orba WP-20 i
Bakarni kre¢ 50. Ogledi su izvodeni na hranljivoj podlozi (krompir-dekstrozni agar) u koju su
dodavani fungicidi odredenih doza.

Rezultati su pokazali da su svi preparati sa sistemi¢nim delovanjem (Benomil WP-50,
Punch 40-EC, Topas 100-EC, Konker i Clarinet) ispoljavaju visoku efikasnost, izazivajuéi
smrtnost pri dozama manjim od 25 ppm. Efikasnost preparata sa preventivnim delovanjem
(Bordovska ¢orba WP-20, Bakarni kre¢ 50 i Venturin S-50) je bila dosta niza, jer im je
minimalna inhibitorna koncentracija bila dosta visoka (750 ppm i vise).

Kljucne reci: Cytospora cincta, izolati, fungicidi, in vitro, minimalna inhibitorna
koncentracija.

UvVOD

Cytospora cincta Sacc. je jedan od glavnih prouzrokovaca susenja i izumi-
ranja breskve ve¢ duZzi niz godina na podrucju Fruske Gore (Arsenijevi€ 1 sar.,
1973, 1982; Balaz i sar., 1994, 2000, 2005; Popovi¢, 2004; Popovi¢ i Balaz,
2005a).

Pravilnim sprovodenjem 1 kombinacijom hemijskih 1 agrotehnic¢kih
mera moze se posti¢i uspesSna zastita breskve od raznih biotickih i abiotickih
prouzrokovaca suSenja. Jedna od bitnih agrotehnic¢kih mera je pomeranje vre-
mena rezidbe nakon kretanja vegetacije, jer su vocke tada manje osetljive prema
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ostvarenju infekcija i Sirenju ovog patogena. Ovakav stav zastupa veci broj au-
tora (Helton i Moisey, 1955; Luepschen i Rohrbach, 1969; Arsenijevi¢ i Balaz,
1982; Biggs, 1992; Abbruzzetti, 1997; Tisserat, 2003).

Prema literaturnim podacima, vazno je primenu fungicida izvesti u jesen,
za vreme ili posle opadanja lis¢a kao i tokom zime (period mirovanja vocaka)
sa preparatima na bazi bakra (Helton, 1962; Simon, 1983; Balaz i sar., 1994;
Abbruzzetti, 1997), kao i benomila i kaptafola (Royse i Ries, 1978; Arsenijevi¢ i
Balaz, 1982; Tuset et al., 1997).

Cilj ovog rada je proucavanje uticaja nekih fungicida na porast kolonija
izolata gljive C.cincta u uslovima in vitro, ¢cime bi se dobili podaci o fungicidima
koji bi se mogli preporuciti za zastitu breskve od prouzrokovaca prevremenog
susenja.

MATERIJAL I METODE RADA

Preparati Benomil WP-50, Venturin S-50, Punch 40-EC, Topas 100-EC,
Konker, Clarinet, Bordovska ¢orba WP-20 i Bakarni kre¢ 50 dodavani su u
razli¢itim dozama u krompri glukoznu podlogu (tab.1). Podloga sa fungicidima
zasejana je fragmentima miselije gljive starosti 20-ak dana. Koris¢eno 6 izola-
ta, oznacenih kao C-2, C-4, C-5, C-6, C-7 i C-9, koji su dobijeni izolovanjem
patogena sa obolelih grana breskve. Uporedo je postavljena i kontrola za koju
je koriscen isti postupak i ista podloga ali bez dodavanja fungicida. Ogledi su
postavljeni u tri ponavljanja. Ovakav metod za ispitivanje efikasnosti preparata
in vitro navodi i1 veéi broj autora (French i Helton, 1962; Harvey i Helton, 1962;
Rohrbach i Helton, 1965; Balaz i sar., 1994; Popovi¢, 2004; Popovi¢ i Balaz,
2005b i dr.).

Kao pocetne koncentracije (doze) ispitivanih fungicida kori§¢ene su maksi-
malne koncentracije preporu¢ene od proizvodaca koje su, preko ogleda III - VII,
postepeno smanjivane (tab.1) u cilju utvrdivanja minimalne inhibitorne koncen-
tracije — MIC (Beresford, 1994; Arras et al., 1995). Ogledi su ocenjeni praéenjem
razvoja kolonija gljive nakon 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 i 28 dana od zasejavanja
fragmenata gljive.

REZULTATI RADA I DISKUSIJA

Preporucena doza za primenu preparata Bordovska corba WP-20 (ogled I)
je 15000 ppm. Pri ovoj dozi gljiva se uopste nije razvijala, kao ni smanjenjem
doze na 12500 ppm. Razvoj izolata je konstatovan tek na 10000 ppm, na osnovu
Cega je zakljuceno da je MIC za preparat Bordovska corba WP-20 bila 12500

ppm (sl. 1).
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SL 1. C. cincta. Porast kolonija izolata C-6 (a) na KDA sa 10000 ppm (levo) i
12500 ppm (u sredini) Bordovske ¢orbe WP-20 (desno kontrola— bez fungicida)
i izolata C-7 (b) sa 10000 ppm (levo) i 12500 ppm ( u sredini) Bakarnog kreca
(desno kontrola— bez fungicida).

Fig. 1 C. cincta. Colony growth of isolates C-6 (a) on PDA with 10000 ppm (left)
and 12500 ppm (in the middle) of Bordeaux mixture WP-20 (right control — no
fungicide added) and C-7 (b) on PDA with 10000 ppm (left) and 12500 ppm (in
the middle) of Copper oxychloride (right control — no fungicide added).

Patogen se nije razvijao ukoliko je podlozi dodavana preporuc¢ena doza
Bakarng kreca 50 i Venturina S-50 od 5000 ppm, odnosno 3000 ppm. Razvoj glji-
ve uocen je tek pri dozama od 1000 ppm (Bakarni kre¢ 50) i 300 ppm (Venturin
S-50), na osnovu ¢ega je utvrdeno da je MIC za Bakarni kre¢ 50 bila 2500 ppm i
750 ppm za preparat Venturin S-50 (sl. 1b i 2a).

Svi kori$¢eni preparati sa sistemi¢nim delovanjem (Benomil WP-50, Punch
40-EC, Topas 100-EC, Konker i Clarinet) ispoljili su izrazen inhibitorni efekat, jer
je porast gljive primenom ovih preparata konstatovan tek pri smanjenju pocetne,
preporucene, doze za 1000 puta (sl. 2b-f). Prema tome, iz ovih ogleda proizilazi
da je MIC za preparat Benomil WP-50 bila 10 ppm, za Punch 40-EC 1 ppm, za
Topas 100-EC 4 ppm, za Konker 15 ppm i za Clarinet 15 ppm.
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SL. 2. C. cincta. Porast kolonija izolata C-7 (a) na KDA sa 1500 ppm (gore levo) i 750
ppm (gore desno) Venturina S-50 (dole kontrola— bez fungicida), C-9 (b) na KDA sa 10
ppm (gore levo) i 1 ppm (gore desno) Benomila WP-50 (dole kontrola— bez fungicida),
C-6 (¢) na KDA sa 1 ppm (gore levo) i 1 ppm (gore desno) Puncha 40-EC (dole kontro-
la— bez fungicida), C-5 (d) na KDA sa 4 ppm (gore levo) i 0.4 ppm (gore desno) Topasa
100-EC (dole kontrola— bez fungicida), C-9 (e) na KDA sa 15 ppm (gore levo) i 1.5 ppm
(gore desno) Konkera (dole kontrola— bez fungicida) i izolata C-9 (f) na KDA sa 15 ppm
(gore levo) i 1,5 ppm (gore desno) Clarineta (dole kontrola— bez fungicida).

Fig.2 C. cincta. Colony growth of of isolates C-7 (a) on PDA with 1500 ppm (upper left)
and 750 ppm (upper right) of Venturin S-50 (down control — no fungicide application),
C-9 (b) on PDA with Benomil WP-50 with 10 ppm (upper left) and 1 ppm (upper right)
of Benomil WP-50 (down control — no fungicide application), C-6 (¢) on PDA with 1
ppm (upper left)and 0,1 ppm (upper right) of Punch 40-EC (down control — no fungicide
application), C-5 (d) on PDA with 4 ppm (upper left) and 0.4 ppm (upper right) of Topas
100-EC (down control — no fungicide application), C-9 (e) on PDA with 15 ppm (upper
left) and 1.5 ppm (upper right) of Konker (down control — no fungicide application) and
C-9 (f) on PDA with15 ppm (upper left) and 1.5 ppm (upper right) of Clarinet (down
control — no fungicide application).
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French i Helton (1962) navode da se prema laboratorijskim standardima,
vrednim proucavanja smatraju samo oni preparati koji smrtnost patogena iza-
zivaju pri dozama od 25 ppm ili nize i da se samo takvi preparati ispituju dalje
na toksic¢nost 1 sposobnost translokacije u stablima voc¢aka. Na osnovu ovih po-
dataka moze se zakljuciti da su u naSim ispitivanjima dobru efikasnost ispolji-
li samo preparati sa sistemi¢nim delovanjem (Benomil WP-50, Punch 40-EC,
Topas 100-EC, Konker i Clarinet), dok je kod preventivnih preparata (Venturin
S-50, Bordovska ¢orba WP-20 i Bakarni kre¢ 50) MIC bila visoka.

Istrazivanja veceg broja autora (French i Helton, 1962; Harvey i Helton,
1962; Helton, 1962, 1963; Helton i Harvey, 1963; Rohrbach i Helton, 1965;
Williams i Helton, 1967; Helton i Rohrbach, 1967; Helton i Kochan, 1967, 1968)
su takode bila usmerena ka iznalazenju fungicida kojima bi se uspesno mogla
spreciti ili redukovati infekcija sa Cyfospora vrstama. U tu svrhu su izvodeni
brojni in vitro 1 in vivo ogledi.

U in vitro uslovima je ispitan veliki broj jedinjenja postupkom koji se
sastojao u dodavanju odredenih koncentracija preparata u podlogu malc ek-
strakcioni agar, zasejavanju izolata gljive i pracenju porasta kolonija. Efikasnost
preparata odnosno jedinjenja je utvrdena na osnovu laboratorijskog standarda
(visoko efikasni su oni koji izazivaju smrtnost gljive pri dozama manjim od 25
ppm). Tako, prema nekim autorima, visoko efikasna jedinjenja su: cikloheksi-
mid /Acti-dione/ (French i Helton, 1962), Na-pyridinethione /Omadine/ (French
i Helton, 1962; Harvey i Helton, 1962), oxyquinoline citrate /Citroxin/ (French
i Helton, 1962; Harvey i Helton, 1962; Rohrbach i Helton, 1965), oxyquinoline
sulfate /Sunox/ (French i Helton, 1962; Rohrbach i Helton, 1965), 8-hydro-
xyquinoline benzoate (Harvey i Helton, 1962) i preparati Mycostatin (French i
Helton, 1962; Harvey i Helton, 1962), Phytostreptin (French i Helton, 1962) i
Gerox (Harvey i Helton, 1962). Najslabija aktivnost na test gljivu je prime¢ena
medu karbamatima, regulatorima rasta i benzenovim jedinjenjima (Rohrbach i
Helton, 1965).

Dalja ispitivanja efikasnosti ovih jedinjenja odnosno preparata se zasnivaju
na in vivo ogledima, prskanjem ili injektiranjem inokulisanih (obolelih) stabala
vocaka znatno ve¢im dozama preparata od onih koje su letalne za analiziranu
gljivu u prethodnim in vitro testovima. Rezultati ovih ogleda su pokazali da su 8-
quinolinoli (Helton, 1962, 1963; Helton i Harvey, 1963; Williams i Helton, 1967;
Helton i Rohrbach, 1967; Helton i Kochan, 1967, 1968), cikloheksimidi (Helton,
1962, 1963; Williams i Helton, 1967; Helton i Rohrbach, 1967; Helton i Kochan,
1967, 1968), aminotrihlorofenilacetic acid - amine salt (Helton i Rohrbach,
1967), Phytoactin L-456 (Helton i Rohrbach, 1967; Helton i Kochan, 1967), Na
2-pyridinethiol, 1-oxide (Helton i Rohrbach, 1967), 1-oxido-2-pyridylthiomethyl
propyl ether (Helton i Rohrbach, 1967) i 2,3,6-trichlorophenylacetic acid - so-
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dium salt (Helton i Rohrbach, 1967) bili absorbovani i translocirani bez gubitka
fungicidne aktivnosti i da su profilakticki (preventivni) efekti ovih jedinjenja bili
viSe naglaseni nego terapeutski (kurativni).
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EFFECT OF SOME FUNGICIDES ON CYTOSPORA CINCTA
DEVELOPMENT IN VITRO
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Summary

Effect of some fungicides on growth of isolates Cytospora cincta Sacc., the
causer agent of beach die-back, was studied. Six isolates of pathogen were grown
on PDA in which different doses of preventive and systemic fungicides were ad-
ded. The same rown on PDA with no fungicides were use as control.

Assays were started with 8 fungicides (Benomil WP-50, Venturin S-50,
Punch 40-EC, Topas 100-EC, Konker, Clarinet, Bordou mixture WP-20 and
Copper carbonate 50) at their recommend doses for use. Also, the fungicides
were applied in different doses with the aim to find out minimal inhibitory con-
centration (MIC).

All systemic fungicides (Benomil WP-50, Punch 40-EC, Topas 100-EC,
Konker and Clarinet) showed high efficiency because they completely inhibited
C.cincta growth at doses lower than 25 ppm. For preventive fungicides (Bordou
mixture WP-20, Copper acarbonate 50 and Venturin S-50) MIC were much more
higher (750 ppm and more).

Key words: Cytospora cincta, isolates, growth in vitro, minimal inhibitory
concentration.
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PORAST I SPORULISANJE KOLONIJA
VENTURIA INAEQUALIS NA RAZLICITIM
TEMPERATURAMA I PODLOGAMA

GORAN ALEKSIC, SASA STOJANOVIC, MIRA STAROVIC,
SLoBopDAN KuzmaNovi¢, NENAD TRKULIA
Institut za zasStitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd

Najveci broj tretmana u zastiti jabuke izvodi se protiv prouzrokovaca ¢adave pegavosti
lista i krastavost plodova. Medutim, mali broj raspolozivih fungicida, ¢esto primenjih u
povecanim koli¢inama, uzrokuje pojavu smanjene osetljivosti patogena prema upotrebljavanim
fungicidima. Zato se javila potreba ispitivanja ove pojave i u laboratorijskim uslovima. Da
bi se ova istrazivanja sprovela potrebno je ispitati uslove pod kojima patogen ima optimalni
porast i fruktifikaciju, u cilju iznalazenja najboljih podloga i uslova za gajenje patogena koji
bi posluzili u ispitivanjima njegove osetljivosti prema fungcidima u laboratorijskim uslovima.
Prema dobijenim rezultatima, temperaturni optimum za porast kolonija je izmedu 15° 120°C,
minimum je oko 1°C, a maksimum je 27°C. Najpogodnija podloga za sporulaciju patogena
je podloga od slada, a neznatno slabija sporulacija je na podlozi od krompira. Utvrdeno je
da je intenzitet sporulacije najvec¢i pri temperaturi od 15°C, na podlozi od slada (1, 6 x 10°
spora/ml).

Kljucne reci: jabuka, ¢adava krastavost ploda, Venturia inaequalis, porast, fruktifikacija,
temperatura, podloge

UvVOD

Jabuka je najintenzivnije gajena vocarska kultura na nasim prostorima sa
veoma zna¢ajnom godiSnjom proizvodnjom plodova. Medutim, ovu proizvodnju
ugrozava pojava raznih, veoma destruktivnih patogena. Jedan od najznacajnijih
je prouzrokovac ¢adave krastavosti ploda — Venturia inaequalis (Cooke) Winter.
Ovaj patogen moze potpuno da ugrozi proizvodnju jabuke u odsustvu hemijske
zaStite. O znacaju V. inaequalis govori 1 podatak, da od ukupne potro$nje pesti-
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cida koji se primenjuju pri proizvodnji jabuke, 75% otpada na suzbijanje bolesti
mikozne prirode (fungicidi), od ¢ega 70% za ¢adavu krastavost. Veliki problem
u zastiti jabuke od ovog patogena predstavlja Cinjenica da se veoma Cesto i u
povecéanim koli¢inama primenjuje mali broj fungicida. To je uzrokovalo pojavu
smanjene osetljivosti patogena prema upotrebljavanim fungicidima zahvaljujuci
velikoj sposobnosti patogena za variranje i prevladavanje prepreka koje pred nje-
ga postavlja priroda ili covek. Zato se javila potreba ispitivanja smanjene osetlji-
vosti patogena u laboratorijskim uslovima, pa je zbog toga gajenje patogena u
uslovima in vitro ponovo aktuelizovano. Rezultati isptivanja saopsteni u ovom
radu predstavljaju doprinos jednostavnijem i efikasnom gajenju patogena na
vestackim podlogama u cilju iznalazenja najboljih podloga i uslova za gajenje
patogena koji bi posluzili u ispitivanjima njegove osetljivosti prema fungcidima
u laboratorijskim uslovima.

MATERIJAL I METODE

Fragmenti vazdusne micelije kolonije Vinaequalis sa monosporne kultu-
re uzgajane na podlozi od slada (izolat poreklom iz Leskovca) zasejani su na
hranljive podloge slad-agar (SA), odvarak lista jabuke (OLJ) i krompir glukozni
agar — specijal (KGA), koje su podeSene na pH 6,0. Zasejane podloge izlagane
su temperaturama od 1°, 5°, 10°, 15°, 20°, 25°, 30°, 33° i 35°C u politer-
mostatu u mraku (Bori¢, 1985; Arsenijevi¢ i Guberini¢, 1989). Kulture su pre-
gledane svakodnevno u cilju utvrdivanja pocetka razvoja kolonija na pojedinim
temperaturama. Porast kolonija meren je u intrevalima od sedam dana tokom Sest
nedelja razvoja, dok je za konacan porast kolonija uzet pre¢nik izmeren 42-og
dana od zasejavanja (Bori¢, 1985). Prikazani podaci predstavljaju proseke od pet
ponavljanja.

Obrazovanje reproduktivnih organa (konidija) praceno je svakog dana od
pocetka razvoja micelije u periodu od 42 dana. Pocetak sporulacije patoge-
na utvrdivan je u kulturama na kosoj podlozi u epruvetama i na ¢vrstoj podlo-
zi u Petri kutijama precnika 5 cm. Micelija je zahvatana fitopatoloSkom iglom,
prenosena na mikroskopsku plocicu, a zatim pripreman privremeni preparat koji
je posmatran pod mikroskopom, kako bi se utvrdilo eventualno prisustvo spora.
Na ovaj nacin je pouzdano mogao biti odreden pocetak sporulacije.

Intenzitet sporulacije, odnosno gustina konidija u 1 ml suspenzije, utvrdivana
je pomocu hemocitometra po Thom-u sa 16 polja ukupne povrSine 1 mm? i dubi-
ne 0,2 mm. Gustina konidija odredivana je posle 30 dana od zasejavanja patogena
(Ross, 1974), na svakoj od ispitivanih zakoSenih podloga u epruvetama i svim
temperaturama na kojima je bilo porasta micelije, kako bi se utvrdile razlike u in-
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tenzitetu sporulacuje. Suspenzija konidija pripremana je tako Sto je 1 ml destilo-
vane vode dodavan u epruvetu sa kulturom patogena uz blago grebanje metalnom
spatulom da bi se konidije odvojile od micelije. Dobijena_suspenzija je presipana
u Cistu epruvetu i procedena kroz polietilensku mrezu da bi se odstranila micelija.
Pasterovom pipetom uzimana je suspenzija spora i preno$ena na hemocitometar.
Prve dve kapi suspenzije su odstranjivane, a sledeca je nanoSena izmedu pokro-
vne ljuspice i staklene plo¢e hemocitometra i pod mikroskopom pri uvecanju od
100 x vrSeno je prebrojavanje konidija. Brojanje je radeno u 32 ponavljanja (32
polja). Utvrdivan je ukupan broj spora, a iz toga je zatim izraCunavan prosecan
broj spora po Imm? Gustine spora u 1 cm® (1ml) suspenzije izraGunavana je po
slede¢oj formuli: N =n x 5 x 1000, gde je N = broj spora u 1 ml suspenzije (gu-
stina spora /Iml), a n = prose¢an broj spora na 1 mm?.

REZULTATI I DISKUSIJA

Pocetak razvoja kolonija znacajno zavisi od temperature gajenja (graf.
1). Ukoliko se temperatura snizava, pocetak rasta je sve kasniji. Tako, na 1°C
pocetak rasta je tek posle 72 h, na 20°C 1 25°C posle 22 h'i 24 h, ana 30°C 1
viSim temperaturama nema porasta kolonija. Ispitivane hranljive podloge (SA,
KGA, OLJ) ne pokazuju uticaj na pocetak porasta kolonija Vinaequalis i u ovom
pogledu kolonije se ponasaju isto na svim ispitivanim temperaturama.

Porast kolonija vrlo znacajno zavisi od temperature i podloge na kojoj se
patogen gaji, kao i njihove interakcije (tab. 1). Optimalne temperature za porast
kolonija patogena se razlikuju u zavisnosti od koris¢ene podloge i iznose 15-
25°C na SA, 15-20°C na OLJ i 20°C na KGA. Minimalna temperatura je oko
1°C, a maksimalna 27°C (graf. 2). Sli¢ne rezultate je saopstio Aderhold (1926,
loc.cyt. Wiesmann, 1931), navodeci da je optimalna temperatura za porast glji-
ve Vinaequalis oko 20°C. Ispitujuéi uticaj temperature na ispoljavanje bolesti
koju prouzrokuje ovaj patogen Keitt i Jones (1943, loc.cyt. Mac Hardy, 1996) su
saopstili rezultate sa kojima se u osnovi slazu rezultati ovih istrazivanja.

Temperatura od 15°C najbolje diferencira razlike u porastu kolonija na
koris¢enim podlogama. Na ovoj temperaturi porast kolonija se znacajno razlikuje
u zavisnosti od koris¢ene podloge (26,7 mm na OLJ, 30,4 mm na KGA 36,6 mm
na SA). Ovakvi rezultati razvoja patogena nisu utvrdeni pri temperaturi od 20°C
i ostalim ispitivanim temperaturama.

Iz dobijenih rezultata vidi se da je najveca razlika u porastu kolonija, kada
se uzmu u obzir sve ispitivane temperature, utvrdena na podlozi od krompira
(KGA). Ostale dve ispitivane podloge (SA i OLJ) ne ispoljavaju ovakav efekat
na porast kultura Vinaequalis. S druge strane, podloga od slada omogucila je
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Graf. 1. — Pocetak porasta kolonija Vinaequalis na raznim temperaturama
Graph. 1. — The start of development of V.inaequalis colonies at different tem-
perature

ispoljavanje Sireg spektra optimalnih temperatura za porast kolonija. To su tem-
perature izmedu 15° i 25°C i izmedu njih se ne pojavljuju statisticki znacajne
razlike u odnosu na ukupan porast kolonija. Na podlozi od odvarka lista jabuke,
optimum za porast kolonija je izmedu 15° i 20°C, dok je na podlozi od krom-
pira, za porast gljive optimalna temperatura od 20°C. Uporedenjem konacnog
porasta kolonija na pojedinim podlogama vidi se da je najbolji porast kolonija
Vinaequalis postignut na podlozi od slada, a da je nesto slabiji porast na podlozi
od krompira. Najslabije rezultate u pogledu uslova za porast kolonija pokazala
je podloga od odvarka lista jabuke (OLJ). Rezultati ovih istrazivanja slazu se sa
rezultatima Borica i sardnika (1994) koji su ispitivali morfoloske karakteristike
izolata V. inaequalis i odgajivacke vrednosti osam hranljivih podloga, medu
kojima je najbolji rast kolonija postignut na krompir glukoza agaru - specijal.
Sli¢ne rezultate saopstili su Putto 1 Chudhary (1987) koji su, ispituju¢i osam
hranljivih podloga, ustanovili da je najbolja za razvoj gljive krompir glukozna
podloga (KDA).
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Tabela 1. Analiza varijanse uticaja temperature i podloge

na porast kolonija V.inaequalis *

Table 1. Analysis of variance for effect of temperaturea and media

on colony growth of Vinaequalis *

Izvori varijacije
Source of variation

Stepeni slobode Suma kvadrata Sredina kvadrata F

Degree of fidom Sum of squares

Blokovi -Blocks 4 24.47
Tretmani -Treatments 20 16221.27
Temp.-Temps. (A) 6 14574.20
Podloge- Media (B) 2 595.03
AXB 12 1052.04
Greska -Error 80 430.73
Ukupno - Total 104 16676.46

Mean square
6.12 1.14
811.06
2429.03 451.15 **
297.52 55.26 **
87.67 16.28 **
5.38

# Kolonije Vinaequalis na podlogama KGA, SA i OLJ su inkubirane na temperaturama 1, 5, 10, 15, 20, 25, i
30C u mraku tokom 42 dana — Colonies of Vinaequalis PDA, maltz agar and apple leaf decantion agar were

incubated at 1, 5, 10, 15, 20,

25, and 30C in darkness for 42 days.
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Temperatura uti¢e na izgled i strukturu kolonija Vinaequalis (sl. 1), $to je
najuocljivije na KGA. Na temperaturi od 1°C vazdusni deo kolonija je masli-
nastozelen, kruznog oblika sa jasno ogranic¢enim ivicama, bez uocljivog ruba.
Supstratni deo kolonija je za nijansu tamniji, kruznog je oblika i sa jasnom ivi-
com. Centralni deo kolonije nije izdignut. Na temperaturi od 5°C kolonije su
kruznog oblika, ali za razliku od prethodne tempertaure imaju tamniji rub, Sirine
oko 1 mm. Vazdusni deo kolonija je siv i somotaste grade sa neznatno izdignutim
centralnim delom. Supstratni deo kolonija je tamno maslinast do mrk. Na tempe-

Sl 1. Vinaequalis. - Porast kolonija na podlozi od slada (A), odvarka lista jabuke (B) i
krompira (C) pri raznim temperaturama nakon 42 dana*

Fig. 1. Viinaequalis. — Colony growth on maltz agar (A), apple leaf decantion agar (B) and
potatoe dextrose agar (C) at different temperatures after 42 days”

2Na 20°C u ogled je ukljucena i podloga od ekstrakta slada (D).- Maltz extract agar (D) was included in experi-
ment at 20°C.
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raturi od 10°C je vrlo uocljiva razlika u izgledu kolonija, koje su kruznog oblika
sa nesto svetlijim rubom, Sirine oko 2 mm. Vazdusni deo kolonija je svetlo sive
boje, somotaste strukture sa gus¢om micelijom, a kolonije su reljefne po svojoj
povrsini. Centralni deo kolonija je izdignut, a ivica je takode reljefna (micelija
po ivici grudvicastog izgleda). Supstratni deo kolonija u svom centralnom delu
je mrk, a na periferiji svetliji, §irine oko 3 mm. Na temperaturi od 15°C, za
razliku od prethodne, vazdusni deo kolonija nije reljefan po povrsini, Sto je i
najuocljivija razlika u odnosu na kolonije sa prethodne temperature. Centralni
deo kolonija je blago izdignut, pre¢nika oko 2 mm. Supstratni deo kolonija je mrk
bez naglasenog ruba. Na temperaturi od 20°C kolonije su nepravilno kruznog
oblika sa talasastom ivicom i jasno izrazenim tamnijim rubom, Sirine oko 3 mm.
Vazdusni deo kolonija blago ispupcen u sredi$njem delu, a od kolonija sa pretho-
dnih temperatura razlikuje je blago nijansiran tamniji prsten (u srediSnjem delu
kolonije), pre¢nika oko 10 mm. Supstratni deo kolonija je tamno mrke boje sa
svetlijim sredi$njim delom i tamnijim rubom Sirine oko 3 mm. Na temperaturi
od 25°C, za razliku od prethodnih, uocljiva su 2 uska koncentri¢na prstena, za
nijansu tamnije boje od ostalog dela kolonije, kao i uzak rub iste nijanse.
Pocetak sporulacije konstatovan je posle 29 dana od poc¢etka razvoja micelije
na temperaturi od 1°C, na 5°C posle 12 dana, a na 10° i 25°C posle 7 dana.
Temperature od 15° 1 20°C su najpovoljnije za pocetak sporulacije, na kojima
obrazovanje konidija pocinje posle tri dana od pocetka razvoja micelije (graf. 3).
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Razlicite temperature uticu i na intenzitet sporulacije kolonija, odnosno na
gustinu spora (u 1 ml suspenzije). Utvrdeno je da je intenzitet sporulacije najveci
pri temperaturi od 15°C, na podlozi od slada (166500 spora/ml). Sa snizavanjem
temperature, rapidno opada i intenzitet sporulacije. Vrlo nizak intenzitet sporula-
cije utvrden je i na temperaturi od 25°C (tab. 2). Na temperaturi od 20°C nema
sporulacije ili je ona slaba, tako da na podlozi od malca iznosi svega 5625 spora/
ml, dok na ostalim podlogama izostaje. Najmanje razlike u intenzitetu sporulacije
pri pojedinim temperaturema razvoja patogena su na podlozi od krompira (KGA).
Rezultati ovih istrazivnja slazu se sa rezultatima koje je saopstio Ross (1974),
prema kome je obrazovanje konidija optimalno pri temperaturi od 16°C.

Tabela 2. Uticaj temperature i podloge na intenzitet sporulacije
Vinaequalis u kulturi

Table 2. Effect of temperatures and media on sporulation
of Vinaequalis

Temperatura Broj konidija/ml (x 10%) na tri podloge

Temperature Number of conidia/ml (x 10°) on thre media
°C SA OLJ KGA
1° 0,312 0,625 7,187
5° 7,500 0,781 50,625
10° 10,312 1,250 96,400
15° 166,500 1,562 157,500
20° 5,625 0,000 0,000
25° 0,625 0,000 0,000

2 SA = podloga od slada (maltz agar), OLJ = podloga od odvarka lista jabuke (apple leaf decantion agar),
KGA=krompir glukozna podloga (potato dextrosa agar)

Najpogodnija podloga za sporulaciju je SA, a neznatno slabija sporulacija je
na KGA. Ovi rezultati slazu se sa rzultatima Ross-a (1974) koji je ispitivao spo-
rulaciju (produkciju konidija) V. inaequalis na vesStackim hranljivim podlogama
i utvrdio da je gljiva na podlozi od slada davala stalno visok prinos konidija, a
slicne rezultate saopstili su Putto i Chudhary (1987).
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The largest nimber of fungicide tretatments in disease control of apple are
realised against apple scab. However, a mall nuber of available fungicides which
were fiquently used in incresed doses caused the problems of less susceptibility
of pathogen to applied fungicides.

The effect of different temperatures and media on pathogen colony growth
and sporulation were investigated to find out the optimal conditions for pathogen
development. The optimal temperature for colony growth was 15°- 20°C, mini-
mal around 1°C, a maximal 27°C. The moust suitable medium for pathogen spo-
rulatuiin was malt agar, and insignificantly less suitable was PDA. Sporulation
was the more abundant at 15°C (1, 6 x 10° spora/ml).
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Proucene su morfoloske, patogene i bakterioloske karakteristike Cetiri izolata bakterije
izolovane iz uzoraka obolelih stabljika suncokreta ispoljenih u vidu crnila i mrke trulezi.

Bakterije sva Cetiri izolata Stapicastog su oblika, asporogene, gramnegativne i polarnog
rasporeda cilija. Na Kingovoj podlozi B stvaraju fluorescentni pigment, a na infiltriranom
lis¢u ne prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju (HR) duvana.

Osim stabljika suncokreta, krompira i paradajza, simptome tipa trulezi uzrokuju i na
inokulisanim kriskama mrkve, pastrnaka, lukovicama crnog luka, liS¢u kupusa i salate,
cvastima karfiola, kao i na plodovima paprike i paradajza.

Sude¢i na osnovu ovih odlika i biohemijsko-fizioloskih karakteristika, proizlazi da
proucavana bakterija izolovana iz obolelih stabljika suncokreta pripada rodu Pseudomonas,
odnosno patogenu Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens 1925, a najverovatnije
patogenom varijetetu P. marginalis pv. marginalis (Brown) Stevens 1925.

Kljucne reci: suncokret, bakterija, izolati, patogenost, bakterioloske odlike, Pseudomonas
marginalis pv. marginalis.

UvVOD

Tokom 1988. 1 1989. godine u nekoliko lokaliteta Banata u Vojvodini uo¢ena
je pojava crnila i trulezi mladih stabljika suncokreta gradom ostecenih.

Analizom sakupljenih uzoraka dominirao je simptom razmekSavanja i de-
zorganizacije ¢vrstine kako spoljasnjeg tako 1 unutrasnjeg tkiva obolele stabljike,
odnosno njene srZzi.
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Kako sli¢ne promene mogu prouzrokovati ¢inioci razne prirode, a narocito
bakterija Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Hauben et al. 1998
(raniji naziv: Erwinia carotovora subsp. carotovora /Jones/ Bergey et al., 1923)
(Arsenijevi¢, 1970; Arsenijevi¢ i Masirevi¢, 1987, 1988) ili njoj srodna bakte-
rija ovog roda (Arsenijevic i sar., 1989), pristupili smo izolovanju i identifikaciji
patogena pretpostavljajuci da su bakterije te koje ucestvuju u patogenezi bolesti
ispoljene na obolelim stabljikama suncokreta.

Ovo tim pre, jer se pokazalo da se ovakva pojava na stabljici suncokreta
uocava kod nas ve¢ duze vreme osobito posle gradobitne oluje i padavina. I to ne
samo na mladim nego i na starijim biljkama suncokreta (Arsenijevi¢, 1970).

Proucavanjem sojeva bakterije izolovane iz obolelih stabljika mladih biljaka
suncokreta, o kojima je re¢, ispostavilo se da ne pripadaju grupi Erwinia odnosno
Pectobacterium nego rodu Pseudomonas.

Zbog toga ¢emo se u daljem izlaganju zadrzati na karakteristikama ove bak-
terije roda Pseudomonas izolovane iz natrulih stabljika suncokreta, pogotovo §to
se Cesto pojavljuje i na povréu i od znacaja je za povrtarske biljke uzrokujuci
trulez korena celera, pastrnaka, perSuna, lis¢a glavica salate, cvasti karfiola, bro-
kolija, a i drugih vrsta (Bergey, 1986; Arsenijevié, 1990, 1992, 1997; Arsenijevié i
Obradovi¢, 1996; Arsenijevicisar., 1994, 1996, 1998; Jovanovi¢, O. i Arsenijevic,
1998; Obradovi¢, 1999; Gavrilovi¢ i sar., 2001 i dr.).

MATERIJAL I METODE
Materijal

Obolele biljke sakupljene su u nekoliko navrata, obi¢no posle grada kada se
bolest i najcesce pojavljivala, dopremane su u laboratoriju i detaljno analizirane.
Posmatran je kako njihov spoljasnji tako i unutrasnji izgled stabljike uocavajuéi
promenu ¢vrstine, boje 1 konzistencije obolelog tkiva. Posle ovakvog pregleda
vrSena je priprema za izolovanje bakterija na unapred pripremljenoj mesopep-
tonskoj podlozi.

Izolovanje bakterije

Posle povrsinskog premaza nekroti¢nog tkiva obolelih stabljika alkoholom,
u cilju otklanjanja njegove nepozeljne kontaminacije, uzduznim presekom steril-
nim skalpelom odvajani su oboleli delovi tkiva i popre¢no sasecani na sterilnom
filter papiru.
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Tako pripremljeni deli¢i tkiva postavljani su u sterilne porculanske avane
pincetom napaljenom na plamenu Spiritusne lampe. Uz dodatak sterilisane vode i
tarenjem dezinfikovanim tuckom dobro su u avanu izgnjeceni.

Dobijeni macerat sterilisanom bakterioloSkom petljom zasejavan je razma-
zom preko povrsine podloge prethodno razlivene u Petri kutije 1 prosuSene u
susnici 20 minuta pri 30°C.

Zasejane Petri kutije sa podlogom postavljene su u termostat pri 25°C radi
razvoja maceratom nanetih bakterija.

Razvijene kolonije bakterija na oko interesantne i Ciste presejavane su na
kosu mesopeptonsku (NA) podlogu s 2% glicerina (NAG), u cilju dobijanja
Cistih izolata i njihovog odrzavanja (Arsenijevic, 1997).

Ovim postupkom izolovano je vise sojeva bakterija od kojih su tokom daljeg
istrazivanja koriS¢ena Cetiri: Su-134, Su-142, Su-150 1 Su-182.

Provera patogenosti dobijenih izolata

Inokulacija biljaka suncokreta, paradajza,
paprike, krompira i muskatle.

Mlade biljke suncokreta uzrasta 50 cm sa 5-8 razvijenih listova i so¢nih do-
bro razvijenih stabljika, inokulisane su nanosenjem suspenzije bakterija koncen-
tracije 108 CFU/ml ubodom u stabljiku laboratorijskom iglom prethodno uronje-
nu u suspenziju. Kao kontrola kori§¢ena je destilovana voda i autenti¢an soj
Pseudomonas marginalis pv. marginalis (Pm-3) izolovan iz pastrnka u SAD.

Inokulisana mesta na stabljici suncokreta obavijena su vlaznom vatom i
staniol papirom radi odrzavanja potrebne vlaznosti. Vlazna vata i papir odstranji-
vani su posle nekoliko dana odnosno pri pojavi uvelosti lis¢a na inokulisanim
biljkama, §to pri viSoj temperaturi obi¢no traje Cetiri dana.

Istovetan postupak primenjen je i pri inokulaciji odraslih i dobro razvijenih
biljaka paradajza, paprike, krompira i muskatle.

Inokulacija nesazrelih plodova paradajza i paprike.

Inokulisani plodovi ubodom kori§¢enjem suspenzije 103 CFU/ml izolata sa
suncokreta i Pm-3 sa pastrnka postavljani su u vlazne klima komore do pojave
nekroze tkiva, a onda su izneti na laboratorijske stolove radi prac¢enja daljih pro-
mena. Negativna kontrola i ovde je tretirana destilovanom vodom.
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Inokulacija kriski krompira, mrkve, pastrnka, lukovica crnog luka, liséa glavica
kupusa i salate i cvasti karfiola.

Inokulacija kriski ovih biljaka vrSena je nalivanjem suspenzije bakterija (10*
CFU/ml) u otvore busacem pripremane na centru kriski, a liS¢u ubodom u tkivo.
Svi tretmani postavljeni su u povece vlazne Petri kutuje do pojave trulezi tkiva.
I ovde je izolat Pm-3 koriS¢en kao pozitivna kontrola, a destilovana voda kao
negativna.

Morfoloske odlike bakterije

Proucavane su pomoc¢u obi¢nog svetlosnog i elektronskog mikroskopa.
Odredivan je oblik bakterija, prisustvo ili odsustvo spora kao i raspored flagela
koristeci uobicajene postupke (Klement et al., 1990; Arsenijevi¢, 1992, 1997).

Odgajivacke karakteristike

Pracene su posmatranjem razvoja i izgleda kolonija formiranih na meso-
peptonskoj (NA) 1 mesopeptonskoj podlozi obogacenoj sa 5% saharoze (Fahy
i Persley, 1983). Prema ovim autorima odredivan je i razvoj bakterija u tecnoj
podlozi pri 37°C i u podlozi sa 5% NaCl.

Fluorescentnost bakterija odredivana je na Kingovoj podlozi B, a ponasanje
prema Gramu koris¢enjem 3% KOH (Arsenijevi¢ i Jovanovi¢, O., 1995).

Biohemijsko-fiziolo§ka svojstva

Stvaranje polisaharida levana, oksidaze, pektoliticka aktivnost bakterija na
kriskama krompira, formiranje arginin dehidrolaze i hipersenzibilne reakcije du-
vana (Lopat testovi) proucavano je prema Lelliott-u i Stead-u (1987).

A stvaranje katalaze, fosfataze i lecitinaze, amonijaka, sumporvodonika, in-
dola, redukcija nitrata i razlaganje Zelatina kao i ugljenih hidrata (dulcita, glukoze,
laktoze, manita, saharoze i sorbitola) prema Fahy-u i Persley-u (1983) i Klementu
i sar. (1990) (ex: Arsenijevi¢, 1997).
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REZULTATI
Simptomi bolesti

Dosta podsecaju na promene tipa trulezi stabljika suncokreta i krompira koje
prouzrokuju bakterije grupe Erwinia podvrsta (subspp.) carotovora i atroseptica
i vrste E. chrysanthemi (Arsenijevi¢, 1990; Arsenijevi¢ i Masirevi¢, 1987, 1988;
Arsenijevic i sar., 1989) odnosno roda Pectobacterium (Hauben et al., 1998).

Osnovni simptomatoloski znak ispoljava se u vidu razmeksavanja i trulezi
stabljike koja postaje crne boje, gubi svoju ¢vrstinu usled dezorganizacije njenog
tkiva, zbog Cega se savija i poleZe, susi se i kasnije potpuno izumire (sl.1).

Uzduznim ili popre¢nim presekom sveze obolele stabljike suncokreta
uocavaju se i promene njene srzi koja umesto bele boje postaje mrka pa tamna,
skoro crna. I obolelo tkivo srzi takode postaje socno, mekano zahvaceno proce-
som trulezi i raspadanja (sl.2).

Ovako izmenjena srz kasnije se susi 1 skuplja postajuci Supljikava jer se nje-
no tkivo mestimi¢no nabora zbog Cega i cela stabljika neispunjena svezom srzi
ostaje ,,prazna‘“ i Suplja neispunjena tkivom.

To je poslednja faza u patogenezi ove bakterioze kad se obolele stabljike
potpuno sasuSuju zadrzavajuéi samo privremeno svoju crnu boju. Jer, ovako suve
gube svoje prvobitno crnilo postajuci svetlosive spolja posmatrane (sl.3).

Na kraju ovog patoloskog procesa cela unutrasnjost obolele stabljike je u
celosti Suplja, ostaju samo njeni ¢vrsti spoljni zidovi izrazito sive boje. Usled
sasusenog tkiva i potpunog gubitka njegove svezine i vlaznosti, takve stabljike
su neobi¢no lagane bez one njihove uobicajene tezine i izrazito su sive naoko
posmatrane (sl.3).

Zbog svega napred navedenog i simptomatoloske sli¢nosti koje bakterije
roda Erwinia (Pectobacterium) 1 Pseudomonas marginalis, o kome je u ovome
radu re¢, uzrokuju i dijagnoza ove bolesti tipa trulezi stabljike suncokreta vizuel-
no vrsena je otezana. Zato, izolovanje patogena iz obolelog tkiva i odredivanje
njegovih osnovnih bakterioloskih karakteristika, npr. izgled i boja kolonija, fluo-
rescentnost na Kingovoj podlozi B, stvaranje ili odsustvo oksidaze, HR duvana
i drugih testova je neophodno (Palleroni, 1984; Bradbury, 1986; Lelliott i Stead,
1987; Arsenijevic, 1992, 1997).



92

M. Arsenijevié i sar.




Dalja proucavanja bakterije Pseudomonas marginalis pv. marginalis 93

Pseudomonas marginalis pv. marginalis. SI.1 (a, b, ¢) — crnilo obolelih stabljika sun-
cokreta (Prirodna zaraza); sl.2 — izgled unutrasnjeg dela na uzduznom preseku obole-
lih stabljika suncokreta, crna boja ukazuje na obolelu srz, bela predstavlja zdravu srz
(Prirodna zaraza); sl.3 — izbeljavanje spoljasnjeg povrsinskog tkiva i nestanak crnila na
oboleloj stabljici (levo) i izgled stablji¢ne srzi na kojoj crna boja jos ne iS¢ezava (Prirodna
zaraza); sl.4 — izgled spoljasnjosti (levo) i unutrasnjosti (desno) mladih stabljika sunco-
kreta veStacki inokulisanih ubodom pomocu igle koris¢enjem suspenzije bakterija 108
CFU/ml; sl.5 — nekroza tkiva s pojavom mrkocrne boje na mestima inokulacije stabljike
suncokreta izvr$ene suspenzijom bakterija 108 CFU/ml ubodom u tkivo pomocu igle; sl.6
— razmekSavanje i trulez kriski mrkve (gore) i pastrnaka (dole) inokulisanih nalivanjem
suspenzije bakterija u otvore tkiva prethodno pripremljenih; sl.7 — mrkocrna trulez glavi-
ca karfiola inokulisanih suspenzijom bakterija ubodom pomocu igle (Orig.).

Pseudomonas marginalis pv. marginalis. Fig.1 (a, b, c¢) — blackness of sunflower stems di-
seased (Natural infection); Fig.2 — view of inner part on longitudinal section through the
sunflower stems diseased, black colour indicate on the pith diseased, white once represent
healthy tissue respectively (Natural infection); Fig.3 — bleaching of the outer, superficial
tissue and disappear of the blackness on stem diseased (left) and view of stem pith on
which the black colour still not disappear (Natural infection); Fig.4 — view of outer (left)
and inner part (right) of the young sunflower stems artificially inoculated by the pricking
with the needle using bacterial suspension 10 CFU/ml; Fig.5 — tissue necrosis with brown
black colour appearance on the places of sunflower stems inoculated carried out by pri-
cking using bacterial suspension 10® CFU/ml; Fig.6 — softening and rotting of the carrot
slices (above) and parsnip (down) inoculated by the pouring of bacterial suspension into
the holes previosly prepared; Fig.7 — brown black rotting of caulifiower heads inoculated
by pricking with the needle using bacterial suspension 10® CFU/ml (Orig.).
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Patogenost proucavanih sojeva

Suncokret, paradajz, krompir, paprika, muskatla.

Sva tri izolata prouzrokuju izrazite patolo§ke promene na inokulisanom sun-
cokretu koje se osobito pri viSoj temperaturi uocavaju brzo, ve¢ posle 24-48 sati,
a nakon Cetiri dana od inokulacije biljke venu.

Na stabljici spolja posmatrano zapaza se maslinastozelenkasta nekroza
pokori¢nog tkiva koja se prstenasto i duz stabljike $iri i koja se jasno uocava
narocito ako se epidermis odstrani. Tada se primecuje da nekroza zahvata i sudo-
vno sprovodno tkivo stabljike dopiruci sve do srzi (sl. 41 5).

Stablji¢no tkivo oko inokulisane zone razmeksava se i truli, Sireci se sve
do srzi koja se takode razmekSava ispoljavajuci simptome razmekSavanja i
smezuravosti. Usled ovako ispoljene destrukcije tkiva stabljike i njene srzi ino-
kulisane biljke venu gubeci svoju ¢vrstinu (sl.5).

Sli¢ne promene na stabljici i srzi nastaju i pri inokulaciji ubodom u stabljiku
biljaka paradajza i krompira. Ali, pri tome promene tkiva su nesto svetlije.

Medutim, na inokulisanim stabljikama muskatle i paprike nisu uocene
ocekivane promene $to se verovatno moze objasniti izrazitom staroSc¢u biljaka
koris¢enih za inokulaciju, ¢ije je stabljicno tkivo zahvaceno procesom lignifika-
cije uveliko ocvrslo.

Plodovi paradajza i paprike.

Na nesazrelim plodovima paradajza i paprike pojavljuje se nekroza i pega-
vost tkiva koja postepeno poprima karakter trulezi koja se nesto sporije razvija.

Kriske krompira, mrkve, pastrnaka, lukovica crnog luka,
lisce kupusa i salate, cvasti karfiola

Na svim ovim kriskama nastaje proces trulezi (sl.6) koja se brzo razvija
zahvatajuci je u celosti ve¢ posle 24-48 sati, ili nesto sporije kod crnog luka.

Na inokulisanom li§¢u kupusa i salate i cvastima karfiola (sl.7) inokulisanih
ubodom razvijaju se mrke pege koje vremenom tamne postajuci crne kad se tkivo
razmeksava i truli, kako duz nerava tako i ono izmedu njih (tab.1).

Na svim napred spomenutim biljkama (suncokretu, paradajzu, krompiru,
paprici i muskatli), plodovima paradajza i paprike, kao i na kriSkama krompira,
mrkve, lukovica crnog luka i liS¢u kupusa i salate, kontrolni izolat Pm-3 (P. mar-
ginalis pv. marginalis) isto se ponasa kao i sva Cetiri nasa soja (Su-134, Su-142,
Su-150 i Su-182) poreklom sa suncokreta.
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Isto tako kontrolni tretmani, u ogledima provere patogenosti proucavane
bakterije, inokulisani destilovanom vodom bez ikakvih su promena (tab.1).

Tab. 1. Patogenost sojeva Pseudomonas marginalis pv. marginalis
(Su-134, Su-142, Su-150, Su-182) poreklom sa natrulih
stabljika suncokreta i obolelog pastrnaka (Pm-3).

Tab. 1. Pathogenicity of Pseudomonas marginalis pv. marginalis
strains originated from sunflower stems rot
(Su-134, Su-142, Su-150, Su-182) and diseased parsnip (Pm-3).

Sojevi - Strains

Test patogenosti na =
paross T 09 8 9 o« 5
Pathogenicity tests on — — — — g £2
o o o o £ 535
wn wn wn w2 M
Mladim biljkama - Young plants of
suncokreta -sunflower + + + + + -
krompira - potato + + + + + -
paradajza - tomato + + + + + -

paprike - pepper - - - - - -
muskatle - pelargonium - - - - - -
Nesazrelim plodovima - Unripe fruits of
paradajza - tomato + + + + + -
paprike - pepper
Vlazna trulez - Soft rot of
kriski krompira - slices of potato
kriski mrkve - slices of carrot
kriski pastrnaka - slices of parsnip
lukovica crnog luka - onion bulbs
lis¢a kupusa - cabbage leaves
lis¢a salate - lettuce leaves
cveta karfiola - cauliflower flower

+
N
N
N
N
.

+ 4+ +

4+ +

+ 4+ + + +

+ 4+ + + + +

+ 4+ + + + o+t
.

Morfoloske i odgajivacke odlike patogena

Posmatrane pod obi¢nim svetlosnim mikroskopom, bakterije sva cetiri
proucavana izolata (Su-134, Su-142, Su-150 i Su-182) uocavaju se u vidu
izduzenih Stapica; gramnegativne su i asporogene, polarnog rasporeda flagela pri
mikroskopiranju elektronskim mikroskopom.
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Na mesopeptonskoj podlozi (NA) formirane kolonije su Zu¢kastokrem boje,
manjeg obima, a na podlozi obogacenoj s 5% saharoze su levan tipa: krupne,
sluzaste, ispupCene, sjajne, glatke povrsine i okruglih ivica.

Na Kingovoj podlozi B stvaraju zuckasti difuzioni pigment koji fluorescira
posmatran pod ultravioletnim (UV) svetlom; razvijaju se u te¢noj podlozi sa 5%
NaCl ali ne i pri temperaturi od 37°C (tab.2).

Biohemijsko-fizioloSke karakteristike

Sva Cetiri nasa izolata i kontrolni Pm-3 stvaraju levan, oksidazu, pektolitickih
su svojstava, proizvode arginin dehidrolazu i ne prouzrokuju hipersenzibilnu
reakciju duvana. Prema tome, Lopat testovi imaju ove oznake: L(+), O(+), P(+),
A(+), T(-), odnosno +,+,+,+,- (tab.2).

Sto se ti¢e ostalih odlika nasi sojevi sa suncokreta, kao i kontrolni Pm-3, stva-
raju katalazu, fosfatazu, lecitinazu i amonijak, redukuju nitrate i razlazu zelatin
ali ne proizvode sumpor-vodonik ni indol niti razlazu skrob, ali hidrolizuju tvin
80 (tab.2).

Sva Cetiri soja i Pm-3 kao izvore ugljenika koriste fruktozu, glukozu, ma-
nit, rafinozu, saharozu, sorbitol i trehalozu, ali ne i dulcit, ni laktozu (tab.2).
Ponasanje saharoze razlicito je prema pojedinim autorima (Fahy i Persley, 1983;
Wimilajeewa i sar., 1987; Schaad, 1988 i dr.).

DISKUSIJA
Opste konstatacije

Josdavne 1988.11989. godine iz obolelih stabljika suncokreta ispoljenih u vidu
vlazne trulezi izolovana je fitopatogena bakterija identifikovana kao Erwinia caro-
tovora (Jones) Bergey et al., 1923 prema tada vaze¢oj nomenklaturi (Arsenijevic,
1970). To je bio i prvi nalaz ovog parazita suncokreta uopsteno uzev.

Ovajebakterijaikasnije privlacilanasupaznjuunekolikonavrata (Arsenijevic
i Masirevi¢, 1987, 1988) i to ne samo kao parazit suncokreta nego i raznih po-
vrtarskih biljaka: krompira, kupusa, salate, karfiola i drugih (Arsenijevi¢, 1990;
Arsenijevic i sar., 1994, 1996; Arsenijevi¢ 1 Obradovi¢, 1996; Obradovic, 1996,
1999; Jovanovié, O., 1998; Gavrilovi¢ i sar., 2001).

Istrazivanja sojeva ove bakterije poreklom sa suncokreta iz nekadasnje
Jugoslavije i SAD ukazala su na specifi¢ne karakteristike njene priblizavajuéi se
tako vise sojevima E.carotovora subsp. atroseptica nego podvrsti E.carotovora
subsp. carotovora.
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Tabela. 2. Bakterioloske karakteristike sojeva Pseudomonas marginalis pv.
marginalis (Su-134, Su-142, Su-150, Su-182) poreklom sa natrulih stabljika

suncokreta i referentnog soja (Pm-3) sa obolelog pastrnaka.

Table. 2. Bacteriological characteristics of Pseudomonas marginalis pv.
marginalis strains (Su-134, Su-142, Su-150, Su-182) isolated from roted

sunflower stems and refferent strain (Pm-3) from parsnip.

Sojevi - Strains

Svojstvo - The property E § 5 % ‘é Kontrola
3 3 2 3 & Check
boja kolonija - colony colour ZK ZK ZK ZK ZK NCBD
oblik bakterija - bacterial shape S S S S S NCBD
stvaranje spora - spore production - - - - - NCBD
reakcija prema Gram-u - Gram reaction GN GN GN GN GN NCBD
flagelacija - flagellation P P P P P NCBD
fluorescencija - fluorescence + + + + + NCBD
metabolizam glukoze - glucose metabolism O (¢} (0] O (¢} NCBD
levan - levan + + + + + NCBD
oksidaza - oxidase + + + + + NCBD
pektinaza - pektinase + + + + + NCBD
arginin dehidrolaza - arginine dihydrolase + + + + + NCBD
HR duvana - tobacco HR - - - - - NCBD
stvaranje katalaze - catalase production + + + + + NCBD
stvaranje fosfataze - phosphatase production  + + + + + NCBD
stvaranje lecitinase - lecithinase production + + + + + NCBD
stvaranje amonijaka - ammonium production ~ + + + + + NCBD
stvaranje H2S - H2S production - - - - - NCBD
stvaranje indola - indole production - - - - - NCBD
hidroliza zelatina - gelatin hydrolisis + + + + + NCBD
hidroliza skroba - starch hydrolisis - - - - - NCBD
hidroliza Tvina 80 - Tween 80 hydrolisis + + + + + NCBD
redukcija nitrata - nitrate reduction + + + + + NCBD
razvoj na podlozi sa 5% NaCl + + + + + NCBD
development on medium with 5% NaCl
razvoj pri 37°C - growth at 37°C - - - - - NCBD
kiselina iz dulcita - acid from dulcitol - - - - - NCBD
kiselina iz fruktoze - acid from fructose + + + + + NCBD
kiselina iz glukoze - acid from glucose + + + + + NCBD
kiselina iz laktoze - acid from lactose - - - - - NCBD
kiselina iz manita - acid from mannitol + + + + + NCBD
kiselina iz rafinoze - acid from raffinose + + + + + NCBD
kiselina iz sorbitola - acid from sorbitol + + + + + NCBD
kiselina iz saharoze - acid from sucrose + + + + + NCBD
kiselina iz trehaloze - acid from trehalose + + + + + NCBD
Legenda: - = negativan rezultat, + = pozitivan rezultat, NCBD = nema razvoja kontaminirajucih bakterija u

kontrolnim epruvetama na nezasejanoj podlozi, ZK = zu¢kasto krem boja, S = stapicast oblik, GN = negativna

reakcija prema Gram-u, P = polarna flagelacija

Legend: - = negative result; + = positive result; NCBD = no contaminating bacteria development in check tubes
on unsown medium, ZK = yelowish cream, S = rodshape, GN = Gram negative reaktion, P = polar flagellation
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Analizom masnih kiselina ispostavilo se da bi sojevi Erwinia carotovora iz
suncokreta mogli predstavljati i eventualno nov takson ove bakterije (Arsenijevi¢
i sar., 1989). Nazalost, ova istrazivanja ni do danasnjih dana nisu nastavljena iz
vise razloga.

Bakterija P.c. spp. atroseptica izolovana je i iz plodova paprike (Stommel i
sar., 1996) i ukazano je na varijabilnost u pogledu patogenosti 1 agresivnosti soje-
va razli¢itog porekla (Smith i Burtz, 1990) sto je i kod nas utvrdeno (Arsenijevic¢
i sar., 1998).

Nesto kasnije iz nekroticnog tkiva stabljike 1 liS¢a suncokreta ispoljenog u
vidu pegavosti izolovana je i kod nas proucena jedna druga nepektoliticka bak-
terija predstavnik roda Pseudomonas identifikovana kao Pseudomonas syringae
pv. helianthi (Kawamura 1934) Young Dye et Wilkie 1978 takode nedovolj-
no proucavana i malo poznata u svetu (Arsenijevi¢ i Masirevi¢, 1989, 1995;
Arsenijevic i sar., 1989, 1994, 1995).

Medutim, tokom 1988. 1 1989. godine iz tkiva obolelih stabljika mladih bi-
ljaka suncokreta koje su ispoljavale simptome crnila i vlazne trulezi izolovana je
i tre¢a bakterija pripadnik rodu Pseudomonas pektolitickih svojstava o ¢emu je i
re¢ u ovome radu (Arsenijevi¢ i Masirevic, 1996).

Polifagnost bakterije

Ispostavilo se naime, da su proucavani sojevi ove tre¢e bakterije ¢lana roda
Pseudomonas izrazito polifagnog karaktera parazitirajuéi u uslovima vestacke ino-
kulacije osim stabljika suncokreta jos i stabljike paradajza i krompira uzrokujuci
razmeksSavanje i trulez ne samo stabljika nego i njihovih srzi.

Ovi sojevi, poreklom sa suncokreta uzrokuju i trulez inokulisanih kriski raz-
nog povréa: krompira, mrkve, lukovica crnog luka, lis¢a kupusa i salate, cvasti
karfiola, kao i plodova paradajza i paprike (tab.1).

Morfoloske, odgajivacke i biohemijsko-fizioloske odlike

Cetiri nasa prou¢avana soja izolovana sa obolelih stabljika suncokreta (Su-
134, Su-142, Su-150 1 Su-182) kao i kontrolni Pm-3 (Pseudomonas marginalis pv.
marginalis) poreklom sa pastrnaka u potpunosti su istih karakteristika (tab. 11 2).

Svi su Stapicastog oblika, asporogeni, gramnegativni i polarnog rasporeda
flagela; fluorescentni i bledozuckastih kolonija razvijenih na podlozi.

U pogledu Lopat testova ispoljavaju ove karakteristike: +,+,+,+,- odnosno
L(+), O(+), P(+), A(+), T(-). Jer, stvaraju levan, oksidazu, pektoliticke su akti-
vnosti, proizvode arginin dehidrolazu i ne prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju
duvana (tab.2). Odnosno ++++V (Schaad, 1988; Schaad i sar., 2001). Jer, HR du-



Dalja proucavanja bakterije Pseudomonas marginalis pv. marginalis 99

vana varijabilna je (Fahy i1 Persley, 1983; Palleroni, 1984; Bradbury, 1986; Lelliot
i Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1990, 1992, 1997; Obradovi¢,1999 i dr.).

Sto se njihovih ostalih karakteristika ti¢e stvaraju katalazu, fosfatazu, leciti-
nazu i amonijak, redukuju nitrate i razlazu Zelatin; ne proizvode sumpor-vodonik
ni indol, niti razlazu skrob, ali hidrolizuju tvin 80 (tab.2).

Sva Cetiri nasa soja i kontrolni Pm-3 koriste glukozu, fruktozu, manit, rafi-
nozu, saharozu, sorbitol i trehalozu, ali ne i dulcit ni laktozu (tab.2), mada ima
i suprotnih rezultata Sto se nekih ugljenih hidrata tice. Ponasanje saharoze npr.
(Fahy i Persley, 1983; Wimilajeewa i sar., 1987; Schaad, 1988 i dr.).

Identifikacija patogena

Sudec¢i na osnovu postignutih rezultata, a narocito polifagnosti bakterije i
njene pektoliticke aktivnosti u odnosu na brojne biljke domacine, karakteristika
Lopat testova proizlazi da sva Cetiri nasa prouc¢avana soja izolovana iz obolelih
stabljika suncokreta pripadaju grupi I'Va pektolitickih bakterija roda Pseudomonas
(Lelliot i Stead, 1987) odnosno rRNA grupi I ovog roda, tj. bioloSkom varijete-
tu II bakterije Pseudomonas fluorescens (Fahy i Persley, 1983; Palleroni, 1984;
Bradbury, 1986; Lelliott i Stead, 1987; Schaad, 1988; Arsenijevi¢, 1992, 1997),
tj. bakteriji Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens 1925; najverovatnije pato-
genom varijetetu Pseudomonas marginalis pv. marginalis (Brown) Stevens 1925
s kojim ispoljava najvece sli¢nosti.

Ostala razmatranja

To $to neki sojevi ove bakterije izolovani s raznih domacina ispoljavaju
razlike u pogledu parazitizma nekih inokulisanih biljaka kao i razlike fenotipskih
karakteristika bakterije (Tsuchiya i sar., 1979, 1980, 1982; Wimilajeewa i sar.,
1987; Babelegoto et al., 1989; ex RPP, vol.70, No.10, 1991; 1989; Arsenijevic,
1990; Arsenijevi¢ i Masirevi¢, 1996; Obradovi¢, 1999) moze se objasniti
heterogenos¢u populacije razlicitog spektra virulentnosti patogena koja u pri-
rodi verovatno postoji. Zbog toga nam se i €ini da je imenovanje P.marginalis
pv. alfalfae (Shinde et Lukezic) Young, Dye i Wilkie 1978 parazita lucerke i
Pm.pv.pastinacae (Burkholder) Young, Dye et Wilkie 1978 patogena pastrnaka
(Bradbury, 1986; Arsenijevi¢, 1992, 1997) kao posebnih taksona diskutabilno,
mada se Kersters i sar. (1996), Schaad i sar. (2001), kao i drugi autori ranije, za
ovu taksonomsku podelu zalazu.

U svakom slucaju molekulsko-genetska istrazivanja koja bi usledila ukazala
bi na srodnost i taksonomske razlike izmedu ova dva patogena varijeteta i tre¢eg
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Pm.pv.marginalis koje bi eventualno postojale Sto se bakterije Pseudomonas
marginalis tiCe.

I ne samo to, nego se u poslednje vreme sve viSe paznje poklanja
etioloskim i molekulsko genetskim prouc¢avanjima bakterija izolovanih iz obo-
lele srzi stabljike paradajza i taksonomskoj analizi populacije Pfluorescens kao
uzro¢nika ove pojave (Catara i sar., 2002).

Naime, imenovana je tako i nova vrsta Pseudomonas mediterranea
sp.nov. prouzrokova¢ nekroze srzi stabljike paradajza i izvrSena revizija popu-
lacije P.corrugata (Demir, 1990; Catara i sar., 2002; Saygili i sar., 2004; Basim 1
sar., 2005 i dr.).

Koliko nam je iz literature poznato (Bradbury, 1986) suncokret se na-
vodi kao domacin bakterije Pseudomonas marginalis pv. marginalis. Ali, soje-
vi ovog patovara poreklom sa suncokreta, izgleda, da nisu posebno proucavani.
To je i bio osnovni razlog §to smo nasa Cetiri izolata deponovali 1995. godine
u Medunarodnu kolekciju mikroorganizama u Novom Zelandu (International
Collection of Microorganisms from Plants /ICMP/, Private Bag, Auckland, New
Zealand, DSIR Mt Albert Research Centre): Su-134 (ICMP-12345), Su-142
(ICMP-12346), Su-150 (ICMP-12347) i Su-182 (ICMP-123458).

I na kraju, neki preliminarni rezultati istrazivanja, skoro informativnog
karaktera, sojeva bakterije Pseudomonas marginalis poreklom sa natrulih sta-
bljika suncokreta izolovanih u Novom Sadu, saopsteni su u Kini na Medunarodnoj
konferenciji o suncokretu odrzane 1996. godine, Beijing / Shenyang, China, 12-
20 June 1996 (Arsenijevic¢ i Masirevi¢, 1996).
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Summary

Many bacterial strains were isolated from sunflower plants diseased expres-
sing typical stem rot symptom. The outer part of the stem diseased was olive
black and inner once brown to black (Figs 1-3).

The plant stems lost their hardness and the pith became softening and later
swelling and dry. The plants diseased bends and lays down and died.

Amoung the strains isolated four of them (Su-134, Su-142, Su-150 and Su-
182) were studied in regardding to their pathogenicity, cultural, morfological
and biochemical-physiological characteristics paralelly with refference strain of
Pseudomonas marginalis pv. marginalis (Pm-3) originated from parsnip diseased
(Tables 1 and 2).

It was showen that their properties were the same in all respects investigated.

All the strains studied form yellowish cream colonies on NA and King’s
medium B. The bacteria were gramnegative, asporogenous, rodshaped with po-
lar flagella arrangement (Table 2). They fluorence on King’s medium B forming
levan type colonies.

By artificial inoculations of sunflower plants by pricking into the stems using
bacterial suspension 10® CFU/ml the disease was reprodused (Figs 4 and 5).

Simmilar symptoms appeared on potato and tomato plants inoculated. No
symptoms appeared on check plants using sterile water for stems inoculation.

All strain investigated express pectolytic activity on potato slices and other
ones (carrot, parsley and parsnip cabbage, slices and on potato and tomato fruits
as well as on lettuce and cabbage leaves).

Oxidase, arginine dihydrolase production were positive but tobacco HR ne-
gative. Therefore, Lopat test showed these characteristcs: (++++-).

Glucose metabolism, catalase, phosphatase, lecithinase, ammonium produc-
tion and nitrate reduction were positive. Gelatin and Tween 80 hydrolysis were
positive and starch negative. Indol and H,S production were negative (Table 2).
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The strains growth at 37°C were negative and development in liquid media
with 5% NaCl positive (Table 2).

They utilised fructose, glucose, mannitol, raffinose, sorbitol and sucrose but
not dulcitol nor lactose (Table 2).

On the basis of the results obtained it was concluded that our sunflower
soft rot strains investigated belongs to the fluorescent, pectolytic bacterium of
the genus Pseudomonas (group 1Va), i.e. to Pseudomonas marginalis (Brown)
Stevens 1925 (Section I, rRNA group I of the genus Pseudomonas biovar Il of
Pseudomonas fluorescens /Trevisan/ Migula 1895 bacterium respectively). The
most probably to Pseudomonas marginalis pv. marginalis (Brown) Stevens 1925
towards to whom express many similarity (Palleroni, 1984; Bradbury, 1986;
Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1992, 1997).

Four strains of this sunflower soft rot bacterium (Pseudomonas margina-
lis) were deposited in International Collection of Microorganisms from Plants
(ICMP), Private Bag, Auckland, New Zealand, DSIR Mt Albert Research Centre
in 1995 under the follows signs and numbers: Su-134 (ICMP-12345), Su-142
(ICMP-12346), Su-150 (ICMP-12347) and Su-182 (ICMP-12348).

Key words: sunflower, bacterium, isolates, pathogenicity, bacteriological
properties, Pseudomonas marginalis pv. marginalis.
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EFIKASNOST NOVIJIH FUNGICIDA ZA ZASTITU
SEMENSKOG CRNOG LUKA OD PATOGENA
PERONOSPORA DESTRUCTOR

TaNAS TRAJCEVSKI
Zemjodelski institut, Skopje

U toku 2006. i 2007. godine vrSena su ispitivanja prisutnosti patogena Peronospora
destructor (Berk.) Caspary ex Berk na crnom luku u Republici Makedoniji, osobito na crnom
luku za seme u OPO Butel u Skoplju, ispitivalana je i efikasnost novijih fungicida za zastitu
crnog luka od ovog parazita.

Izvr$enim ispitivanjima u 2006 godini utvrdeno je da su vec¢i indeks efikasnosti pokazali
fungicidi : Acrobat MZ sa 90,99%, Galben—C sa 90,91%,Ridomil gold MZ sa 88,69%. i
Kocpin WP sa 88,34%. Pri ispitivanjima u 2007 godini indeks efikasnosti je bio vec¢i zbog
visih temperatura i manje padavina , §to je bilo nepovoljno za razvoj i Sirenje ovog patogena.
U 2007 godini najveci indeks efikasnosti pokazali su fungicidi: Galben —C sa 94,43%, Acrobat
MZ sa 91,67%,Kocpin WP sa 89,03%, Ridomil gold MZ sa 88,97%.

Drugi ispitivani fungicidi imali su neSto manji indeks efikasnosti u poredenju sa
predhodno navedenim fungicidima.

Kljucne reci: Peronospora destructor,crni luk, fungicidi, efikasnost, zastita.

UvOD

Crni luk se dosta gaji u Republici Makedoniji, pri ¢emu su zastupljene razlicite
sorte i hibridi. Mladi crni luk za salatu najvise se gaji u Basinom selu u okolici
Velesa. Rane sorte luka tipa srebrenjaka najvise se gaje u okolini Pevdelije, i u
okolini Skoplja. Kasne sorte crnog luka se gaje najvise u selu Bucin u okolini
Kruseva, kao i u okolini Gostivara. Sorte crnog luka spljesnute forme, takozvane
"pogacare", za konzumaciju u zimskom periodu najvise se gaje u okolini Svetog
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Nikole. Redovno prisutan parazit na crnom luku koji moze uzrokovati velike
Stete je Peronospora destructor (Berk.) Caspary ex Berk (sinomim Peronospora
shleideni Ung.) - uzro¢nik plamenjace, znacajan parazit crnog luka u mnogim
zemljama sveta (Lorbeer and Andalaro,1984). Parazit je narocito Stetan na luku
pri proizvodnji semena. Semenski usev luka je dvogodisnji i je izvor je zara-
ze drugih lukova. Redovna pojava ovog patogena je problem koj trazi pravilna
reSenja i pri organskoj poroizvodnji crnog luka (Kotoet i Fisher, 2004). Pored
primene preventivnih mera za zastitu od ovog patogena, kao Sto plodored i od-
stranijivanje biljnih ostataka, takode je vazno odstranjivanje korova u usevu,
prostorna izolacija izmedu arpadzika, luka za glavice i leja sa rasadom, izbega-
vanje gajenja luka na povrSinama gde je slaba cirkulacija vazduha, gajenje luka
na ocednom tlu, odstranjivanje samoniklih lukova i viSegodis$njih domacina ovog
patogena, izbegavanje preguste sadnje, izbegavanje preobilnog dubrenja azotom,
kao i1 gajenje otpornijih sorti i hibrida, Kofoet i Zinkernagel (1990), Kotoet i sar.
(1990), Popkova i sar. (1980).

Radi zastite crnog luka od ovog patogena svake godine moraju se sprovodi-
ti mere zastite, medu kojima su hemijske mere veoma znacajne. Zbog Stetnosti
i redovnog prisustva ovog patogena, kao i pojave rezistentnosti, neophodno je
uvodenje novih i efikasnih fungicida.

MATERIJAL I METODE RADA

U toku 2006 1 2007 godine na oglednom polju Butel, Poljoprivrednog insti-
tuta u Skoplju, vrSena su ispitivanja efikasnosti novijih fungicida na crnom luku
za seme sorte Sidra.

Ogled je postavljen po blok sistemu sa slu¢ajnim rasporedom parcela, pri
¢emu je veli¢ina osnovne parcele iznosila 50m?.

Ispitivani fungicidi i primenjene doze i koncentracije predstavljene su u ta-
beli (tab. 1). Tretiranje parcela je vrSeno lednom motornom prskalicom . Prvo
tretiranje u 2006. godini je izvedeno 20. maja i 24. maja u 2007. godini. Ostala
tri tretiranja su vrSena u razmaku od po 15 dana. Ocena efikasnosti je vrSena 29.
julau 2006. godini i 25. jula u 2007 godini. Ocena efikasnosti je vrSena po skali:
0 = potpuno zdravo lis¢e bez pega, 1 = povrsina liS¢a zahavacena dp 25 %, 2 =
povrsina lis¢a zahvaéena 25,1-50 %, 3 = povrsina li§¢a zahvacena 50,1- 75 % 1 4
= povrsina li§¢a zahvacéena 75,1-100 %. Indeks obolenja je izracunat po formuli
Townsend —Heubergera a efikasnost po Abbottu.

U toku vegetacije u 2006. godini bilo je viSe padavina u odnosu na 2007.
godinu kada je bilo manje padavina a temperature su bile vise.
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Tab.1. Pregled primenjenih fungicida u ogledima
Tab.1. Rewiew of the examined fungicides in investigation

Fungicid Activna materija Doza/koncentr. Proizvodac
Fungicide Active ingridient Doses/concentr. Producer
. mankoceb 60% +
Acrobat MZ dimetamorf 9% 2 kg/ha BASF
. propineb 60% + o
Bakarni antracol copperoksihlorid 9% 0,4 % Bayer
Bravo 500 SC ® Chlorothalonil 500 g/ 2 lit/ha Syngenta
Champion 50% copper hydroxide 0,4 % Agtrol Chemical
Benalaksil 4% +
Galben —C 33% copper of coperok- 5 kg/ha Isagro spa
sihloride
Kocpin WP Copper hydroxide 77% 2 kg/ha Agropin
Mankozeb ? mankozeb 80% 0,25% Herbos
. . . mankozeb 64 % +
Ridomil gold MZ metalaxyl -M 4% 2,5 kg/ha Syngenta
Quadris * Azoxystrobin 250 g/1 0,75 V/ha Syngenta

* Fungicid nije registrovan u Republici Makedoniji za zastitu crnog luka od P.destructor, a koristi se u nekim
zemljama u svetu. - Fungicide not registered for control P.destructor in FYR Macedonia, but is in use in some
countries in the world.

REZULTATI I DISKUSIJA

Simptomi napada patogena P. destructor na semenskom cnom luku su se
manifestovale na liS¢u, i cvetonosnom stablu, pojavom bledo zutih izduzeno
ovalnih pega. U u vlaznim uslovima (hladno i vlazno vreme- visoka relativna
vlaznost vazduha,obilne rosa, Ceste kiSe, vodena magla) na pegma se javlja si-
vkasto ljubiCasta prevlaka sporonosnih organa,kasnije na pegama se naseljavaju
sekundarni fakultativni paraziti i saprofitne gljive i pege dobijaju tamnomarki
izgled (sl. 112). Najcesce su Stete od napada ovog parazita na semenskom crnom
luku, pri ¢emu propada biljna masa (liS¢e i cvetonosno stablo). Sa Sirenjem para-
zita po liS¢u isto se sasusi, dok se cvetonosno stablo moze polomiti ili polegnuti,
i takve biljke daju malo semena ili je seme Sturo, pa je prinos umanjen. Ovaj
parazit moze unistiti kako nadzemnu biljnu masu i seme tako i lukovice. Spore
ovog obligatnog parazita se prenose vetrom.

Rezultati ispitivanja efikasnosti primene novijih fungicida u zastiti crnog
luka od napada P.destructor su predstavljeni u tabeli br. 2.
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SL 1. - P. destructor. 1zduzeno zuckaste pege na cvetonosnom stablu se-
menskog crnog luka (original, foto Trajcevski)

Fig. 1. - P, destructor- Elongated yellowish spots on flower stems of onion.
(original, photo Trajchevski)

SL 2. - Pdestructor. Simptomi na liS¢u i cvetonosnom stablu u zaristu na-
pada (original, foto Trajéevski)

Fig. 2. - Pdestructor. Symptoms on the flower stems and leavs in the focus
of infection (original, photo Trajchevski)
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Tabela 2. Efikasnost primenjenih fungicida za zastitu crnog luka od napada
P. destructor, ogledi u Oglednom dobru Butel u Skoplju.

Table 2. - Efficacy of tested fungicides in controling P. destructor,
OPO Butel, Skopje in 2006, and 2007 year.

.. Indeks obolenja - Efikasnost —
Fungicid Doza/koncentr. Disease severity (%)  Efficiency (%)
Fungicide Doses/concentr.

2006 2007 2006 2007
Acrobat MZ ? 2 kg/ha 7,04 5,24 90,99 91,67
Bakarni antracol 0,4 % 12,62 7,30 83,84 88,39
Bravo 500 SC ® 2 lit/ha 15,31 9,65 80,40 84,66
Champion 0,4 % 14,25 8,39 81,76 86,66
Galben — C 5 kg/ha 7,10 3,50 90,91 94,43
Kocpin WP 2 kg/ha 9,11 6,90 88,34 89,03
Mankozeb ? 0,25% 14,11 10,37 81,94 83,52
Ridomil gold MZ ® 2,5 kg/ha 8,83 6,94 88,69 88,97
Quadris ? 0,75 I/ha 11,20 10,19 85,65 83,80

Kontrola - Control 78,14 62,93 - -

* Fungicid nije registrovan u Republici Makedoniji za zastitu crnog luka od P.destructor, a koristi se u nekim
zemljama u svetu. - Fungicide not registered for control P.destructor in FYR Macedonia, but is in use in some
countries in the world.

Prema dobijenim rezultatima ispitivanja u 2006. godini najvecu efika-
snost ispoljili su fungicidi: Acrobat M sa efikasnos¢u 90,99%, Galben — C sa
efikasnoscu 90,91%, Ridomil gold MZ sa 88,69% i Kocpin WP sa 88,34%, dok
su ostali fungicidi ispoljili su nesto manju efikasnost.

Ispitivanjima u 2007. godini najvecu efikasnost pokazali su fungicidi
Galben-C sa 94,43%, Acrobat MZ sa 91,67%, Kocpin WP sa 89,03%, Ridomil
gold MZ sa 88,97%, Bakarni antracol sa 88,39%. Drugi fungicidi ispitivani u
ogledima pokazali su nesto manju efikasnost. Upotreba Ridomila je Cesta u zastiti
luka od Pdestructor, medutim pri ¢estoj upotrebi ovog fungicda vegetacija se
produzava tako da lukovice ostaju nedozrele.Upotreba sistemi¢nog fungicida
kakv je Ridomil gold MZ za zastitu crnog luka od ovog patogena je preporucljiva
pri obrazovanju glavica.

Za zastitu crnog luka od Pdestructor koriste se i fungicidi: Baldo C (bena-
laksil 4,2% + bakaroksihlorid 33%) , zatim Rosso ( mankozeb 64% + metalaksil
8%), AVI WG (fosetil al 80%), Alanat 80 WP (alyminium phosphide 80% ), Badi
(metalaksyl —M 8%), Nordox 75 WG (bakarni oksid), Kocide 101 (bakarni hi-
droksid) i dr. Pri primeni fungicida na luku zbog glatke povrsine lis¢a crnog luka
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1 slivanja fungicida treba koristiti i sredstvo za bolje lepljenje kakvo je Citowett
( oktilfenoletoksilat) ili druga sredstva. Pri primeni fungicida, tokom izvodenja
ogleda, dodavano je obrano mleko.

Prema ispitivanjima Khalila i Khana (2004) u Pakistanu uspesna zastita cr-
nog luka od ovog parazita postize se jednim tretmanom pri pojavi bolesti i i druga
dva tretiranja u intervalima od 3-7 dana tako da se moze drzati nivo plamaernjace
crnog luka na nivou koji je prihvatljiv. Tretiranje crnog luka za zastitu od patoge-
na Pdestructor sprovodi se i kombinacijom fungicida koji su ispitivani u ovom
radu. Obicno se zadnje tretiranje izvodi sa fungicidom koji ima manju karencu
(Quadris i dr.).

Zastita crnog luka od ovog patogena sprovodi se nizom preventivnih mera,
medutim hemijska zastita je veoma vazna pri ¢emu je posebno preporucljiva in-
tegrlana zastita prema Develash i Sunga,(1997), Hoffmann i sar.(1996).
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THE EFFICIENCY OF NEWLI FUNGICIDES FOR CONTROL DOWNY
MILDEW OF ONION (PERONOSPORA DESTRUCTOR / BERK/
CASPARY EX BERK)

TANAS TRAJCEVSKI
Institute of Agriculture, Skopje, FYR Macedonia

Summary

The question of control of the onion downy mildew disease caused by
Peronospora destructor is continually actual problem. The researching and the
introduction of new fungicides is permanent project.

In this abstract are given the results of examination of new fungicides for pro-
tection onion. The examination is done in 2006 and 2007 in OPO Butel, Skopje,
Republic of Macedonia.,with aim to control downy mildew (Peronospora de-
structor). In the examination were tested next fungicides: Acrobat MZ (manko-
ceb +dimetamorf), Bakarni antracol (propineb + copperoksihlorid), Bravo 500
SC (chlorothalonil), Champion (copper hydroxide), Galben—C (benalaksil + co-
per of coperoksihloride, Kocpin WP ( Coper hydroxide), Mankozeb (mankozeb),
Ridomil gold MZ ( mankozeb +metalaxyl-M) and Quadris (azoxystrobin).

The most efficiens fungicide applied in this research were: Acrobat MZ with
index of efficacy 90,99%, Galben-C index of efficacy 90,91%, Ridomil gold MZ
index of efficacy 88,69%,Kocpin WP index of efficacy 88,34 % in 2006. In 2007
year index of efficacy of fungicides is: Galben-C index 94,43%, Acrobat MZ in-
dex 91,67%.Kocpin WP index 89,03%, Ridomil gold MZ index 88,97%.

Key words: onion, down mildew, Peronospora destructor, control, fungici-
des, efficacy.
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