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U radu su proucene patogene i biohemijske odlike sojeva bakterija roda Pseudomonas,
izolovanih sa kajsije, Sljive, viSnje, dzanarike, jabuke, kruske i dunje, kao i epifitnih sojeva
poreklom sa tres$nje, jabuke i kruske. Svi proucavani izolati su gram negativni, fluoresciraju
na King-ovoj podlozi B i glukozu metabolisu isklju¢ivo u aerobnim uslovima (oksidativno).
Oni takode prouzrokuju HR duvana i stvaraju levan, ali ne i oksidazu, pektinazu i arginin
dehidrolazu. Na osnovu preliminarnih i LOPAT testova zakljuceno je da izolovani sojevi
pripadaju bakteriji Pseudomonas syringae.

Prougavani sojevi, izuzimaju¢i isolate sa vi$nje iz Sapca i dunje iz Leskovca, prouzrokuju
nekroze na inokulisanim plodovima kruske, tre$nje, paprika i paradajza, mahunama boranije,
listovima jorgovana, sejancima kruske i kotiledonim listovima breskve.

Rezultati diferencijalnih (GATT) testova su pokazala da u populaciji fitopatogene
bakterije P. syringae u Srbiji dominira patogeni varijetet syringae. Samo grupa izolata
izolovanih iz plodova visnje iz Sapca pokazuju pri ovim testovima odlike pv morsprunorum.

Kljucne reci: Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, kosticave i jabucaste vocke, patogene, biohemijske i fizioCoske osobine.

UvVOD

Vocéarstvo je privredna grana sa veoma dugom tradicijom u Srbiji i od ve-
likog je ekonomskog znacaja za naSu zemlju. Proizvodnja i plasman svezih i
suSenih plodova vocaka vise od jednog veka predstavlja zastitni znak naSe zem-
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lje na stranom trzistu. Prema povrSinama koje zauzimaju i znacaju koje imaju u
ishrani stanovnistva, kosti¢ave i jabucaste vocke spadaju u najvaznije voéne vrste
u nas.

Poslednjih godina svedoci smo povecanja povrsina pod vockama. Podizu
se novi zasadi jabuke, kruske, breskve, kajsije, Sljive, vi$nje, treSnje, naroCito u
privatnom sektoru.

Nove povrsine i Zelja za poveéanjem prinosa omogucile su gajenje novih, vi-
soko produktivnih sorti vo¢aka. To zahteva intenzivnu primenu najsavremenijih
agrotehnickih mera, kao §to su dubrenje, navodnjavanje itd.

Posledica toga je pojava novih, ekonomski veoma znacajnih bolesti vocaka,
a medu njihovim prouzrokovacima znacajno mesto pripada fitopatogenim bakte-
rijama. Otuda smo, polaze¢i od iskustava i rezultata drugih istrazivaca u svetu i
kod nas, pristupili prouc¢avanju bakterioza kao posebne grupe bolesti vocaka.

Ekonomski najznacajnije bakterije, paraziti vo¢aka su Erwinia amylovora
(Burrill) Winslow et al. i Pseudomonas syringae van Hall 1902. E. amylovora
je u naSoj zemlji prisutna 12 godina i ozbiljno ugrozava uspe$nu proizvodnju
jabucastih vo¢aka (Gavrilovi¢ et al., 2001).

Bakterija P. syringae je znatno duze prisutna u nas. Parazitira jabucaste i
kosti¢ave vrste vocaka. Prouzrokuje suSenje grana, na kojima stvara rak-rane,
nekrozu plodova, palez cvetova, pa i izumiranje Citavih vo¢aka. Znaci, moze na-
neti velike Stete Sto je poslednjih godina kod nas zabelezeno narocito u proi-
zvodnji kajsije i nekih sorti visnje (Arsenijevic, 1976, 1980; Balaz i Arsenijevic,
1989).

Medutim, sli¢ne patoloske promene na ovim vrstama vo¢aka mogu prouzro-
kovati i brojne fitopatogene gljive, tako da se uspesna identifikacija prouzrokovaca
bolesti moze izvrsiti samo primenom odgovaraju¢ih laboratorijskih testova
(Arsenijevi¢, 1997).

Cetiri patogena varijeteta bakterije P. syringae parazitiraju voéke i mogu
naneti velike Stete. Zbog toga je utvrdivanje spektra domacina ove bakterije i
identifikacija do nivoa patogenog varijeteta od velikog znacaja za proucavanje
epidemiologije patogena i razrade mera za njegovo suzbijanje.

Bakterija Pseudomonas viridiflava je u nekim regionima takode utvrdena
kao parazit vo¢aka (kajsije, breskve) prouzrokujuci patoloske promene sli¢no kao
1 P. syringae (Arsenijevi¢, 1997; Scortichini i Morone, 1997).

Stoga je cilj ovog rada da se prouci simptomatologija bolesti vocaka prouzro-
kovanih bakterijama roda Pseudomonas, mogucnosti izolacije njihove kao i pato-
gene odlike, biohemijsko-fizioloske odlike izolovanih sojeva.
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MATERIJAL I METODE
Izolacija patogena

Uzorci obolelog tkiva sa simptomima rak-rana na granama, plamenjace cva-
sti, nekroze plodova jabucastih i kosticavih vocéaka, prikupljani su na teritoriji
zapadne i juzne Srbije, Sumadije i Republike Srpske u periodu 1999-2002. godi-
ne 1 dopremani u laboratoriju za fitopatologiju Instituta za zastitu bilja i zivotnu
sredinu u Beogradu, gde je vrSena izolacija patogena.

Izolovanje bakterije obavljeno je standardnom metodom razmaza na hranlji-
vu podlogu, u Petri kutijama pre¢nika 9 cm (Klement 1990; Arsenijevi¢, 1997). U
ove svrhe koris¢ene su dve podloge: mesopeptonska podloga obogacena saharo-
zom (5%) (NAS) i King-ova podloga B. Pojedinacne kolonije su nakon 2-3 dana
razvoja pri temperaturi od 25°C, preno$ene na zakoSenu mesopeptonsku podlogu
s 2% glicerola (NAG), radi dobijanja ¢istih kultura bakterija (Klement 1990).

U cilju dobijanja pouzdanijih rezultata pri identifikaciji patogena, paralelno
je vrsena i izolacija gljiva iz obolelih uzoraka. Za utvrdivanje prisustva gljiva,
koris¢en je standardni metod nanoSenja fragmenata, sa granice obolelog i zdra-
vog tkiva na krompir-glukoznu podlogu (Dhingra i Sinclair, 1987).

Sojevi bakterija Pseudomonas sp. izolovani sa vocaka, koris¢eni u ovim
istrazivanjima prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1 — Lista proucavanih izolata

Table 1 — The list of investigated strains

Broj izo- Godina
. Lokalitet izolacije Kolekcija
Domacin —Host lelitgf Locality Year ;f Collectig)n
strains isolation
Kajsija — Apricot 6 Sabac 1998 V. Gavrilovi¢
Sljiva — Plum 6 Sabac 2000 V. Gavrilovi¢
Dzanarika — Mirobilan 10 Sabac, Topola 2000 V. Gavrilovi¢
Visnja — Sour cherry 15 Leskovac, Sabac 2001 V. Gavrilovi¢
Tre$nja — Sweet cherry 5 Sabac 2002 V. Gavrilovi¢
Kruska — Pear 4 Sabac 1999 V. Gavrilovi¢
Jabuka — Apple 8 Topola, Gradiska 2001, 2002 V. Gavrilovi¢
Dunja — Quince 3 Leskovac 1993 M. Arsenijevié
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Testovi za identifikaciju P. syringae

Razlikovanje bakterija po Gramu

Koriséen je metod s 3% KOH. Drvenom ¢ackalicom zahvati se deo kulture
bakterije starosti 24 Casa i emulguje u kapi 3% rastvora KOH na mikroskopskoj
plocici. Podizanjem cackalice uocava se pojava konci¢a koji nastaje razgradnjom
bakterijskih ¢elija pod dejstvom KOH. Kod Gram pozitivnih bakterija izostaje
obrazovanje konci¢a. Kao kontrola koriSé¢en je grampozitivan soj Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cor-19) (Suslow et al., 1982; Arsenijevic i
Jovanovi¢, 1995).

Metabolizam glukoze (O-F test)

Koris¢ena je Hugh-Leifson-ova podloga, kojoj je nakon sterilizacije i hlad-
jenja do 50° C dodat filtrom sterilisan rastvor glukoze do krajnje koncentracije
1%. Zasejavana je podloga u po 4 epruvete svakim prouc¢avanim izolatom ponao-
sob, od kojih je po dve zaliveno sterilnim parafinskim uljem, radi stvaranja an-
aerobnih uslova. Rezultati su ocitani nakon tri dana razvoja u termostatu pri tem-
peraturi od 27° C.

Pojava zute boje u podlozi, nastala kao rezultat razgradnje glukoze i prome-
ne pH vrednosti, oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrole su koris¢ene neza-
sejana podloga i podloga zasejana bakterijom Erwinia amylovora (Ea-595), koja
glukozu razlaze oksidativno i fermentativno (Arsenijevic¢, 1997).

LOPAT TESTOVI
Stvaranje levana

Levan je slozeni polisaharidni makromolekul koji nastaje razgradnjom
saharoze. Bakterije koje stvaraju levan na podlogama obogacenim saharozom,
formiraju izrazito ispupcene, krupne kolonije, sjajne, glatke i sluzasta izgleda
(levan tip). Za dokazivanje stvaranja levana koris¢ena je mesopeptonska podlo-
ga s 5% saharoze. Kao kontrola upotrebljeni su sojevi P. syringae pv. syringae
(2905) i Erwinia amylovora (Ea-595) koji stvaraju levan (Lelliott i Stead, 1987,
Arsenijevi¢, 1997).
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Stvaranje oksidaze

Primenjen je Kovacs-ev metod (Sands, 1990; Arsenijevi¢, 1997). Filter
papir je navlaZen rastvorom tetra-metil-para-fenildiamin-dihidrohlorida (1%).
Staklenim $tapi¢em je zahvatan manji deo kolonije izolata bakterije sa zakoSene
podloge i nanoSen na filter papir u obliku kruga. U slucaju pozitivne reakcije
preneti deo bakterijske kolonije dobija tamnoljubic¢astu boju u vremenu od 10-15
sekundi. Slabo pozitivna reakcija nastaje u vriemenu od 30-40 sekundi. Kao pozi-
tivna kontrola korisc¢en je soj Pseudomonas marginalis (C-1) poreklom sa celera,
a kao negativne kontrole sojevi P. s. pv. syringae (2905) i E. amylovora (Ea-595)
(Sands, 1990; Arsenijevié¢, 1997).

Trulez kriski krompira

U udubljenja na kriSkama krompira nalivana je suspenzija bakterija koncen-
tracije 10® cfu/ml, starosti 24 ¢asa. Ocitavanje rezultata vrSeno je nakon 24 sata.
Razmeksavanje tkiva znak je aktivnosti pektolitickih fermenata. Kao kontrole su
kori$¢eni sojevi E. carotovora ssp. carotovora, (Ku-40) kao pozitivna kontrola i
P s. pv. syringae, (2905 kao negativna kontrola) (Arsenijevi¢, 1997).

Aktivnost arginin dehidrolaze

Primenjen je metod Thornley-a (1960). Odgovarajuca podloga zasejavana je
ubodom, Cetiri epruvete svakim izolatom ponaosob. Posle zasejavanja, dve epru-
vete su zalivene sterilnim parafinskim uljem, radi stvaranja anaerobnih uslova.
Promena boje podloge u crveno-ljubicastu u epruvetama sa anaerobnim uslovima
znak je stvaranja ovog enzima i oznacava pozitivnu reakciju. Kao pozitivna kon-
trola korisc¢en je soj Pseudomonas marginalis (C-1) (Arsenijevi¢, 1997).

Hipersenzibilna reakcija duvana

Sest do osam nedelja staro li¢e duvana (N. tabacum, samsun), inokulisano
je infiltracijom suspenzije bakterija, koncentracije 107 cfu/ml, u tkivo mezofi-
la lista izmedju dva bocna nerva. Kao pozitivne kontrole koris¢eni su sojevi P
syringae pv. syringae, poreklom s visnje (2905) 1 Erwinia amylovora (Ea-595).
U kontrolne liske duvana infiltracijom je uneta destilovana voda. Rezultati su
ocitavani nakon 24 Casa. Pojava nekroze inokulisanog tkiva mezofila lista duvana
u vremenu od 18-24 ¢asa, oznacava pozitivhu reakciju (Arsenijevic, 1997).
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Patogene odlike proucavanih izolata P. syringae
Provera patogenosti koris¢enjem nesazrelih plodova vocaka

Mladi, nesazreli plodovi kruske (viljamova), §ljive (CaCanska rana), treSnje
(samberst), visnje (Hajmanov rubin), kajsije (madjarska najbolja), vestacki su
inokulisani, nanoSenjem suspenzije bakterija koncentracije 10* cfu/ml ubodom.
Kontrolni plodovi povredeni su na isti nacin, a na ozledeno mesto postavljena je
kap sterilne vode. Kao kontrola kori$¢eni su sojevi Ea —595 (Erwinia amylovora)
12905 (P. s. pv. syringae) (Arsenijevié, 1997).

Inokulacija listova kruske, jorgovana i kotiledona breskve

Koris$éeni su svezi listovi kruske (sorta viljamova) i jorgovana, odvojeni sa
mladara iz tekuée vegetacije. Sterilnim skalpelom je odsecen vrsni deo lisne pe-
teljke koja je potom uranjana u suspenziju bakterija koncentracije 108 cfu/ml.
Tako inokulisani listovi su postavljeni u sterilne Petri kutije, sa navlazenim filter
papirom radi odrzavanja visoke vlaznosti. Pozitivna reakcija se ispoljava nek-
rozom lisne petljke, glavnog i bo¢nih lisnih nerava, koja kasnije zahvata i tki-
vo mezofila lista. Kontrolni listovi su tretirani sterilnom vodom (Young, 1991;
Yessad et al., 1992).

Kotiledoni listovi breskve su pre inokulacije oprani teku¢om vodom, a sa
njih je uklonjen perikarp. Posle suSenja na sobnoj temperaturi, inokulisani su
ubodom bakterioloskom iglom, pri ¢emu je koris¢ena suspenzija bakterija kon-
centracije 10% cfu/ml. Kotiledoni listi¢i su potom odlagani u sterilne Petri kutije,
sa navlazenim filter papirom, a rezultati su ocitavani posle 5 dana. Kontrolni koti-
ledoni listovi tretirani su sterilnom vodom. Okrugle, mrke pege prec¢nika 3-5 mm
oko mesta inokulacije, oznaCavaju pozitivnu reakciju (Endert i Ritchie, 1984).
Kontrolni listovi su takode, kao i u prethodnim slucajevima tretirani sterilnom
vodom.

PROVERA PATOGENOSTI INOKULACIJOM PLODOVA
PAPRIKE, PARADAJZA I LIMUNA

U ovim testovima kori$¢eni su nesazreli plodovi paradajza (sorta lustro), pa-
prike (kalifornijsko ¢udo) i limuna nepoznate sorte. Inokulacija je izvrSena ubo-
dom istim postupkom kao i u testu provere patogenosti na plodovima raznih vrsta
vocaka. Rezultati su oc¢itavani 3-5 dana posle inokulacije. Ulegnute, mrko crne
pege oko mesta inokulacije, oznaCavaju pozitivnu reakciju (Arsenijevic, 1997;
Arsenijevi¢ i Obradovi¢, 1996).
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INOKULACIJA SEJANACA KRUSKE

Seme kruske (sorte krasanka), prikupljano je iz zrelih, uskladistenih plodova
tokom oktobra meseca. Seme je odlagano u najlonske kese i dezinfikovano sa
0,2% rastvorom kaptana (Merpan 50 WG, Magteshim Agan, Israel) i naredna 2-3
meseca drzano pri temperaturi 2-5°C, u frizideru. Po pojavi klica, seme je sejano
u saksije sa sterilnim peskom. Inokulisani su sejanci visine oko 5 cm, ubodom
pomocu bakterioloSke igle, u stabaoce neposredno ispod kotiledonih listi¢a, sus-
penzijom bakterija 10% cfu/ml. Inokulisani sejanci su odrzavani u vlaznoj komori
3-4 dana, kada su ocitani rezultati. (Endert i Ritchie, 1984). Kao pozitivna kon-
trola korisc¢en je soj Ea-595 (Erwinia amylovora).

Provera patogenosti koriscenjem mahuna boranije

Sveze ubrane mahune boranije (sorta palanacka zuta) inokulisane su infiltra-
cijom suspenzije bakterija 10% cfu/ml. Kontrolne su na isti na¢in tretirane vodom.
Mahune su odlagane u petri kutije sa navlazenim filter papirom, radi odrzavanja
visoke vlaznosti vazduha. Oc¢itavanje rezultata vrseno je posle 24 ¢asa od inoku-
lacije, a pojava narandzasto mrkih pega oko mesta inokulacije oznacava pozitiv-
nu reakciju ( Arsenijevié, 1997).

Diferencijalni testovi za patogene varijetete morsprunorum i syringae

Patogeni varijeteti syringae i morsprunorum se medusobno razlikuju na
osnovu slede¢ih testova: hidroliza zelatina i eskulina, stvaranje tirozinaze i
kori$¢enje tartarata (Arsenijevié, 1997).

Hidroliza Zelatina

Po 5 ml podloge razliveno je u epruvete 16 x 160 mm i sterilisano u autok-
lavu pri temperaturi od 121°C u trajanju od 15 minuta. Podloga je zasejana u tri
ponavljanja proucavanim izolatima ponaosob. Kao kontrola kori$¢ena je neza-
sejana podloga.

Rezultati su ocitavani nakon 3, 7, 14 i 21 dan. Pre oditivanja rezultata,
epruvete s podlogom su postavljene u frizider pri 4°C u trajanju od 30 minuta.
Ukoliko nakon tog perioda ne dode do o¢vrs¢avanja podloge, bakterija razlaze
zelatin (Lelliott i Stead, 1987).
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Hidroliza eskulina

Podloga sa eskulinom je posle sterilizacije zakoSena i nakon ocvrS¢avanja
zasejavana kulturom bakterije starom 24 sata. Rezultati su ocitavani nakon 4
dana razvoja pri temperaturi od 27°C. Pojava tamnomrke boje podloge oznacava
pozitivnu reakciju. Kao pozitivna kontrola koriséen je soj Xanthomonas arbori-
cola pv. juglandis (Or-13). Izolat Erwinia amylovora (Ea-595) koris¢en je kao
negativna kontrola (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1997).

Stvaranje tirozinaze

Podloga od saharoze, kazein-hidrolizata, L-tirozina i mineralnih soli, sterilise
se u autoklavu 15 minuta pri 121°C i potom razliva u sterilne Petri kutije pre¢nika
9 cm. Po Cetiri izolata se zasejava po povrsini podloge i pojava crvenkastomrkog
obojenja podloge u vremenu 3-4 dana, oznacava pozitivnu reakciju. Izolati P. s
pV. morsprunorum pozitivno reaguju pri ovom testu, a sojevi P. s. pv. syringae
negativno ( Arsenijevic, 1997).

Koriscenje tartarata

Upotrebljena je tecna podloga od kvascevog ekstrakta, mineralnih soli (YS)
i natrijumtaratarata, pri ¢emu konacna koncentracija kiseline u obliku pome-
nute soli iznosi 0,15%, uz dodatak brom timol plavo (brome thumol blue) kao
indikatora. Podloga je zasejavana kulturom bakterije starosti 24 sata, a rezulta-
ti oCitavani tokom 21 dana, pri ¢emu promena boje podloge od zelene u plavu
oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrola koris¢ena je nezasejana podloga (Dye,
1968; Arsenijevic, 1997).

Odgajivacke odlike proucavanih izolata

Karakteristike kolonija na hranljivim podlogama

Proucene su karakteristike kolonija na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj
saharozom (NAS) i na King-ovoj podlozi B. Zasejavanje bakterija vr$eno je na do-
bro prosusenu podlogu razlivenu u Petri kutije. Za zasejavanje podloge kori$¢ena
je 24 sata stara kultura bakterije na zakoSenoj podlozi, kojoj se do vrha zakoSenog
dela podloge dodaje sterilna voda. Potom se tako pripremljena suspenzija dodirom
bakterioloske petlje nanosi razmazom na podlogu radi dobijanja Sto veceg broja
pojedinac¢nih kolonija ¢iji se izgled proucava (Billing et al., 1961). Posmatrani su
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oblik i veli¢ina kolonija, sjaj, izgled oboda kolonija, boja, ispupcenost i povrsinska
struktura (Burkovicz i Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997).

Razvoj pri temperaturi od 4°C i 41°C

Razvoj pri pomenutim temperaturama, pracen je u podlozi od kvascevog ek-
strakta i mineralnih soli (YS) (Dye, 1968; Sands, 1990). Po 5 ml podloge razliveno
je u epruvete 16x160 mm i sterilisano u autoklavu pri temperaturi od 115° C i
pritisku od 1,2 atm. u trajanju 20 minuta. Nakon zasejavanja podloge, epruvete su
postavljene u vodeno kupatilo pri temperaturi od 4 C° odnosno 41C° u tokom 14
dana. Kao znak razvoja pri spomenutoj temperaturi nastaje zamucenje podloge.
Kao kontrola kori§¢ena je nezasejana podloga (negativna kontrola) i Burkholderia
cepacia ( 2227, kao pozitivna kontrola) (Sands, 1990; Saddlerr, 1994).

Razvoj bakterija u prisustvu 3i 5 % NaCl

Epruvete sa zasejanom podlogom od kvascevog ekstrakta i mineralnih soli
(YS) odrzavane su u termostatu pri temperaturi od 27° C u vremenu od 14 dana,
radi proucavanja razvoja P. syringae u prisustvu 3% 1 5% NaCl. Zamuéenje po-
dloge ukazuje na pozitivan rezultat. Soj Erwinia amylovora (Ea-595), koja se
razvija pri ovim koncentracijama NaCl, i nezasejana podloga su koris¢ene kao
kontrole (Sands ,1990; Arsenijevi¢, 1997).

Karakteristike razvoja izolata u tecnoj podlozi sa saharozom

Te¢na mesopeptonska podloga obogacena saharozom (NAS), zasejavana je
kulturom bakterija starosti 24 ¢asa i odrzavana u termostatu pri 27°C tokom 5
dana, posle ¢ega je vrieno olitavanje rezultata. Zuta boja podloge karakterise
izolate pv. syringae, a bela boja odlikuje izolate pv. morsprunorum (Garrett et.
al., 1966), tako da se ovaj test koristi i kao diferencijalni za pripadnike ovih pa-
togenih varijeteta.

Vitalnost bakterija na podlozi obogacenoj saharozom

Izolati bakterija su zasejavani po povrsini ¢vrste mesopeptonske podloge
obogacene saharozom (NAS), u 48-Casovnim intervalima. Izolati P. s. pv. syrin-
gae na pomenutoj podlozi vitalnost odrzavaju 8-14 dana, a izolati pv. morspru-
norum 2-5 dana (Garrett et al., 1966). Ovaj test se u literaturi takode navodi kao
diferencijalni za ove patogene varijetete P. syringae.
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Stvaranje Cestica leda

Dva dana stare kulture, odgajene pri 25°C na podlozi od kvaséevog
ekstrakta, peptona i glukoze, upotrebljene su za pripremu suspenzije bakterija
koncentracije 10°cfu/ml. Suspenzija se potom prenosi u vodeno kupatilo Cija je
temperatura podesena na —4°C u kome se drZze potopljene 5 minuta. U slu¢aju
pozitivnog rezultata suspenzija se zamrzava u toku 5 minuta. Kao kontrola sluze
epruvete sa destilovanom vodom (Paulin i Luisetti, 1978; Arsenijevi¢, 1997)

Proucavanje biohemijsko-fizioloSkih odlika izolata

Proucene su sledecee odlike: koris¢enje azotnih jedinjenja, stvaranje kiselina
iz ugljnih hidrata, enzimska aktivnost, stvaranje baza iz organskih kiselina, stva-
ranje siringomicina, kao i osetljivost prema antibioticima (Lelliott i Stead, 1987;
Sands, 1990; Arsenijevié, 1997).

Koriscenje azotnih jedinjenja

Stvaranje indola— Epruvete sa po Sml podloge vode sterilisane suu autoklavu
i nakon zasejavanja odrzavane u termostatu pri temperaturi od 27° C. Ocitavanje
rezultata vrSeno je nakon 5 dana dodavanjem nekoliko kapi Kovacevog reagen-
sa. Pojava crvenoljubicaste boje oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrole su
kori$¢eni sojevi Erwinia chrysanthemi (Ar-2), pozitivna kontrola i Erwinia caro-
tovora ssp. atroseptica, (Kr-20), negativna kontrola (Lelliott i Stead, 1987).

Stvaranje amonijaka — Po 5 ml podloge razliveno je u epruvete i sterilisano
u autoklavu. Podloga je nakon zasejavanja odrzavana u termostatu pri 27° C.
Rezultati su ocCitavani nakon tri dana, dodavanjem nekoliko kapi Nessler-ovog
reagensa. Pojava crvenonarandzastog taloga oznacava pozitivnu reakciju. Kao
kontrola koris¢en je amonijum hidroksid (Shafter, 1975).

Stvaranje ureaze — KoriS¢ena je podloga od peptona, glukoze i mineralnih
soli, uz dodatak indikatora fenol crveno (prilog 1). Podlozi je, nakon sterilizacije
u kolbama (100 ml) i hladjenja do 50° C, dodat filtracijom sterilisan 20% rastvor
uree do kona¢ne koncentracije 1%. Nakon toga, u epruvete razliveno je po Sml
podloge i zakoSeno. Svaki izolat je zasejavan u tri ponavljanja. Ocitavanje rezul-
tata vrSeno je nakon 5 dana razvoja pri temperaturi od 27° C a pojava ruzicaste
boje u podlozi ukazuje na aktivnost ureaze. Kao pozitivna kontrola koriscen je soj
Proteus vulgaris (Pv-1) (Arsenijevi¢, 1997).
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Redukcija nitrata — Tecna podloga sa 2 % peptona i KNO, zasejana je 24
Casa starom kulturom bakterije i odrzavana u termostatu pri 27°C. Posle 5 dana
razvoja bakterije, podlozi je dodano nekoliko kapi rastvora sulfanilne kiseline,
a potom i nekoliko kapi o-naftil amina u rastvoru glacijalne siréetne kiseline.
Pojava crvene boje u podlozi oznacava pozitivnu reakciju, odnosno prisustvo
nitrita (Shaffer, 1975). Kao kontrole koris¢ene su: nezasejana podloga i podloga
zasejana sojem Erwinia carotovora ssp. carotovora (Ku-40) koji stvara nitrite.

Koriscenje L-leucina kao izvora C i N — Filtracijom sterilisana aminokise-
lina dodata je osnovnoj podlozi od mineralnih soli, agara i fenol crvenog kao
indikatora. ZakoSena podloga je zasejana 24 sata starom kulturom bakterija, a
ocitavanje rezultata vr$eno je posle 28 dana. Razvoj bakterije u podlozi i promena
pH vrednosti podloge, $to se manifestuje promenom boje indikatora, oznacava
pozitivnu reakciju (Garrett et al., 1966).

Hidroliza kazeina -Osnovna podloga sa 0,1% kazeina, sterilisana je u auto-
klavu i razlivena u Petri kutije pre¢nika 9 cm. Izolati bakterije zasejavani su raz-
mazom po povrsini podloge. Pojava providne zone, koja se stvara oko razvijenih
kolonija, u periodu 7-14 dana, znak je pozitivne reakcije. (Arsenijevi¢, 1997).

Metabolizam ugljenih hidrata

Stvaranje kiselina iz ugljenih hidrata — Upotrebljavana je podloga od mine-
ralnih soli i odgovarajuceg ugljenog hidrata, kao jedinog izvora ugljenika (ARJ)
(Ayers et al, 1919; loc. cit. Lelliott and Stead, 1987). Podlozi je, nakon steri-
lizacije u autoklavu, dodat filtracijom sterilisan rastvor odgovarajucih ugljenih
hidrata do kona¢ne koncentracije 1%. Promena boje podloge u Zuto tokom 21
dana razvoja oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrola koriS¢ena je nezasejana
podloga (Lelliot i Stead, 1987). U ovim prou¢avanjima koris¢eni su slede¢i uglje-
ni hidrati: D(+) glukoza, D (-) fruktoza, saharoza, D (+) trehaloza, rafinoza, D (-)
riboza, laktoza, maltoza, D (+) melezitoza, D (-) sorbitol, glicerol, mesoinozitol,
i (-) eritritol, dulcitol i D (-) manitol.

Metil red i VP test (stvaranje acetoina)— Koris€ena je gotova Vogues-
Prosqauer-ova podloga (Torlak, Beograd). Ova reakcija sluzi za dokazivanje
acetoina koji stvaraju neke bakterije razgradnjom glukoze. Ocitavanje rezultata
vrseno je nakon 2 1 5 dana dodavanjem nekoliko kapi 5% rastvora o-naftola i
nekoliko kapi 40% rastvora KOH. Pojava crvene boje podloge u vremenu od
2 sata oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrola kori§¢ena je E. coli, koja ne
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stvara acetoin (Dye, 1968; Arsenijevi¢, 1997). Erwinia amylovora, ( soj Ea-595),
koris¢ena je kao pozitivna kontrola.

Test metil crveno (methyl red test) koriS¢en je kao indikator konacne pH
vrednosti produkata koji nastaju razgradnjom glukoze. Dodavanjem pomenutog
indikatora podloga dobija crvenu boju pri pH vrednosti 4,2 i nizoj. Kao kontrola
kori$¢ena je E. coli, kod koje je rezultat ovog testa pozitivan. Erwinia amylovora
je posluzila kao negativna kontrola (Dye, 1968; Arsenijevi¢, 1997).

Ofksidacija glukonata— Stvaranje 2-ketoglukonata iz kalijum glukonata
proucavano je u odgovarajucoj tecnoj podlozi. [zolati su gajeni u podlozi 48 sati,
a posle je ista zapremina Benediktovog reagenasa dodata u epruvete koje su po-
stavljane u vodeno kupatilo sa klju¢alom vodom. Pojava narandzastomrkog talo-
ga, posle 10 minuta kuvanja oznacava pozitivnu reakciju (Arsenijevié¢, 1997).

Enzimska aktivnost proucavanih izolata

Hidroliza skroba (Aktivnost amilaze) — Kori$¢ena je mesopeptonska podloga
s dodatkom rastvorljivog skroba, koja je nakon sterilizacije u autoklavu razlivena
u Petri kutije 1 po prosusivanju zasejavana bakterijskom kulturom starom 24 sata.
Nakon sedam dana razvoja na mesto porasta bakterije dodato je nekoliko kapi
Lugolovog rastvora; nestanak plave boje oznacava pozitivnu reakciju. Kao pozi-
tivna kontrola koris¢en je Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Or-13) (Lelliott
i Stead, 1987).

Hidroliza estra oleinske kiseline (Aktivnost lipaze) — Posle sterilizacije,
podlozi je dodat Tween 80 do krajnje koncentracije 1%. Nakon toga podlo-
ga je razlivena u Petri kutije (90 mm) i zasejana kulturom bakterije starom 24
sata. Rezultati su ocitavani nakon 7 dana razvoja od 27°C. Pojava belicastog
oreola oko kolonija bakterije, koji ukazuje na stvaranje kristala kalcijum-olea-
ta, oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrolni soj koriséen je izolat bakterije
Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Or-13), koji hidrolizuje Tween 80 (
Sands, 1990; Arsenijevi¢, 1997).

Stvaranje lecitinaze — Koris¢ena je mesopeptonska podloga kojoj je nakon
sterilizacije u autoklavu i hladjenja na 45°C dodato 10 ml emulzije Zumanceta
kokosijeg jajeta. Nakon toga podloga je razlivena u Petri kutije prec¢nika 90 mm 1
posle o¢vr$¢avanja zasejavana kulturom bakterije starom 24 sata. Pojava svetlog
oreola oko kolonija bakterije oznacava pozitivnu reakciju. Kao kontrola koris¢eni
su sojevi E. chrysanthemi (soj Ar-2, pozitivna kontrola) i E. carotovora ssp. caro-
tovora, (soj Ku-40, negativna kontrola) (Arsenijevic, 1997).
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Stvaranje katalaze — Kao reagens za dokazivanje stvaranja katalaze koris¢en
je 20% rastvor H,O,. BakterioloSkom petljom je zahvatan manji deo kolonije
izolata starosti 24 sata i emulgovan u kapi H,O, na mikroskopskoj plocici. Pojava
mehurica gasa oznacava pozitivnu reakciju, odnosno nastajanje slobodnog kiseo-
nika (Arsenijevi¢, 1997).

Aktivnost fosfataze — Mesopeptonska podloga (MPP) je sterilisana u kolbama
od 100 ml pri temperaturi 121°C u trajanju od 10 minuta. Podlozi ohladenoj do
60°C je dodat rastvor fenolftaleindifosfata, sterilisan filtracijom, do kona¢ne kon-
centracije 0.05%. Zatim je podloga razlivena u Petri kutije i posle o¢vrs¢avanja
zasejana dodirom i postavljena u termostat 18-24 ¢asa pri temperaturi od 27°C.

Nakon zavr$enog perioda razvoja, kolonije bakterije su izlagane dejstvu pare
amonijum hidroksida. Obojavanje kolonija u crvenoruzicasto oznacava pozitiv-
nu reakciju. Kao kontrole koris¢eni su sojevi E. chrysanthemi, (soj Ar-2 poziti-
vna kontrola) i E. carotovora ssp. carotovora, (soj Ku-40, negativna kontrola)
(Arsenijevi¢, 1997).

Stvaranje baza iz organskih kiselina

Upotrebljena je tecna podloga (Ayers et al., 1919) od mineralnih soli i
proucavane organske kiseline, ¢ija kona¢na koncentracija u podlozi iznosi 1%,
uz dodatak brom timol plavog (brome thumol blue) kao indikatora. Podloga je
zasejavana sojevima starosti 24 sata, a rezultati oCitavani tokom 21 dan, pri cemu
promena boje podloge u plavu oznacava pozitivnu reakciju (Arsenijevié, 1997).
Kao kontrola koris¢ena je nezasejana podloga. U ovim testovima koriS¢ene su
sledec¢e organske kiseline: limunska (u obliku Na soli), oksalna, vinska, mravlja,
sir¢etna, mle¢na.

Stvaranje siringomicina

Sveza, 24 sata stara kultura bakterija zasejavana je po povrSini krompir-
glukozne podloge. Kao test organizam kori$¢ena je gljiva Geotrichum candi-
dum.. Rezultati su o€itavani posle 5 dana, odsustvo razvoja gljive oko kolonije
bakterije, oznacava pozitivnu reakciju. Podloga zasejana samo sporama gljive, u
odsustvu bakterije, kori§¢ena je kao kontrola (Duvellier, 1998).
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OSETLJIVOST PROUCAVANIH IZOLATA
PREMA ANTIBIOTICIMA

Suspenzija bakterija razlivena je po povrSini mesopeptonske podloge
obogacene saharozom u petri kutijama pre¢nika 9 cm. Diskovi sa razli¢itim kon-
centracijama antibiotika postavljeni su u centar Petri kutije, nakon prosusSivanja
podloge a prisustvo zone inhibicije oko diska sa antibiotikom oznacava osetlji-
vost proucavanog soja prema upotrebljenom antibiotiku (Psallidass, 1993). U
ovim istrazivanjima kori$¢eni su streptomicin i hloramfenikol.

REZULTATI
Simtomi bolesti

Simptomi koje bakterija P. syringae prouzrokuje na vockama zavise od vrste
domacina i vremena kada se ostvarila infekcija.

Prvi znaci bakterioznog izumiranja kajsije pojavljuju se u vidu uvelosti lis¢a,
a potom i susenja pojedinacnih grana ili ¢itave krune vocaka. Lis¢e obolelih gra-
na se blago opusta i vene, zadrzavajuci u pocetku zelenu boju.

Vremenom lis¢e izumire i postaje mrko po cemu se tokom vegetacije obole-
le grane lako uocavaju u odnosu na zdrave (sl. 1a). Na granama obolelih vo¢aka
dolazi do nekroze kambijuma, ksilema i floema, usled ¢ega nastaju rak-rane.

Uklanjanjem povrsinskog sloja kore nekroza tkiva se jasno uocava. Parazit
takode moze prstenasto zahvatiti deblo kajsije, usled ¢ega izumire Citava vocka.
Medutim, ponekad podloga na koju je kajsija kalemljena ostaje zdrava, sto rezul-
tira izbijanjem brojnih izdanaka. Simptomi se takode ispoljavaju na mladarima
vertikalnog porasta u kruni vocke (vodopija), na kojima se uocava nekroza ksile-
ma, floema i kambijuma. U grani¢noj zoni obolelog i zdravog tkiva obrazuju se
rak-rane usled neravnomernog razvoja obolelog i okolnog, zdravog tkiva.

U ovim istrazivanjima zapazeni su takode i simptomi nekroze korenovih
izdanaka dzanarike, koris¢ene kao podloge za kalemljenje kajsije i §ljive (Sabac,
Topola). Etioloskim proucavanjim uzro¢nika ove pojave posvecena je poseb-
na paznja zbog velikog znacaja koji dzanarika ima kao podloga u rasadnickoj
proizvodnji. Nekroza izdanka pocinje od vrha i postepeno se spusta ka korenu
(sl. 1Db).

Vrh izdanka se Cesto lu¢no savija, Sto donekle podse¢a na simptome koje
prouzrokuje Erwinia amylovora, prouzrokovac bakteriozne plamenjace jabucastih
vocaka. Medutim, izolacije bakterija iz korenovih izdanaka dZzanarike sa pome-
nutim simptomima nisu uvek bile uspesne, $to mozda ukazuje da slicne patoloske
promene mogu biti prouzrokovane i nekim drugim agensima.
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SI. 1 — Pseudomonas syringae. SusSenje grana kajsije (a); suSenje korenovog
izdanka dzanarike (b) i nekroza cvasti kruske (c) (prirodna zaraza).

Fig. 1 — Pseudomonas syringae. Branch decay of apricot (a); shoot blight of mi-
robilan (b) and pear blossom blast (c) (natural infection)
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Pocetne promene na plodovima visnje (sorte hajmanove kolekcije) ispoljavaju
se u vidu tamnozelenih, vlaznih i elipsastih pega koje se vremenom povecavaju
i postaju crnomrke.

Tkivo u okviru pega postaje ugnuto i naborano. Vremenom, ceo plod postaje
nekroti¢an. Nekroti¢ni plodovi ne otpadaju sa grana. U Sapcu su pri vlaznom
vremenu u okviru takvih nekroti¢nih pega na plodovima visnje pomenutih sorti
uocene svetlomrke gomolice reproduktivnih organa gljive. To ukazuje na pri-
sustvo gljiva kao moguceg prouzrokovaca oboljenja. Procenat obolelih plodova
moze dostic¢i 1 80%, $to se dogodilo tokom 2001. godine, koja se odlikovala veo-
ma kiSovitim prole¢em. Na peteljkama plodova visnje se obrazuju mrke pege sa
ljubicastim oreolom koje se Sire zahvatajuéi je u celosti.

Na stablima breskve je primeéeno susenje grana, mladara i ¢itavih stabala, kao
1 obrazovanje rak-rana. Pojava bolesti Cesto je prac¢ena obilnim lu¢enjem smole,
Sto je Cesto karakteristican znak infekcije bakterijama. Uklanjanjem povrSinskog
sloja kore uocava se nekroza ksilema, floema i kambijuma. Nekrotirana tkiva
su vlaznog izgleda, $to takode podseca na infekcije bakterijama. Medutim, na
potpuno suvim stablima breskve takode se uocavaju i reproduktivni organi glji-
va, Sto ukazuje da i one mogu biti uzro¢nik pomenutih patoloskih promena na
stablima breskve.

Plamenjaca cvasti pracena obilnom produkcijom smole je simptom koji je
zapazen tokom 2002. godine na tresnji ali slabog intenziteta. Nekroticni proces
se ne Siri dalje kroz grane treSnje Na lis¢u se zapazaju nekroti¢ne, mrke pege sa
hloroti¢nim oreolom. Tkivo u okviru pega postepeno ispada, $to listu daje reSetav
izgled.

Plamenjaca cvasti je karakteristican simptom koji ova bakterija prouzro-
kuje na krusci. Cvasti su potpuno nekrotirale (krunicni i ¢asi¢ni listovi kao i
okolne liske) i crne su boje. Nekroti¢ni proces je ograni¢en na cvasti i ne Siri
se dalje (sl. Ic).

Na obolelim stablima kruske zapazeno je i suSenje grana pra¢eno obrazo-
vanjem rak-rana i plamenjaca mladih letorasta. Dakle, pomenute patoloske pro-
mene sli¢ne su onima koje prouzrokuje E. amylovora, te je pouzdana identifika-
cija patogena moguca jedino primenom odgovarajucih laboratorijskih metoda.

Nekroti¢ne, mrkoljubicaste pege zapazaju se na granama jabuke. One se vre-
menom Sire, spajaju i dovode do susenja grana. Uklanjanjem povrSinskog sloja
kore, uocava se nekroza ksilema, floema i kambijuma. Ovakve patoloske prome-
ne primecene su pretezno na mladim stablima jabuke, dok na starijim one nisu
zapazene. Susenje dvogodiSnjih grana, od vrha nanize, pra¢eno defolijacijom,
takode je simptom koji se zapaza na terenu, narocito na fizioloski oslabljenim
stablima. Ovakve promene su primecene na stablima jabuke, na ¢ijim su deblima
i ramenim granama primecena oste¢enja od insekata.
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Simptomi na dunji se ispoljavaju u vidu plamenjace mladara i lis¢a, koji do-
bijaju mrku boju. Patoloske promene su slicne onima koje prouzrokuje Erwinia
amylovora. Na granama se takode obrazuju rak rane, sto dovodi do susenju grana
1 izumiranja ¢itavih vocaka.

Izolovanje patogena iz obolelih uzoraka

Opis pojedinacnih kolonija bakterije, izolovane iz kajsije, Sljive, visnje,
treSnje, dzanarike, jabuke, kruske, i dunje, na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj
saharozom i Kingovoj podlozi B, posle dva-tri dana razvoja pri temperaturi od
oko 27°C, prikazan je u tabeli 2.

Tabela 2 — Izgled kolonija bakterije na mesopeptonskoj podlozi
s 5 % saharoze (NAS) i King-ovoj podlozi B (KB)

Table 2 — Colonies appearence on sucrose nutrient agar (SNA)
and King's medium B

Karakteristike kolonija — Cokony characteristics

Boja kolonije
Colony colour
Izgled kolonije
Colony appearence
Dimenzije kolonija
Colony size
Pigmentacija
Pigmentation

Podloga Medium
Mesopeptonska bledo sive levan tipa nema
+ saharoza
NAS pale gray levan type 3-4 none
King-ova B bela blago 'spupcene, fluoroscentna
sjajne
King's B white slighty convex, 2-2,5 fluorescent

glow

Iz obolelih jednogodisnjih mladara i viSegodiSnjih grana kruske sa simpto-
mima plamenjace, susenja grana na kojima se obrazuju rak-rane, poreklom iz
viSe lokaliteta u Srbiji izolovani su sojevi bakterija koji na podlozi obogacenoj
saharozom (NAS) formiraju bele, sjajne, izrazito ispupcene (levan tipa) glatke
kolonije. Na King-ovoj podlozi B ne stvaraju fluorescentni pigment.

Ovi nefluorescentni izolati su gramnegativni, prouzrokuju hipersenzitivnu
reakciju duvana i nekroti¢ne promene pra¢ene pojavom bakterijskog eksudata



22 V. Gavrilovi¢

na inokulisanim plodovima kruske. Oni takode pozitivno reaguju sa serumom E.
amylovora u testu aglutinacije. Na osnovu ovih rezultata smatramo da pomenuti
izolati pripadaju vrsti Erwinia amylovora, koja je poslednjih godina postao raspro-
stranjen 1 ekonomski veoma Stetan patogen kruske, ali 1 ostalih jabucastih vo¢aka
u nas u nas. Takode, znacajno je ista¢i da su izolacije bakterija iz viSegodiSnjih
grana kruske, sa simptomoma bolesti, Cesto ostale neuspesne, $to ukazuje da bi
prouzrokovac¢ pomenutih patoloskih promena ispoljenih u vidu susenja grana na
kojima se obrazuju rak— rane mogle biti i druge prirode.

NanoSenjem reproduktivnih organa gljive, koji se obrazuju na nekroticnim
plodovima visnje iz Sapca, na krompir-glukoznu podlogu, obrazuje se micelija
sive boje posle 3-4 dana razvoja pri temperaturi od 25°C. Na miceliji se vreme-
nom formiraju telaSca koja se sastoje od velikog broja jednocelijskih, hijalinih
konidija. Izolovanu gljivu smo na osnovu njenih morfoloskih odlika svrstali u rod
Phoma. Vestackom inokulacijom plodova visnje uspesno su reprodukovani simp-
tomi bolesti ispoljeni u vidu mrkocrnih nekroti¢nih pega koje pokrivaju Citavu
povrsinu inokulisanog ploda.

1z obolelih grana kajsije sa simptomima rak rana i nekroze drvenastog tkiva,
osim bakterija, na krompir-glukoznoj podlozi ¢esto se izoluju i gljive. NanoSenjem
fragmenata iz grani¢ne zone obolelog i zdravog tkiva, kao i reproduktivnih or-
gana gljive obrazovanih na suvim granama kajsije na pomenutu podlogu, razvoj
micelije gljive uocava se posle 3-4 dana, pri 25°C. Formirana micelija je sivo-
zelenkaste boje. Na njoj se posle desetak dana formiraju plodonosna tela gljive,
piknidi crne boje, u kojima se nalaze brojne jednocelijske, hijaline, blago po-
vijene konidije. Na osnovu morfoloskih odlika gljive, zakljucili smo da je re¢ o
fitopatogenoj vrsti roda Leucostoma, ¢estom parazitu kosticavih vocaka.

Sa grana obolelih, mladih stabala §ljive u Sapcu, sa simptomima nekroze
drvenastog dela tkiva, izolovana je gljiva koja na podlozi od krompira obrazuje
miceliju bele boje, u okviru koje se kasnije obrazuju crna plodonosna tela u koji-
ma se nalazi mnostvo jednocelijskih, hijalinih konidija sa dve gutacione kapi. Na
osnovu ovih odlika, zakljuceno je da je u pitanju gljiva iz roda Phomopsis.

Izolacija bakterija iz uzoraka obolele breskve sa simptomima suSenja grana,
na kojima se u zoni obolelog i zdravog tkiva uocava obilna produkcija smole,
ostala je neuspe$na. Laboratorijskoj analizi podvrgnuti su uzorci breskve iz svih
vocarskih rejona u Srbiji. Medutim, na podlozi od krompira izolovana je gljiva iz
roda Leucostoma, koja na podlozi obrazuje kolonije sive boje, a sadrzaj plodono-
snih tela — piknida ¢ine jednocelijske, hijaline, blago savijene konidije.

Uspesne izolacije bakterija sa kosti¢avih vo¢aka ostvarene su u jesen, zimu i
rano prolece, pri cemu smo najvise uspeha imali u aprilu mesecu. Fluorescentne
bakterije na jabuCastim vockama se mogu izolovati tokom cele godine.



Patogene i biohemijsko fizioloske odlike bakterija roda Pseudomonas patogena voc¢aka

23

Identifikacija bakterija

Preliminarni testovi za identifikaciju izolovanih sojeva

Izolati poreklom iz nekrotiranih letorasta kajsije, grana §ljive, korenovih
izdanaka dzanarike kao i kontrolni sojevi patogenih varijeteta P. syringae (izuzev
P. 5. pv. persicae 1 Erwinia amylovora) su gramnegativni, fluoresciraju na kin-
govoj podlozi B i metabolisu glukozu samo u oksidativnim uslovima. Rezultati
preliminarnih testova za identifikaciju prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3 — Rezultati preliminarnih i LOPAT testova
pri identifikaciju proucavanih sojeva

Table 3 — Results of preliminary and LOPAT tests

in detection of investigated strains

Domacin — Host

Kajsija — Apricot
Sljiva — Plum
Dzanarika — Mirobilan
Visnja — Sour cheery
Tres$nja — Sweet cherry
Kruska — Pear
Jabuka — Apple
Dunja — Quince
2905 ®
CFBP 11°
4048 ¢
7079 ¢
NCPPB 595 ¢
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kontrolni soj Ps. pv.syringae poreklom sa visnje — check strain of Ps.
kontrolni soj Ps. pv. syringae poreklom sa kruske — check strain of Ps. pv.syringae from pear
kontrolni soj Ps. pv. papulans — check strain of Ps. pv. papulans

kontrolni soj Ps. pv. persicae — check strain of Ps. pv. persicae

kontrolni soj Erewinia amylovora — check strain of Erewinia amylovora

negativan rezultat — negativ result
pozitivan rezultat — positve result;

pv.syringae from sour cherry
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Sojevi bakterija poreklom iz nekrotiénih plodova i peteljki visnje iz Sapca i
Leskovca kao i oni poreklom iz obolelih cvasti i listova tresnje su takode gram-
negativni, stvaraju fluorescentni pigment na King-ovoj podlozi B i odlikuju se
mogucénoséu samo oksidativnog metabolizma glukoze (tab 3).

Na osnovu podataka iz tabele 3 zapazamo da svi izolati poreklom sa kosti¢avih
vocaka stvaraju fluorescentni pigment na King-ovoj podlozi B, gramnegativni su
1 glukozu metabolisu samo u oksidativnim uslovima. Jedino kontrolni sojevi P. s.
pv. persicae i E. amylovora ne fluoresciraju na King-ovoj podlozi B. Na osnovu
toga smo zakljucili da proucavani izolati pripadaju fluorescentnim bakterijama
roda Pseudomonas, Cestog patogena ovih vrsta vocaka.

Slicne rezultate u pomenutim preliminarnim testovima identifikacije bakte-
rija ispoljili su i izolati poreklom sa jabucastih voc¢aka (kruske, jabuke i dunje,
tab. 3).

Na osnovu podataka iz tabele 3 moze se zakljuciti da i proucavani izolati
poreklom sa jabucastih vocaka pripadaju rodu Pseudomonas, i to grupi fluore-
scentnih bakterija.

Stoga je identifikacija bakterija do nivoa vrste izvrSena na osnovu LOPAT
testova (stvaranja levana — L; aktivnosti oksidaze — O; aktivnosti pektolitickih
fermenata u testu inokulacije kriski krompira — P; aktivnosti arginindehidrolaze
— A; hipersenzitivne reakcije duvana — T .

LOPAT testovi

Izolati poreklom s kajsije, Sljive i vecina sa dzanarike stvaraju levan, ne
stvaraju oksidazu i arginin dehidrolazu, niti poseduju pektoliticke fermente da bi
prouzrokovali trulez kriski krompira. Prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju ino-
kulisanih liski duvana. Rezultati ovih testova prikazani su u tabeli 3.

Na osnovu podataka iz tabele 3 moze se sa sigurnoscu tvrditi da izolati po-
reklom sa kajsije, Sljive i dzanarike pripadaju vrsti Pseudomonas syringae. 1z
nekih uzoraka obolele dzanarike izolovani su sojevi koji stvaraju oksidazu i ar-
ginin dehidrolazu i ne prouzrokuju HR duvana, te prema tim karakteristikama
pripadaju vrsti Pseudomonas fluorescens, koja se Cesto sre¢e prilikom izolacije
fitopatogenih bakterija.

Izolati sa visnje i treSnje takode stvaraju levan, oksidazno su negativni, ne
stvaraju arginin dehidrolazu i ne prouzrokuju trulez kriski krompira, ali prouzro-
kuju HR duvana (tab. 3).

Prema rezultatima iz tabele moze se zakljuciti da izolati poreklom iz
nekroti¢nih plodova i peteljki plodova visnje iz Leskovca i Sapca takode pripa-
daju vrsti Pseudomonas syringae.
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Sojevi poreklom s jabucastih vo¢aka u LOPAT testovima reaguju kao i oni
poreklom sa kosticavih vocaka, odnosno ne stvaraju oksidazu, arginin dehidro-
lazu i pektoliticke fermente, a stvaraju levan i prouzrokuju HR duvana. Na osno-
vu ovih rezultata mozemo tvrditi da i oni pripadaju vrsti Pseudomonas syringae
(tab3).

Patogene odlike proucavanih izolata Pseudomonas syringae
poreklom sa kosti¢avih i jabucastih voéaka

Izolati poreklom sa kajsije, §ljive i dzanarike prouzrokuju nekroti¢ne prome-
ne na plodovima kruske (viljamova) i treSnje (samberst).

Prve promene na inokulisanim plodovima tre$nje uocavaju se ve¢ posle 24
sata od inokulacije i ispoljavaju se u vidu nekroti¢nih, crnih, ulegnutih pega,
pre¢nika oko 3-4 mm. Iste pege uocavaju se na plodovima kruske posle tri dana
od inokulcije i1 one dostizu pre¢nik oko 5 mm. U svim testovima inokulacije na
plodovima vocaka izostaje pojava kapi bakterijskog eksudata bledozute boje u
okviru pega, Sto bi u suprotnom bila karakteristika bakterije Erwinia amylovora.
Izolati D-3 i D-5 (dzanarika, Sabac) na plodovima tresnje prouzrokuju nekroze
preénika oko 1 cm, a izolat D-1 (dzanarika, Sabac) sitne pege oko 2,5 mm. To
ukazuje na razlicit stepen virulentnosti proucavanih izolata.

Kontrolni sojevi 4048 (P. s. pv. papulans) 1 7079 (P. s. pv. persicae) negati-
vno reaguju u testovima provere patogenosti na inokulisanim nesazrelim plodo-
vima voc¢aka. S obzirom i na odstupanja ovih izolata u preliminarnim i LOPAT
testovima (odsustvo fluorescencije za P. s. pv. persicae) i nemogucnost stvaranja
levana (P. s. pv. papulans), oni su uskljuceni iz daljih istrazivanja.

U pogledu patogenih odlika na plodovima vocaka izolate sa visSnje mozemo
podeliti u dve grupe: prva, koju ¢ine izolati poreklom sa ploda visnje iz Leskovca
i koji prouzrokuju nekroze na plodovima tresnje, visnje, kruske i $ljive. Drugu
gine izolati sa ploda i peteljke ploda visnje iz Sapca koji nekroti¢ne promene
prouzrokuju samo na plodovima tresnje, dok na inokulisanim plodovima ostalih
vrsta vo¢aka nema pojave simptoma.

Na osnovu podataka iz tabele 4 uocava se da izolati s ploda visnje iz Leskovca
(V-21, V-22,V-25, V-26, V-30, V-31) poseduju patogene odlike karakteristicne za
pv. syringae. Nasuprot njima, izolati poreklom s ploda i peteljke vi$nje iz Sapca
(V-32, V-33, V-34, V-35, V-36, Vp-1, Vp-2, Vp-3, Vp-4) poseduju patogena svoj-
stva tipicna za pv. morsprunorum. Takode treba napomenuti da su patoloske pro-
mene na inokulisanim plodovima tresnje, slabije izraZzene od onih koje prouzro-
kuju izolati sa viSnje iz Leskovca, ali 1 onih sa kajsije, §ljive i dzanarike.

Prema izolatima bakterije poreklom sa visnje iz Leskovca osetljivim su
se pokazale i sorte erdibotero, keleris 14, mont mamut i hajmanova konzerv-
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na, na ¢ijim se plodovima posle inokulacije uo¢avaju mrkocrne nekroti¢ne pege
precnika do 3-5 mm. Na inokulisanim plodovima oblacinske vis$nje izostaje poja-
va nekroze. Izolati sa treSnje poreklom iz nekrotiranih cvasti i pega na listovima
prouzrokuju nekrozu plodova tresnje i kruske.

Razlike u patogenim svojstvima na plodovima vocéaka zapazene su i medu
izolatima poreklom s jabucastih voc¢aka (jabuke, kruske i dunje) (tab 4).

Tabela 4 — Patogene karakteristike proucavanih izolata.

Table 4 — Pathogenicity of investigated strains

< L. < °
EE B2 S5 EE £ 52 Eg §E 5%
L. 3= + = o 09— — = < o o o
Domacin — Host S5 S ? :%: =& 3 § £3 g% = g 25
s 22 25 2§ 25 2% BE 35 24
[ ol A =- o~ 3 o F é:» = ™ §
Kajsija — Apricot +f + + + + + + + +
Sljiva — Plum + + + + + + + + +
Dzanarika — Mirobilan + + + + + + + + +
Visnja — Sour cheery  +/—-¢ +/-  +/-  +-  +/-  +H-  H-  +-  +H-
Tresnja — Sweet cherry ~ + + + + + + + + +
Kruska — Pear + + + + + + + + +
Jabuka — Apple - + - - - - - - -
Dunja — Quince —h + - - - - - - -
29052 + + + + + + + + +
CFBP 11° + + + + + + + + +
895¢ - - - - - - - - -
4048 ¢ - - - - - - - - -
7079 - - - - - - - - -

kontrolni soj Ps. pv.syringae poreklom sa visnje — check strain Ps. pv.syringae from sour cherry
kontrolni soj Ps. pv. syringae poreklom sa kruske— check strain Ps. pv.syringae from pear

Ps. pv. morsprunorum poreklom sa tre$nje— check strain Ps. pv.syringae from sweet cherry
kontrolni soj Ps. pv. papulans — check strain of Ps. pv. Papulans

kontrolni soj Ps. pv. persicae — check strain of Ps. pv. persicae

pozitivan rezultat — positve result

varijabilni rezultati — variable results

negativan rezultat — negativ result

S o a0 o

Izolati sa kruske iz Sapca (K-11, K-12, K-13, K-14, K-15) prouzrokuju
tipi¢ne nekroti¢ne promene na inokulisanim plodovima vocaka, ispoljene u vidu
crnih ulegnutih pega u okviru kojih se ne obrazuju kapi bakterijskog eksudata,
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prec¢nika 3-5 mm. Izolati poreklom iz suvih letorasta jabuke (J-1, J-2, J-3, J-4, J-5,
Gradiska), mrkoljubicastih pega na granama jabuke (J-100, J-101, J-102, J-103,
J-104, Topola) i nekroti¢nih mladara dunje (Dull7, Du 222, Du-525, Leskovac),
prouzrokuju nekroti¢ne promene samo na plodovima tresnje, dok se na inokulisa-
nim plodovima ostalih vrsta vo¢aka ne zapazaju nekroze. Kada uporedo razmotre
patogene odlike proucavanih izolata, na inokulisanim plodovima vocaka onda
se jasno zapaza velika sli¢nost ili skoro potpuna istovetnost proucavanih izolata
poreklom sa kajsije, Sljive, dzanarike, plodova visnje iz Leskovca i kruske. Izolati
sa visnje (Sapca), jabuke (Gradiske i Topole) i dunje (Leskovac) pak, pri ovim
testovima ispoljavaju slabiju patogenost.

Sojevi poreklom sa kajsije, Sljive 1 dzanarike prouzrokuju nekrozu inoku-
lisanih listova jorgovana i kruske, kotiledonih listova breskve i sejanaca kruske
(tab. 4).

Nekroza lisnih peteljki, koja se postepeno Siri i zahvata glavni i bo¢ne lisne
nerve, uocava se na listovima jorgovana i kruske inokulisanim izolatima bakte-
rija poreklom sa kajsije, Sljive i dzanarike. Prve promene na lisnim peteljkama
pojavljuju se dva dana posle inokulacije, a nekroza veceg dela lista nastaje posle
5 dana.

Patoloske promene ispoljene na inokulisanim kotiledonima breskve, manife-
stuju se u vidu okruglih, mrkih pega, precnika oko 5 mm koje se zapazaju 3 dana
posle inokulacije.

Nekroza sejanaca kruSke uocava se posle 3 dana od inokulacije, a ispoljava
se crnilom kotiledona koja se dalje Siri i zahvata tkivo hipokotoila.

Kontrolni sojevi P. 5. pv. syringae (2905 1 CFBP-11) u testovima patoge-
nosti reaguju kao i nasi izolati, dok kontrolni soj P. s. pv. morsprunorum (895)
ne prouzrokuje nekroti¢ne promene na listovima jorgovana i kruske, kotiledona
breskve i sejancima kruske.

Na osnovu podataka iz tabele 4 zakljucili smo da se izolati sa ploda i peteljke
vis$nje na osnovu svojih patogenih odlika mogu svrstati u dve jasno diferencirane
grupe: prva sojevi poreklom iz Leskovca koji se odlikuju izrazenom patogenoscu;
i druga iz Sapca koja osim $to prouzrokuje HR duvana, na inokulisanim plodovi-
ma vocaka (izuzev treSnje), listovima jorgovana i kruske, kotiledonima breskve i
sejancima kruske ne prouzrokuju patoloske promene.

Izolati sa kruske prouzrokuju nekrozu listova jorgovana i kruske, kotiledona
breskve 1 sajanaca kruSke. Nasuprot njima izolati sa jabuke i dunje negativno
reaguju pri ovim testovima (tab 4).

Prema podacima iz tabele takode vidimo da izolate poreklom sa kruske
karakteriSe izrazenija patogenost nego izolate sa jabuke i dunje. Oni su u pogledu
patogenih karakteristika sli¢ni onima sa kajsije, dzanarike, $ljive, tresnje i ploda
visnje iz Leskovca.
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Plodovi limuna, mahune boranije, nesazreli plodovi paradajza i paprike, veo-
ma su pogodni za proveru patogenosti izolata P. syringae. 1zolati poreklom sa
kajsije, Sljive 1 dzanarike prouzrokuju mrkocrne, nekroti¢ne ulegnute pege, na
inokulisanim plodovima limuna, paradajza sorte lustro i paprike sorte kalifor-
nijsko ¢udo, a narandzastomrke pege na inokulisanim mahunama boranije sorte
palanacka bela (tab. 4 ).

Nekroze na inokulisanim plodovima paradajza i paprike uocavaju se pos-
le 3 — 4 dana i crne su boje. Pege na plodovima limuna su mrke boje, ulegnu-
te, precnika do 5 mm. Patoloske promene na mahunama boranije primetne su
ve¢ posle 24 casa. Kontrolni izolati P. s. pv. syringae (2905 i CFBP-11) takode
prouzrokuju nekroze na inokulisanim plodovima limuna, paradajza i paprike i
mahunama boranije. Kontrolni soj 895 P. s. pv. morsprunorum na mahunama bo-
ranije prouzrokuje nekroti¢ne mrke pege koje se razlikuju od onih na mahunama
inokulisanim nasSim i kontrolnim sojevima P. s. pv. syringae. Ovaj soj takode ne
prouzrokuje nekroze na plodovima paradajza, paprike i limuna .

Kao 1 pri prethodnim testovima patogenosti, izolate sa viSnje mozemo i
ovde podeliti u dve jasno diferencirane grupe. Tako izolati poreklom sa ploda
visnje iz Leskovca (V-21, V-22, V-25, V-26, V-30 i V-31) prouzrokuju nekroti¢ne
promene na plodovima limuna, paradajza i paprike i mrkonarandzaste nekroze
na inokulisanim mahunama boranije. Izolati sa ploda i peteljke viinje iz Sapca
(V-32, V-33, V-34, V-35, V=36, Vp-1, Vp— 2, Vp-3, Vp-4), pak negativno reaguju
pri ovim testovima izuzev na mahunama boranije na kojima se posle 24 sata od
inokulacije pojavljuju nekroti¢ne pege mrke boje. [zolati poreklom sa nekroti¢nih
cvasti tre$nje 1 pega na listu tre$nje takode prozrokuju nekroze plodova paradaj-
za, paprike, limuna i mahuna boranije (tab. 4).

Izolati sa kruske iz Sapca (K-11, K-12, K-13, K-14, K-15) prouzrokuju
nekrozu inokulisanih plodova limuna, paradajza i paprike. Proucavani sojevi po-
reklom sa kruske prouzrokuju mrkonarandzaste, blago ugnute nekroze na inoku-
lisanim mahunama boranije. [zolati poreklom sa jabuke iz Gradiske i Topole (J-1,
J-2,]-3,J-4,1-5,J-100, J-101, J-102, J-103, J-104 ) i dunje iz Leskovca (Du-117,
Du-222, Du-525, Leskovac) ne prouzrokuju nekroze na inokulisanim plodovi-
ma paradajza, paprike i limuna. Medutim, na inokulisanim mahunama boranije
prouzrokuju svetlo mrke nekroze.

Proucavani izolati P. syringae poreklom sa kajsije, Sljive i dzanarike odlikuju
se patogenim odlikama karakteristi¢cnim za pv. syringae. ldenti¢no njima se u
testovima patogenosti ponasaju i sojevi izolovani sa visnje u Leskovcu (V-21,
V-22, V-25, V-26, V-30 i V-31). Izuzetak predstavlja grupa izolata poreklom sa
ploda i peteljke visnje iz Sapca (V-32, V-33, V-34, V-35, V-36, Vp-1, Vp— 2, Vp-
3, Vp-4), koji svojim patogenim odlikama podsecaju na pripadnike patogenog
varijeteta morsprunorum. Sojevi izolovani iz cvetova i listova tresnje odlikuju
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se patogenim svojstvima karakteristicnim za pv. syringae. 1zolati poreklom sa
kruske se odlikuju patogenim odlikama tipicnim za P. s. pv. syringae. Nasuprot
njima, sojevi poreklom sa jabuke i dunje se odlikuju izrazito slabim patogenim
svojstvima pri sprovedenim testovima patogenosti.

Na osnovu patogenih svojstava nasih izolata, proucenih inokulacijom broj-
nih zeljastih i organa drvenastih biljaka, mozemo zakljuciti da se sojevi poreklom
sa kajsije, Sljive, dzanarike, tre$nje, viSnje iz Leskovca (V-21, V-22, V-25, V-
26, V-30 1 V-31) i kruske odlikuju izrazenom homogenos¢u u pogledu patogenih
svojstava. Nasuprot njima izolati poreklom sa ploda i peteljke visnje iz Sapca,
jabuke i dunje karakteriSu slabijim stepenom patogenosti, pri ¢emu i njih odlikuje
izrazena homogenost u ovom pogledu.

Determinacija P. s. pv. syringae i P. s. pv. morsprunorum
Hidroliza zelatina, eskulina, stvaranje tirozinaze, metabolizam tartarata

Proucavani izolati poreklom sa kajsije, Sljive i dzanarike hidrolizuju Zelatin i
eskulin ali ne stvaraju tirozinazu i ne metaboliSu (D+) tartarate ( tab. 5).

Potpuna hidroliza Zelatina ispoljava se nemoguénosc¢u ocvrséavanja osnovne
podloge pri temperaturi od 4°C posle 6-10 dana. Promena boje podloge u tam-
nomrku, u periodu od 2 — 3 dana oznacava pozitivnu reakciju hidrolize eskulina.
Izolati poreklom sa kajsije, §ljive i dzanarike ne stvaraju tirozinazu, posto ni u pe-
ridu od 7 dana ne dolazi do pojave crvenomrke boje podloge, $to je karakteristi¢an
znak pozitivne reakcije. Ovi izolati ne metaboliSu tartarate u periodu od 14
dana, Sto se ispoljava odsustvom pojave plave boje zasejane osnovne podloge.
Kontrolni sojevi 2905 i CFBP-11 (pv. syringae) takode hidrolizuju Zelatin i esku-
lin ali ne stvaraju tirozinazu i ne metaboliSu tartarate. Nasuprot njima, kontrolini
soj 895 (pv. morsprunorum) ne razlaze zelatin i eskulin ali metabolisSe tartarate.
Intresantno je da ovaj soj ne stvara tirozinazu, a prema podacima iz literature
pozitivna reakcija u ovom testu je odlika pv. morsprunorum .

Izolati poreklom sa ploda visnje iz Leskovca (V-21, V-22, V-25, V-26, V-30
i V-31) takode hidrolizuju zelatin i eskulin za razliku od sojeva izolovanih sa
ploda i peteljke visnje iz Sapca (V-32, V-33, V-34, V-35, V-36, Vp-1, Vp—2, Vp-
3, Vp-4). Sojevi iz Leskovca ne metaboliu tartarate, dok oni iz Sapca pozitivno
reaguju pri ovom testu. Izolati sa ploda i peteljke visnje iz Sapca varijabilno se
ponasaju pri testu aktivnosti tirozinaze. Grupa izolata poreklom sa ploda visnje iz
Leskovca negativno reaguje pri ovom testu. Izolati sa tre$nje hidrolizuju zelatin i
eskulin, ali ne stvaraju tirozinazu i ne metabiliSu tartarate (tab. 5).

Sojevi bakterija izolovani sa jabucastih vocaka (kruske, dunje i jabuke), kao
i vecina izolata poreklom sa kosticavih voc¢aka hidrolizuju Zelatin i eskulin ali ne
stvaraju tirozinazu i ne metaboliSu tartarate (tab. 5)
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Tabela 5 — Rezultati diferencijalnih testova za Psudomonas syringae
pV. syringae 1 morsprunorum

Table 5 — The results of differential tests for Psudomonas syringae
pvs. syringae and morsprunorum
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kontrolni soj Ps. pv.syringae poreklom sa visnje — check strain Ps. pv.syringae from sour cherry;
kontrolni soj Ps. pv. morsprunorum poreklom sa tresnje — check strain Ps. pv.syringae from sweet cherry
kontrolni soj Ps. pv. syringae poreklom sa kruske — check strain Ps. pv.syringae from pear;

pozitivan rezultat — positve result;

negativan rezultat — negativ result

varijabilni rezultati — variable result

-0 a0 o

Ostali diferencijalni testovi za patogene varijetete syringae i morsprunorum

Karakteristike razvoja bakterija u tecnoj mesopeptonskoj podlozi obogacenoj
saharozom, vitalnost izolata na ¢vrstoj podlozi istog sastava, metabolizam DL
laktata, hidroliza kazeina, kori$¢enje L— leucina kao jedinog izvora C i N i stva-
ranje kiseline iz purpurne podloge sa laktozom se prema literaturnim podacima
takode smatraju diferencijalnim testovima za pv. syringae 1 pv. morsprunorum.

PonaSanje izolata poreklom sa kajsije, Sljive 1 dzanarike u nekim od
ovih testova prikazano je u tabeli 5.

Rezultati prikazani u tabeli 5 ukazuju da izolati poreklom sa kajsije, Sljive 1
dzanarike hidrolizuju kazein, koriste L-leucin kao jedini izvor C i N, metabolisu
DL-laktate i ne stvaraju kiselinu iz purpurne podloge sa laktozom .
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Izolati bakterija poreklom sa plodova visnje iz Leskovca (V-21, V-22, V-25,
V-26, V-30 i V-31) hidrolizuju kazein, koriste L-leucin kao jedini izvor ugljenika
i azota, metaboliSu laktate a razliCito reaguju pri testu stvaranja kiseline na pur-
purnoj podlozi sa laktozom. Identi¢no se u pogledu ovih testova ponasaju sojevi
izolovani sa tre$nje. Izolati sa ploda i peteljke vi$nje iz Sapca (V-32, V-33, V-34,
V-35, V-36, Vp-1, Vp-2, Vp-3, Vp-4) ne hidrolizuju kazein i ne koriste L-leucin,
metabolisu DI-laktate i takode, varijabilno stvaraju kiselinu na purpurnoj podlozi
sa laktozom.

Na osnovu podataka iz tabele 5 vidimo da izolati poreklom sa visnje iz
Leskovca (V-30, V-31) i sojevi V-33 i V-34, V-35, V-36, Vp-1 i Vp-3, poreklom
sa ploda i peteljke visnje iz Sapca, stvaraju kiselinu iz purpurne podloge sa lakto-
zom. Ostali izolati sa viSnje ne koriste laktozu gajeni na ovoj podlozi. Kontrolni
izolati P. s. pv. syringae (2905 i CFBP-11) ne stvaraju kiselinu iz laktoze, dok
kontrolni soj 895 (P. s. pv. morsprunorum) pozitivno reaguje pri ovom testu.

Izolati poreklom sa jabucastih vocaka razlazu kazein, koriste L-leucin kao
jedini izvor ugljenika i azota, metaboliSu DL laktate i ne stvaraju kiselinu na pur-
purnoj podlozi sa laktozom (tab 5).

Izolati poreklom s kajsije, §ljive, dzanarike, tre$nje i ploda vi$nje iz Leskovca
(V-21, V-22, V-25, V-26, V-30 i V-3), kao i kontrolni sojevi 2905 i CFBP 11 (2. s.
pv. syringae) boje podlogu sa saharozom u zuto. Belu boju ove podloge, posma-
trane pod direktnim svetlom, stvaraju izolati poreklom sa ploda i peteljke visnje
iz Sapca (V-32, V-33, V-34, V-35, V-36, Vp-1, Vp- 2, Vp-3, Vp-4), kao i kontrolni
s0j 895 (P, 5. pv. morsprunorum). Sojevi poreklom sa jabucastih vocaka (kruske,
jabuke i dunje), mesopeptonsku podlogu sa saharozom (NAS), takode boje u zuto.
Svi proucavani sojevi sa kosti¢avih i jabucastih voc¢aka (kajsije, §ljive, dzanarike,
visnje, tre$nje, kruske, jabuke i dunje) zadrzavaju vitalnost duze od 15 dana na
¢vrstoj mesopeptonskoj podlozi obogacenoj saharozom (NAS).

Ostale biohemijsko-fizioloske odlike
Koriscenje azotnih jedinjenja

Proucavani izolati poreklom sa kosticavih i jabucastih vocaka ispoljavaju
slabu aktivnost u pogledu kori$¢enja azotnih jedinjenja (tab 6).

Na osnovu rezultata iz tabele 6 vidimo da nasi izolati stvaraju amonijak i
ureazu, dok su negativni rezultati zabelezeni u testovima redukcije nitrata i stva-
ranja indola. Ovi testovi nemaju znacaja u identifikaciji izolata P. syringae do
nivoa patogenog varijeteta.
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Tabela 6 — Ostale biohemijskofizioloske odlike proucavanih izolata.
Koriséenje azotnih jedinjenja i enzimska aktivnost

Table 6 — Other biochemical characteristics of investigated strains.
Utilization of nitrogen compounds and enzim activity.
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kontrolni soj Ps. pv.syringae poreklom sa visnje — check strain Ps. pv.syringae from sour cherry
kontrolni soj Ps. pv. syringae poreklom sa kruske— check strain Ps. pv.syringae from pear;

kontrolni soj Ps. pv. morsprunorum poreklom sa tre$nje— check strain Ps. pv.syringae from sweet cherry
kontrolni soj Proteus vulgaris — check strain of Proteus vulgaris

kontrolni soj Erwinia chrysanthemi — check strain of Erwinia chrysanthemi

kontrolni soj Pseudomonas marginalis — check strain of Pseudomonas marginalis

kontrolni soj Xanthomonas arboricola pv. juglandis — check strain of Xanthomonas arboricola pv. juglan-
dis

pozitivan rezultat — positve result;

negativan rezultat — negativ result

o= QG Ho oo oW



Patogene i biohemijsko fizioloSke odlike bakterija roda Pseudomonas patogena vocaka 33

Enzimska aktivnost

Izolati poreklom sa jabucastih i kosticavih vocaka, koriseni u ovim
istrazivanjima ne stvaraju amilazu, lipazu, lecitinazu i fosfatazu ali stvaraju ka-
talazu (tab.6).

Na osnovu podataka iz tabele vidimo da nase izolate karakteriSe veoma sla-
ba enzimska aktivnost. Medutim oni bez izuzetka razlazu vodonikperoksid pri
¢emu dolazi do oslobadanja slobodnog kiseonika, §to je znak stvaranja katalaze a
ispoljava se pojavom mehuric¢a gasa na mikroskopskoj ploc€ici. U ovim testovima
uniformno se ponasaju svi izolati ukljucujuci i referentne sojeve, pripadnike pv.
syringae 1 pv. morsprunorum

Metabolizam ugljenih hidrata

Na osnovu rezultata iz tabele 7 zapaza se da izolati sa kajsije, Sljive,
dzanarike, jabuke, kruske i dunje, kao i kontrolni sojevi 2905 i CFBP 11 unifor-
mno reaguju u testu koris¢enja mono i disaharida: metabolisu glukozu, fruktozu,
saharozu i ribozu, $to se manifestuje obojenjem podloge u Zuto usled promene pH
vrednosti podloge; kiselinu ne stvaraju iz maltoze i laktoze. Kontrolni izolat 895
metabolise, fruktozu, saharozu i laktozu ali ne 1 maltozu.

Izolati poreklom sa kajsije, $ljive, dzanarike, jabuke, kruske i dunje u svojim
metabolitickim procesima koriste glicerol, sorbitol, manitol, inozitol ali ne i dul-
citol, Sto se takode ispoljava promenom boje zasejane podloge u Zuto, kao znak
promene pH vrednosti .

Izolati sa vinje (Sabac, Leskovac) metabolisu rafinozu, ribozu i eritritol, a
negativno reaguju pri testovima koris¢enja melezitoze i dulcitola. Ova grupa te-
stova je primenjena samo za izolate sa viSnje, posto se oni medjusobno znac¢ajno
razlikuju u ostalim biohemijskim testovima.

Proucavani izolati sa vi$nje takode metabolisu glukozu, fruktozu, saharozu,
manitol, sorbitol i inozitol dok su u testu koriS¢enja maltoze zabeleZeni varija-
bilni rezultati. Tako izolati V-25, V-33, V-35 ne stvaraju kiselinu iz maltoze dok
ostali izolati pozitivno reaguju pri ovom testu.

Proucavani izolati sa kajsije, §ljive, dZzanarike, visnje, kruske, jabuke, dunje
pozitivno reaguju u testu oksidacije glukonata (K-glukonata), na Sta ukazuje
pojava narandzasto-mrkog taloga kada se podlozi u kojoj se bakterije razvija-
le doda Benediktov reagens. Rezultat testa metil-red (MR) primenjen sa naSim
reprezentativnim, izolatima je takode pozitivan. Proucavani izolati poreklom sa
jabucastih i kosticavih vo¢aka ne stvaraju acetoin (VP-test).
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Tabela 7 — Kori$¢enje ugljenih hidrata

Table 7 — Utilization of carbohydrates
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Stvaranje baza iz organskih kiselina

kontrolni soj Ps. pv.syringae poreklom sa visnje — check strain Ps. pv.syringae from sour cherry;
kontrolni soj Ps. pv. syringae poreklom sa kruske— check strain Ps. pv.syringae from pear;

Ps. pv. morsprunorum poreklom sa tresnje— check strain Ps. pv.syringae from sweet cherry
pozitivan rezultat — positve result;
negativan rezultat — negativ result

Ovaj test primenjen je takode samo sa izolatima sa vi$nje, poSto su oni
podeljeni u dve grupe prema svojim diferencijalnim biohemijskim odlikama
(GATT). Izolati poreklom sa kajsije Sljive, dzanarike, jabuke, kruske i dunje
ispoljavaju uniformnost u svojim biohemijskim odlikama tako da oni nisu bili

ukljuceni u ove testove.

Na osnovu rezultata primenjenih testova uocava se da izolati poreklom sa
ploda i peteljke visnje baze stvaraju iz mravlje i limunske kiseline. Negativan
rezultat dobijen je u testu koriS¢enja oksalata, dok su rezultati metabolizma ace-
tata varijabilni. [zolati V-21, V-22, V-30, V-31, Vp-1 stvaraju baze iz acetata, dok
ostali izolati negativno reaguju u ovom testu.



Patogene i biohemijsko fizioloSke odlike bakterija roda Pseudomonas patogena vocaka 35

Odgajivacke odlike proucavanih izolata

Svi izolati poreklom sa jabucastih i kosticavih vocaka formiraju bledosive
kolonije, sjajne, glatke, sluzastog izgleda, izrazito ispupcene, prec¢nika od 1,5
— 5 mm na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj saharozom (NAS). To znaci da
proucavani izolati stvaraju levan. Medutim i medu njima su utvrdene izvesne
razlike kada je povrSinska struktura kolonija u pitanju. Tako izolati sa dzanarike
formiraju krupnije kolonije od izolata sa ostalih domacina; manje su ispupcene i
stvaraju viSe sluzi. Izolati poreklom sa jabuke iz Topole se odlikuju prisustvom
tamnije zone u centru kolonije, po ¢emu se oni razlikuju od ostalih. Takode, izo-
lati Ks-104 i Ks —108 (kajsija, Sabac) se karakteri$u prisustvom radijalnih pruga
po povrsini kolonija, §to im daje hrapav izgled.

Svi proucavani sojevi poreklom sa vo¢aka formiraju kolonije koje izrazito
fluoresciraju na Kingovoj podlozi B. One su sjajne, glatke, blago ispupcene, rav-
nih ivica, pre¢nika oko 2 mm.

Proucavani izolati bez obzira na domacina sa koga su izolovani se razvijaju
u tecnoj podlozi sa 3 1 5 % NaCl. Zamucéenje podloge zasejane proucavanim
izolatima ukazuje na pozitivnu reakciju pri ovim testovima, ba§ kao i u testu
razvoja u te¢noj podlozi pri 4°C. Medjutim zamuéenje podloge izostaje kada se
bakterije odrzavaju pri 41 °C, $to ukazuje da se one na ovoj temperaturi ne mogu
razvijati.

Izolati poreklom sa kajsije, Sljive, dzanarike, viSnje, treSnje jabuke, kruske
i dunje stvaraju Cestice leda kada su u suspenziji izlozene temperaturi od —4°C.
Pojava kristala leda zapaza se u toku 5 — 10 minuta.

Stvaranje siringomicina i osetljivost prema antibioticima

Proucavani sojevi poreklom sa kajsije, $ljive, dzanarike, kruske, tresnje, ja-
buke i vi$nje iz Leskovca stvaraju siringomicin, po§to onemogucéavaju razvoj test
organizma, glive Geotrichum candidum. To se ispoljava stvaranjem zone, u kojoj
nema razvoja gljive, oko kolonija bakterije posle 5 dana razvoja na krompir-
glukoznoj podlozi. Negativan rezultat pri ovom testu ispoljavaju sojevi sa ploda i
peteljke visnje iz Sapca (V-32, V-33, V-34, V-35, V-36, Vp-1, Vp-2, Vp-3, Vp-4)
i dunje iz Leskovca (Du-117, Du-222, Du-525)

Antibiotici streptomicin i hloramfenikol onemogucavaju razvoj izolata
proucavanih bakterija, obrazuju¢i zonu inhibicije pre¢nika od 20-25 mm oko
diska sa antibiotikom na ravnoj hranljivoj podlozi. Referentni soj 895 (P. s. pv.

inhibicije oko diska sa antibiotikom iznosi 50 mm.
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DISKUSIJA
OpSte napomene

U periodu od 1998. do 2002. godine vrSeni su obilasci zasada voc¢aka u koji-
ma su uoceni simptomi susenja grana, palezi cvasti, nekroze plodova, lisne pe-
gavosti, karakteristi¢ni za infekcije fitopatogenim bakterijama. 1z prikupljenih
uzoraka obolelog tkiva kosticavih i jabucastih vocaka (kajsije, Sljive, dzanarike,
visnje, tresnje, jabuke, kruske i dunje) izolovano je 82 soja fluorescentnih bak-
terija.

Simptomi bolesti vo¢aka, sa kojima smo se susretali na terenu su u punoj sa-
glasnosti sa podacima iz literature (Arsenijevic¢, 1997; Klement, 1977). Medutim,
uporedna izolacija gljiva ukazuje da je dijagnoza bolesti samo na osnovu simp-
toma nepouzdana. Jer, fitopatogene gljive, izolovane tokom ovih istrazivanja,
mogu prouzrokovati sli¢ne ili pak identi¢éne simptome bolesti na vockama. Gljiva
pripadnik roda Leucostoma izolovana je iz obolelih stabala kajsije i breskve, a
Phomopsis sp. iz obolelih stabala §ljive. Interesantno je da bakterija P. siringae
nije izolovana iz mnogobrojnih uzoraka obolele breskve, iz veéine lokaliteta u
nas, mada se prema literaturnim podacima ova vocka ubraja u veoma osetljive
domacine ove bakterije (Dowler i Weaver, 1975). U nas pak, vaznu ulogu u izumi-
ranju stabala breskve ima gljiva Leucostoma cincta, $to su ranijim istrazivanjima
potvrdili nasi ali i strani autori (Arsenijevi¢ et al., 1973, 1983; Biggs, 1986; Balaz
et al., 2000). Kao Cest prouzrokovac suSenja stabala breskve navodi se i gljiva
Leucostoma persooni (Jones i Sutton, 1996). Arsenijevi¢ i Gari¢ (1990) su iden-
tifikovali gljivu iz roda Phomopsis kao jednog od prouzrokovaca izumiranja sta-
bala kajsije. Autori su potvrdili patogenost dobijenih izolata vestackim inokula-
cijama stabala kajsije. Navedeni podaci ukazuju da osim bakterija i fitopatogene
gljive imaju veliki znacaj kao prouzrokovaci izumiranja vocaka.

Vredna spomena je i Cinjenica da su izolacije bakterija iz obolelih grana
treSanja, sa simptomima nekroze i rak-ranama, ostale neuspesne, iako su pre-
ma podacima iz literature ovo karakteristi¢ni simptomi za infekcije bakterijama
roda Pseudomonas, a tre$nja se ubraja u veoma osetljive domacine ove bakterije
(Jones, 1971; Lattore et al., 1985).

Simptomi koje bakterija P. syringae prouzrokuje na krusci su na osnovu
nasSih zapazanja ogranieni na plamenjacu cvasti (engl. blossom blast). Nije
zapazeno Sirenje patogena u grane vocke niti su primeéeni simptomi nekroze
plodova kruske, $to je zabelezeno u Juznoj Africi (Mansvelt i Hattingh, 1986).
P syringae je opisan i kao prouzrokovac izumiranja grana kruske, prouzrokujuéi
velike Stete (Spots i Cervantes, 1994; Spots 1 Cervantes, 1996). Autori navode po-
datke o epifitoticnoj pojavi izumiranja stabala kruske u Oregonu (SAD), nastaloj
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usled prisustva ove bakterije, ¢emu je prethodio period niskih temperatura tokom
zime od —15° do —20° C. Ercolani (1967) i Arsenijevi¢ (1970) takode navode
ovu bakteriju kao prouzrokovaca susenja grana i plamenjace mladara kruske. Na
terenu su primeceni simptomi izumiranja grana pa i Citavih stabala kruske, ali
je iz obolelih uzoraka izolovana bakterija Erwinia amylovora koja je od mno-
go vecCeg znacaja kao patogen kruske u nas nego P. syringae. U Japanu je kao
prouzrokovac plamenjace cvasti kruske identifikovana gljiva Diaporthe tanakae,
tako da se pouzdana identifikacija patogena moze utvrditi samo primenom labo-
ratorijskih metoda (Sakuma et al., 1982).

Intenzivnija pojava bakteriozne plamenjace cvasti na krusci, ¢iji je
prouzrokovac P. s. pv. syringae, zapazena je tokom hladnog proleca, kada tem-
perature u periodu cvetanja padnu na 0°-5°C. Ove, nize temperature favorizuju
razvoj patogena, pa se tada mogu oc¢ekivati i vece Stete.

Intenzivnija pojava suSenja stabala kajsije konstatovana je tokom 2000. i
2002. godine. Ovo se moze objasniti pojavom niskih temperatura tokom zime,
odnosno smenjivanjima izuzetno hladnog vremena i toplijih perioda tokom ovog
godisnjeg doba, koje uslovljava povecanu osetljivost kajsije ali i povoljne uslove
za razvoj bakterije P. syringae. U literaturi takode nalazimo obilje podataka o uti-
caju ovakvih vremenskih uslova na pojavu iznenadnog izumiranja stabala kajsije
(Klement, 1977; Arsenijevi¢, 1980).

Bakterija P. syringae je izolovana iz nekroti¢nih plodova visnje, Sto je i ra-
nije opisano u nas (Veseli¢, 1987; Balaz i Arsenijevi¢, 1989). Uoceni su takode
i simptomi lisne pegavosti i reSetavosti lis¢a visnje, ali je izolacija bakterija
ostala neuspesna. Moguci uzrok ove pojave bi mogla biti gljiva Wilsonomices
(Clasterosporium) carpophylum, Cest parazit kosticavih vo¢aka u nas. Prema po-
dacima Balaz et al. (1988), lisna pegavost prouzrokovana bakterijama karakterise
se prisustvom hloroti¢nog oreola, koji je odsustvovao na uzorkovanim listovima
obolele visnje. Tokom ovih istraZivanja iz nekroti¢nih plodova visnje (Sabac)
izolovana je gljiva koja je na osnovu njenih morfoloskih svojstava svrstana u
rod Phoma. Arsenijevi¢ (1984) je iz obolelih plodova visnje izolovao gljivu
Glomerella cingulata, $to znaci da i fitopatogene gljive mogu parazitirati plodove
viS$nje, nanosec¢i znacajne Stete, a prouzrokujuéi simptome bolesti nalik na one
prouzrokovane bakterijama.

Hranljiva mesopeptonska podloga obogacena saharozom (NAS) i Kingova
podloga B su se pokazale kao pogodne za izolovanje bakterija roda Pseudomonas.
Podaci iz literature takode ukazuju na pogodnost pomenutih podloga u ove svrhe
(Latorre et al., 1985; Rudolph, 1990; Mansvelt i Hattingh, 1986; Burkovicz i
Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997). Zbog toga primena selektivnih podloga nije
neophodna za izolovanje ove grupe bakterija.
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Uspesne izolacije bakterija roda Pseudomonas iz obolelih grana kosti¢avih
vocaka ostvarene su u periodu novembar — april, §to je u punoj saglasnosti sa
literaturnim podacima (Arsenijevi¢, 1997). Izolovanje bakterije sa obolelih
jabucastih vo¢aka moguce je tokom cele godine. Takode, izolacija bakterija je
moguca samo sa rak rana iz tekuce vegetacije, dok je iz visegodisnjih prakti¢no
nemoguca (Klement, 1977).

Svi proucavani izolati su na osnovu LOPAT testova identifikovani kao
Pseudomonas syringae. Bez izuzetka stvaraju levan, polisaharid visoke mo-
lekulske tezine koji ima vaznu ulogu pri razvoju P. syringae i Erwinia amylo-
vora, prouzrokovaca bakteriozne plamenjace jabucastih vocaka i patogenezi bo-
lesti (Rudolph, 1992; Gross et al., 1992). U literaturi ima podataka o sojevima
P. syringae koji ne stvaraju levan, ali se oni karakteriSu i slabijim stepenom pa-
togenosti (Mansvelt i Hattingh, 1986). Medutim, sa sigurno$¢u mozemo tvrditi
da postoje i drugi faktori koji imaju ulogu u nastanku patoloskog procesa, posto
nasi izolati sa dunje stvaraju levan a negativno reaguju u vecini testova patoge-
nosti. Ova istrazivanja su pokazala da medu izolatima P. syringae postoji obrnuta
korelacija izmedu aktivnosti oksidaze i HR duvana. Samo oksidazno negativni
izolati prouzrokuju HR duvana i obratno, §to isti¢u i drugi autori (Otta i English,
1970; Latorre et al., 1985; Mansvelt i Hattingh, 1986). Prouzrokovanje HR du-
vana je veoma vazna patogena odlika bakterije P. syringae. Dobijeni su i izolati
koji su HR pozitivni, ali negativno reaguju u ostalim testovima patogenosti (izo-
lati sa vi$nje iz Sapca i dunje iz Leskovca). Takve podatke nalazimo i u literaturi
(Mansvelt i Hattingh, 1986; Burkovicz i Rudolph, 1994). Rezultati dobijeni u
ovim istrazivanjima, kao i oni drugih autora pokazuju da HR predstavlja prvi ko-
rak u identifikaciji bakterije P. syringae (Mansvelt i Hattingh, 1986; Burkowicz i
Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997).

Patogenost proucavanih bakterija

Izolati P. syringae poreklom sa jabucastih i1 kosti¢avih voc¢aka prouzrokuju
nekroze inokulisanih plodova tresnje, $to se u nasim istrazivanjima pokazalo kao
veoma pogodan test za brzu proveru patogenosti izolata. Nekroti¢ne pege oko me-
sta inokulacije se pojavljuju ve¢ posle 24 — 48 sati a pogodnost ovog testa isticu
i drugi autori (Jones, 1971; Burkowicz i Rudolph, 1994). Inokulacija plodova
visnje je takode pogodan test za proveru patogenosti, mada je razvoj nekroti¢nog
procesa nesto sporiji, nego na inokulisanim plodovima tre$nje. Izolati sa jabuke iz
Gradiske i Topole nekrozu prouzrokuju samo na inokulisanim plodovima tresnje,
ali ne i na plodovima visnje i kruske §to ukazuje i na razlicit stepen virulentnosti
proucavanih izolata. Nejednak intenzitet patogenosti se uoc¢ava i u testu inoku-
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lacije nesazrelih plodova Sljive, posSto neki izolati poreklom sa kajsije 1 Sljive
prouzrokuju nekrozu inokulisanih plodova ali ve¢ina negativno reaguje u ovom
testu. Sve ovo ukazuje da postoje razlike medu patogenim odlikama proucavanih
izolata sa jabucastih i kosticavih vocaka, pa se eventualno moZze govoriti i o
izvesnom stepenu specijalizacije medu njima u pogledu patogenih svojstava.
Arsenijevi¢ (1976) i Burkowicz i Rudolph, (1994) u svojim istrazivanjma takode
isticu razlike u patogenosti izolata P. syringae, ispoljene u vidu veli¢ine nekroza
na inokulisanim test biljkama.

Izolati poreklom iz ploda visnje iz Sapca ne prouzrokuju patoloske promene
na inokulisanim plodovima voc¢aka, izuzev na plodovima treSanja na kojima se
uocava pojava nekroze. Njihove patogene odlike su karakteristicne za pv. mor-
sprunorum. Nasi rezultati potvrduju podatke iz literature prema kojima se neki
testovi patogenosti (plodovi kruske, limuna, listovi jorgovana i dr.) mogu koristiti
kao diferencijalni za pv. syringae i pv. morsprunorum (Garrett et al., 1966).

Veoma podesan i relativno brz test kojim se potvrduje patogenost izolata P.
s. pv. syringae je inokulacija listova jorgovana. Inokulisan je vrh lisne drske i
posle 3 — 4 dana bakterija sistemic¢no zahvata glavni i bo¢ne nerve i mezofil tkiva
lista. I drugi autori navode pogodnost ovog testa za proveru patogenosti (Young,
1991; Mitrev, 2000). Ovaj test takode ukazuje i na sposobnost sistemi¢nog Sirenja
patogena u biljci, Sto je ranije i eksperimentalno potvrdeno (Mansvelt i Hattingh,
1987). Kontrolni soj 895 (pv. morsprunorum) ne prouzrokuje nekrozu lista jorgo-
vana, $to se slaze sa podacima iz literature (Young, 1991). Proucavani izolati sa
dzanarike takode prouzrokuju nekrozu lista jorgovana, sistemicno se Sirec¢i kroz
sprovodne sudove lisnih nerava. Ovo sistemis$no Sirenje bakterije kroz ksilem
biljke moze predstavljati problem u rasadnickoj proizvodnji, s obzirom na veliki
znacaj dzanarike kao podloge za kosticave vocke (kajsiju, Sljivu).

Sli¢no listovima jorgovana, listovi kruske inokulisani na isti nacin mogu se
iskoristiti za proveru patogenosti izolata P. syringae. Nekroza nerava i mezofila
se uocava posle 3 — 4 dana, mada se prema naSim rezultatima ispostavilo da
je slabijeg intenziteta nego u ogledima sa listovima jorgovana. Ipak, moze se
smatrati pouzdanim i jednostavnim testom za proveru patogenosti. Yessad et al.
(1992) takode navode pogodnost raznih modifikacija ovog testa pri proveri pato-
genosti izolata bakterije P. syringae.

Izolati bakterije poreklom sa kajsije, Sljive, kruske i viSnje iz Leskovca
prouzrokuju intenzivnu nekrozu sejanaca kruske. Potpuno izumiranje inokuli-
sanih bilj¢ica nastaje posle 2 — 3 dana, uz pojavu mrkocrne boje stabaoceta i
kotiledona, kao Sto su to opisali i Endert i Ritchie (1984). Znacaj ovog testa je
S$to se moze primenjivati tokom zimskih i rano prole¢nih meseci kada je izolacija
bakterija iz kosticavih vocaka lako ostvariva a nema plodova i listova vocaka za
brzu i pouzdanu proveru patogenosti. Kontrolni soj 895 (pv. morsprunorum) kao
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i izolati sa ploda i peteljke visnje iz Sapca, ne prouzrokuju nekrozu inokulisanih
sejanaca kruske.

Pouzdan test za proveru patogenosti je i inokulacija kotiledona breskve, na
kojima se uocavaju mrke okrugle pege, Sto je saglasno sa podacima iz literature
(Endert i Ritchie, 1984). Ovaj test je kao i prethodni, pogodan za proveru patoge-
nosti tokom zimskih i rano prole¢nih meseci kada na raspolaganju nema plodova
vocaka koji se koriste u te svrhe.

Proucavani izolati sa kajsije, sljive, dzanarike prouzrokuju nekroti¢ne, ule-
gnute pege, pre¢nika 3-5 mm na plodovima limuna, a pogodnost ovog testa na-
vode i drugi autori (Arsenijevi¢, 1997; Garrett et al., 1966). Izolati sa ploda i
peteljke ploda iz Sapca, kao i kontrolni soj 895 negativo reaguju pri ovom testu,
pa se 1 on moze koristiti za diferencijaciju pv. syringae i pv. morsprunorum.

Patogenost izolata P. syringae se moze, takode brzo, proveriti inokulacijom
plodova paradajza i paprike. Kontrolni soj 895 (pv. morsprunorum), kao i izolati
sa vi$nje iz Sapca negativno reaguju pri ovim testovima koji se takode moze sma-
trati diferencijalnim za patogene varijete P. syringae, posto sojevi pv. syringae na
plodovima paradajza i paprike prouzrokuju karakteristicne mrkocrne ulegnute
nekroze.

Mrkonarandzaste pege na inokulisanim plodovima boranije znak su da su
izolati patogeni i ovaj test je veoma pogodan za proveru patogenosti izolata P.
syringae pv. syringae, posto i kontrolni izolati (2905, CFBP 11 — pv. syringae)
reaguju identi¢éno nasim sojevima. Pogodnost ovog testa u cilju provere pato-
genosti sojeva P. syringae navode i drugi autori (Arsenijevi¢ i Sremac, 1993;
Arsenijevi¢, 1997).

Iznenadenje predstavlja ¢injenica da izolati P. syringae poreklom sa jabuke
i dunje, prilikom provere patogenosti, prouzrokuju HR duvana i nekrozu inoku-
lisanih plodova tresnje, dok negativno reaguju pri ostalim testovima patogenosti.
Ipak, s obzirom na simptome koje prouzrokuju na mladim stablima jabuke, tre-
bali bi biti predmet daljih istrazivanja, poSto se smatra ekonomski Stetnim pa-
togenom (Morone i Scortichini, 1997). Hattingh et al., (1989) smatraju da ova
bakterija napada fizioloski oslabljene vocke, odnosno one koje su dozivele stres
pa bi i to moglo biti objasnjenje kako izolati slabije patogenosti mogu prouzro-
kovati simptome.

Na osnovu opisanih rezultata mozemo zakljuciti da postoji obilje testova
kojima se moze pouzdano proveriti patogenost P. syringae. Takode, uzimajuéi
u obzir ponasanje tipskih sojeva pv. syringae 1 pv. morsprunorum zakljuéujemo
da se mnogi testovi mogu koristiti i kao diferencijalni za ove patogene varijetete.
Tokom nasih istrazivanja nisu definitivno utvrdene razlike u patogenosti izola-
ta poreklom sa razli¢itih domacina, ali se moze naslutiti da medu njima postoji
izvesni stepen specijalizacije, $to navode i drugi autori (Burkowicz i Rudolph,
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1994). Kontrolni sojevi P. s. pv. papulans 1 P. s. pv. persicae negativno rea-
guju pri testovima patogenosti na inokulisanim plodovima vocaka, te su zbog tih
odlika, a i nekih drugih svojstava (nestvaranja levana — pv. papulans, odsustvo
fluorescencije — pv. persicae) iskljuceni iz daljih istrazivanja.

Odgajivacke odlike

Svi prou€avani izolati na hranljivim podlogama obrazuju kolonije glatke
povrsine. To je znacajna odgajivacka odlika fitopatogenih bakterija, posto postoji
veza izmedu patogenih svojstava izolata i izgleda njihove povrsine. Tako, Billing
et al., (1961) istice da medu izolatima Erwinia amylovora postoje oni sa glatkom
povrsinom kolonija, ali i izolati sa hrapavom povrSinskom strukturom. Izolati
glatke povrSine su znatno izraZenijih patogenih svojstava nego oni sa hrapavom
strukturom. Burkowic i Rudolph (1994) su proucavajuci ve¢i broj izolata P.
syringae poreklom sa raznih domacina dosli do istog zakljuc¢ka. Medutim i medu
nasim izolatima su utvrdene izvesne razlike u izgledu kolonija. Tako su na podlo-
zi sa 5% saharoze, izolati sa dzanarike krupniji, viSe sluzasti 1 manje ispupceni
nego oni sa drugih domacina. Izolati sa jabuke iz Topole, koji se odlikuju veoma
slabim patogenim svojstvima, na povrsini kolonije imaju tamniju zonu u centru.
Izolat Du-525 (dunja, Leskovac) izrazito slabih patogenih svojstava, formira ko-
lonije levan tipa na podlozi sa saharozom, ali su one znatno manjeg pre¢nika nego
kolonije ostalih izolata. U pogledu boje i izgleda oboda kolonija nisu primeéene
razlike medu izolatima sa raznih domacina. Na Kingovoj podlozi B kolonije
svih izolata su glatke, blago ispupcene, ravnih ivica. Proucavanjem odgajivackih
odlika utvrdene su izvesne razlike medu izolatima, poreklom sa raznih domacina
Sto se slaze sa podacima drugih autora (Burkowicz i Rudolph, 1994).

Proucavani izolati sa jabucastih i kosticavih vocaka, bez obzira na domacina
sa kojeg su izolovani se razvijaju u podlozi sa 315 % NacCl, kao i u te€noj podlozi
pri 4°C ali ne i pri 41°C. S obzirom da i tipski sojevi identi¢no reaguju u ovim
testovima smatramo da se ovi testovi ne mogu koristiti kao diferencijalni za pa-
togene varijetete syringae 1 morsprunorum.

Svi proucavani sojevi se odlikuju sposobnos$cu stvaranja Cestica leda u la-
boratorijskim uslovima. Ovo, vrlo znacajno svojstvo fitopatogenih bakterija
roda Pseudomonas se poslednjih godina intenzivno proucava. Dokazano je da
bakterije koje stvaraju Cestice leda, uti¢u na povecanu osetljivost biljaka prema
niskim temperaturama tokom ranog prole¢a. Ova odlika je izgleda povezana i
sa patogenoscu izolata. Paterson i Jones (1991) ukazuju da je intenzitet nakroze
inokulisanih odrvenelih letorasta tresnje ve¢i ukoliko su posle inokulacije bivali
izlozeni temperaturama ispod nule. Arsenijevi¢ (1976, 1980) takode ukazuje da
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su uspesne inokulacije stabala kajsije bakterijom ostvarene tokom zimskih me-
seci. To bi se takode moglo dovesti u vezu sa sposobnoscu bakterija da stvaraju
Cestice leda. Weaver (1978) i Klement (1990) smatraju da su uspesne inokulacije
dvogodisnjih grana breskve bakterijom P. syringae moguce jedino ako se ino-
kulisani letorasti izvesno vreme odrzavaju na temperaturama ispod 0°C. Stoga
se moze pretpostaviti da agresivnije ponasanje patogena tokom zimskih mese-
ci i njegova pojava s proleca posle perioda niskih temperatura u vezi sa ovom
odlikom bakterija. S druge strane pak, izolat Du-525 (dunja, Leskovac) i izola-
ti poreklom sa jabuke iz Topole, koji se odlikuju izrazito slabom virulentnos¢u
takode stvaraju Cestice leda. Svi ovi podaci ukazuju da se ovom svojstvu mora
posvetiti paznja pri prouc¢avanju fitopatogenih bakterija.

Biohemijsko-fizioloSke odlike

Proucene fenotipske karakteristike su omogucile identifikaciju bakterije do
nivoa patogenog varijeteta, Sto je bio i osnovni cilj istrazivanja. Medutim, dife-
rencijalnim se pokazala samo jedna grupa testova: hidroliza Zelatina, hidroliza
eskulina, stvaranje tirozinaze i metabilizam (D+) tartarata. Tako izolati sa kajsi-
je, 8ljive 1 dzanarike hidrolizuju Zzelatin i eskulin ali ne stvaraju tirozinazu i ne
metaboliSu tartarate. Na osnovu ovih rezultata izolate smo svrstali u pv. syringae
(GATTa"). Ovi kriterijumi su i prema literaturnim podacima veoma pouzdani i
dosta se koriste u svrhu identifikacije P. syringae do nivoa patogenog varijeteta
(Latorre i Jones, 1979; Mansvelt i Hattingh, 1986; Burkowicz i Rudolph, 1994).

Izolati sa viSnje su prema rezultatima ovih testova podeljeni u 2 grupe.
Sojevi poreklom sa ploda iz Leskovca hidrolizuju zelatin i eskulin; ne stvaraju
tirozinazu, ne metaboliSu tartarate i svrstani su u pv. syringae. Druga grupa izo-
lata iz Sapca poreklom sa ploda i peteljki plodova negativno reaguju u testovima
hidrolize Zelatina i eskulina ali koriste tartarate u svojim metabolickim procesi-
ma. Stvaranje tirozinaze je varijabilno. Izolati V§-35 1 V§-36 pozitivno reaguju u
ovom testu a ostali ne. Stoga smo ih svrstali u pv. morsprunorum. Iznenadujuca je
negativna reakcija ovih izolata poreklom sa visnje iz Sapca u testu stvaranja tiro-
zinaze. Medutim i kontrolni izolat 895 (P. 5. pv. morsprunorum) negativno reagu-
je u ovom testu. U literaturi takode nalazimo podatke koji potvrduju negativan
rezultat za pv. morsprunorum u ovom testu (Burkowicz i Rudolph, 1994). Otta
i English (1970) takode istiCu odstupanja izolata P. syringae u pogledu reakcije
u ovim testovima, pri ¢emu smataraju da je metabolizam tartarata najstabilniji 1
najpouzdaniji u ovoj grupi diferencijalnih testova. Na osnovu dobijenih rezultata
i podataka iz literature izolate poreklom sa ploda visnje iz Sapca smo svrstali u
patogeni varijetet morsprunorum. Nas stav o identifikaciji ovih izolata potvrduju
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1 njihove patogene odlike. Na plodovima viSnje, vestacki inokulisanim, pojav-
ljuju se sitne svetlomrke pege koje se neznatno razlikuju od kontrolnih plodova
tretiranih vodom. To je i prema literaturnim podacima karakteristi¢no za izolate
P s. pv. morsprunorum (Burkowicz i Rudolph, 1994). Na osnovu ovih rezultata
zaklju€eno je da vaznija uloga u genezi nekroze plodova visnje, sorte Hajmanov
rubin u Sapcu, pripada gljivi, koja je identifikovana kao pripadnik roda Phoma,
Sto je vestaCkim inokulacijama i potvrdeno. Izolati bakterija koje smo identi-
fikovali kao P. s. pv. morsprunorum su mozda prisutni na povrsini ploda visnje,
a postoji i mogucnost zdruzenih infekcija gljivom i bakterijama, o cemu podatke
nalazimo i u literaturi (Klement i Rozsnyay, 1977).

Proucavani izolati poreklom sa jabucastih vocaka razlazu Zelatin i eskulin a
negativno reaguju pri testovima stvaranja tirozinaze i metabolizma (D+) tartarata
(GATTa"). Na osnovu ovih rezultata sa sigurnos¢u ih mozemo svrstati u patogeni
varijetet syringae. 1 na osnovu rezultata iz literature zakljucujemo da jabucaste
vocke parazitira iskljucivo patogeni varijetet syringae.

Epifitni izolati sa tre$nje hidrolizuju zelatin, ne stvaraju tirozinazu i ne
metabolisu (D+) tartarate ali varijabilno reaguju u testu hidrolize eskulina. Tako
sojevi T-2 i T-5 ne hidrolizuju eskulin, dok ostali pozitivno reaguju pri ovom testu.
Oni su stoga svrstani u P. s. pv. syringae ali pojedine sojeve (T-2 i T-5) mozemo
svrstati u intermedijarnu formu izolata koji su prema svojim fenotipskim odlikama
izmedu pv. syringae i pv. morsprunorum. 1 u radovima drugih autora nalazimo
slicne podatke (Sobiczevski, 1984; Balaz i Arsenijevi¢, 1989). Ovo su zakljucci
doneti na osnovu rezultata diferencijalnih biohemijskih testova. Upotrebom mo-
lekularnih metoda, taksonomsko mesto ovih izolata bi svakako bilo jasnije. Jer,
primenom metoda lan¢ane reakcije polimeraze i koriS¢enjem rezlic¢itih molekular-
nih standarda (“prajmera”) na primer, utvrdeno je postojanje razlicitih grupa soje-
va u okviru dosta homogene populacije izolata P. syringae izolovane sa obolelih
kajsija i1 kruSaka u Engleskoj (Stead et al., 1998; Stefani i Stead, 2002).

Nasi izolati sa kajsije, §ljive i vi$nje iz Leskovca, dzanarike, jabuke, dunje
i kruske hidrolizuju kazein i koriste leucin kao izvor C i N. Prema podacima iz
literature to su odlike karakteristi¢ne za pripadnike patogenog varijeteta syringae
(Garrett et al., 1966; Crosse, 1966; Arsenijevi¢, 1997). Medutim i kontrolni soj
895 (pv. morsprunorum) pozitivno reaguje pri ovim testovima. U literaturi tako-
dje nalazimo podatke da pripadnici ovog patogenog varijeteta pozitivno reaguju u
ovim testovima. (Ross i Hattingh, 1987). Izolati sa vi$nje iz Sapca ne hidrolizuju
kazein 1 ne koriste L-leucin kao izvor C i N, §to je karakteristika pv. morspruno-
rum. Izgleda da se ova dva testa ne mogu sa sigurnosc¢u koristiti kao diferencijalni
za pv. syringae i pv. morsprunorum.

Izolati sa kajsije, sljive, dZzanarike, jabuke, kruske i dunje ne stvaraju kiselinu
na purpurnoj podlozi sa laktozom. Ovo su odlike kojom se karakteriSu pripadnici
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P s. pv. syringae (Crosse, 1966; Arsenijevi¢, 1997). Izolati sa viSnje varijabi-
Ino reaguju u ovom testu, po cemu se razlikuju od onih sa ostalih kosti¢avih i
jabucastih voc¢aka. Medu izolatima sa ploda visnje iz Leskovca koje smo prema
njihovim biohemijskim i patogenim odlikama svrstali u pv. syringae, nalazimo
sojeve koji pozitivno reaguju u ovom testu. Izolati sa ploda visnje iz Sapca, koji
su svrstani u pv. morsprunorum, takode metaboli$u laktozu kori§¢enjem ove po-
dloge. Ovo potvrdjuje postojanje intermedijarnih formi izmedu pv. syringae i pv.
MOrSprunorum.

Koris¢enjem laktata odlikuju se svi izolati. To je prema literaturnim podac-
ima odlika P. 5. pv. syringae (Crosse, 1966). Medutim Ross i Hattingh (1987)
istiCu da 36 % izolata pripadnika patogenog varijeteta morsprunorum poreklom
sa razlic¢itih domacina i lokaliteta pozitivno reaguju u ovom testu, tako da se on
ne moze koristiti kao pouzdan kriterijum za razlikovanje pv. syringae i pv. mor-
SPrunorum.

Karakteristike razvoja u tecnoj podlozi sa 5% saharoze se pokazao kao po-
godan diferencijalni test za pv. syringae i pv. morsprunorum. 1zolati sa kajsije,
Sljive, ploda visnje iz Leskovca, dzanarike i kruske i dunje, kao i kontrolni sojevi
2905 i CFBP-11 (pv. syringae) pomenutu podlogu boje u Zuto. Nasuprot njima
izolati sa vi$nje iz Sapca i kontrolni soj 895 (pv. morsprunorum) podlogu boje u
belo, koja se uz to karakteriSe i ve¢om prozracnoscu. Prema podacima iz literature
P 5. pv. syringae ovu podlogu boji u zuto a P. s. pv. morsprunorum podlogu boje
u belo (Garrett et al., 1966; Burkowicz i Rudolph, 1994; Arsenijevi¢, 1997).

Svi proucavani izolati zadrzavaju vitalnost duze od 10 dana na hranljivoj
podlozi s 5% saharoze. To je odlika pripadnika patogenog varijeteta syringae.
Medutim i izolati poreklom sa ploda visnje iz Sapca, koji su na osnovu svojih
patogenih i biohemijsko-fizioloskih odlika svrstani u P. s. pv. morsprunorum kao
i kontrolni soj 895 (pv. morsprunorum) takode su vitalni duze od 10 dana na
ovoj podlozi. S toga smo zakljucili da ovo nije dovoljno pouzdan test za raz-
likovanje patogenih varijeteta P. syringae, o ¢emu nalazimo i podatke u literaturi
(Burkowicz i Rudolph, 1994).

Izolati, bez obzira na domacina sa kog su izolovani, ispoljavaju izrazito sla-
bu aktivnost u pogledu kori$¢enja azotnih jedinjenja, Sto se slaze sa podacima iz
literature (Misaghi i Grogan, 1969; Ross 1 Hattingh 1987). U ovim testovima se
identi¢no ponasaju predstavnici oba patogena varijeteta i oni se ne mogu koristiti
kao osnova za njihovo razlikovanje.

Nasi izolati poreklom sa kosti¢avih i jabucastih vocaka ne stvaraju amila-
zu, lipazu, lecitinazu, fosfatazu, dok je pozitivan rezultat zabelezen u testu ak-
tivnosti katalaze. Ovakva relativno slabo izrazena enzimska aktivnost je u punoj
saglasnosti sa podacima iz literature ( Garrett et al., 1966; Ross i Hattingh, 1987;
Arsenijevi¢, 1997). Aktivnost katalaze je povezana sa patogenoscu izolata, pa je
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pozitivna reakcija u ovom testu lako objasnjiva, $to nalazimo i u radovima drugih
autora (Laby i Beer, 1996).

Pozitivni rezultati su zapazeni pri testovima metabolizma glukoze, fruk-
toze, saharoze, riboze, manitola, sorbitola, glicerola i inozitola, a varijabilna u
testu koris¢enja maltoze i rafinoze, §to se slaze sa literaturnim podacima (Ross 1
Hattingh, 1987).

Izolati poreklom sa visnje iz Leskovca i Sapca, koji se prema svojim pa-
togenim 1 biohemijskim odlikama jasno razlikuju, podvrgnuti su ve¢em broju
testova. Pored ve¢ navedenih organskih jedinjenja obe grupe izolata metaboliSu
eritritol, rafinozu, mravlju, siréetnu i limunsku kiselinu, dok je nagativan rezul-
tat zabelezen u testu metabolizma melezitoze, dulcitola i oksalne kiseline. To
ukazuje da medu ovim testovima nema diferencijalnih za ove dve grupe izolata
poreklom sa ploda i peteljke visnje.

Na kraju treba istaci da izolati ispoljavaju veliku uniformnost pri ovim tes-
tovima i da ne postoji razlika u pogledu biohemijskih testova medu izolatima
poreklom sa kosticavih i jabucastih vocaka.

Osetljivost bakterija prema antibioticima
i stvaranje siringomicina

Proucavani izolati bez obzira na domacina sa koga poticu su osetljivi prema
streptomicinu. Ova istrazivanja su sprovedena vise zbog taksonomske pripadnosti
izolata, nego sa stanovista suzbijanja bakterije, posto antibiotici nisu registrovani
za suzbijanje fitopatogenih bakterija u nas. Osetljivost prema hloramfenikolu
takode karakteriSe naSe izolate. Zona inhibicije u testovima sa antibioticima iz-
nosi oko 20 — 25 mm. Osetljivost izolata P. syringae prema ovim antibioticima
navode i drugi autori (Ross i Hattingh, 1987), ali takode, ne sa stanovista suzbi-
janja ve¢ vise kao taksonomsku karakterisriku.

Stvaranje siringomicina je vazna odlika vecine sojeva P. syringae pv. syrin-
gae (Gross et al., 1984 ) kojom se karakteriSu i nasi izolati poreklom sa kajsije,
Sljive, dzanarike, treSnje, kruske i jabuke ali i predstavnici nekih drugih patoge-
nih varijeteta (Vassilev et al, 1996). Misljenja o ulozi ove supstance u patogenezi
su razli¢ita. Semiieler i Arnold, (1978) i Zeller (1996) smatraju da nema korela-
cije izmedu patogenosti izolata P. syringae i njihove sposobnosti produkcije ovog
jedinjenja. Prema podacima iz literature izolati pv. morsprunorum ne stvaraju
siringomicin ve¢ toksin koronatin (Ross i Hattingh, 1987; Li Xu et al., 1992).
Intresantno je da nasi izolati poreklom sa jabuke, izrazito slabih patogenih svojs-
tava stvaraju siringomocin.
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Komentar

Na osnovu proucavanja izolata P. syringae poreklom sa raznih domacina
zakljuCeno je da dominiraju predstavnici patogenog varijeteta syringae, a da su
izolati sa ploda i peteljke vi$nje iz Sapca svrstani u pv. morsprunorum. Hidroliza
zelatina 1 eskulina, stvaranje tirozinaze i metabolizam (D+) tartarata su pouzdani
testovi na osnovu kojih izolati mogu svrstati u ova dva patogene varijeteta. Ostali
varijeteti, persicae 1 papulans se prema svojim patogenim i biohemijskim od-
likama znatno razlikuju od proucavanih izolata, tako da tokom ovih istrazivanja
njihovo prisustvo nije utvrdeno.

S obzirom da izolati poreklom sa ploda vis$nje i grana jabuke u pogledu pa-
togenih 1 biohemijskih odlika ispoljavaju odredene razlike u odnosu na sojeve
poreklom sa drugih domacina, misljenja smo da bi primena novijih, molekularnih
metoda u proucavanju ove bakterije, mogla dati odgovor na nerazjasnjena pitanja
u njihovoj taksonomiji.

Bakterija P. syringae ozbiljno ugrozava proizvodnju kajsije, prouzrokujuéi
suSenje skeletnih grana i ¢itavih stabala, naro¢ito pri povoljnim vremenskim us-
lovima tokom zime (smenjivanje niskih i viSih temperatura). U naSoj zemlji se
bakterija sporadi¢no javlja kao patogen §ljive ne prouzrokujuci znacajnije Stete.
Masovno izumiranje stabala $ljive u nekim lokalitetima u Srbiji, zapazeno po-
slednjih godina u nas, izgleda nije bakteriozne prirode. Kao patogen dzanarike P,
syringae moze predstavljati veliki problem u proizvodnji sadnog materijala.

Tokom ovih istrazivanja zabelezeni su veliki gubici u proizvodnji nekih
sorata vis$nje, narocCito tokom vlaznih godina. Smatramo da ova bakterija moze
ozbiljno ugroziti uspesnu proizvodnju nekih sorata visnje, pretezno Hajmanove
selekcije. Plamenjaca cvasti tresnje je pojava koja se sporadi¢no javlja, ali joj se
mora posvetiti veca paznja.

Takode smatramo da sporadi¢na pojava plamenjace cvasti kruske koju
prouzrokuje ova bakterija ne moze biti od velikog ekonomskog znacaja, te da
Erwinia amylovora krusci nanosi neuporedivo vece Stete. Isto se moze smatrati
i za dunju.

Pojava nekroze na granama mladih stabala jabuke, koju prouzrokuje P. sy-
ringae, je interesantna i sa naucnog i stru¢nog aspekta, te joj se mora posvetiti
puna paznja.
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SUMARRY

Throughout 1998-2002 diseased fruit plants i.e. cankered plant parts, fruit
and blosson necrosis, shoot blight and died out branches were sampled with the
objective of identifying the cause of the disease.

Among the numerous pathogenic isolates, a considerable number of strains of
fluorescent bacteria were isolated. Therefore, it can be concluded that the strains
belong to the genus Pseudomonas whose representatives often occur as fruit trees
pathogens. The pathogenic, cultural, biochemical and physiological properties of
the sampled isolates of fluorescent bacteria were studied in order to identify the
species and pathogenic variety of the pathogen.

A total of 83 gram-negative, aerobe strains were studied known to produ-
ce levan and hypersensitive reaction in tobacco. However, they did not provoke
the formation of oxidase, arginindexidrolase and pectic ferments. Based on these
properties the studied isolates were identified as Pseudomonas syringae.

The pathogenic varieties were determined using pathogenicity proving tests
and some biochemical differential tests (GATT).

Thus isolates originating from apricot, plum, cherry, apple, pear and quince
were classified as pathogens of the syringae variety. The strains originating from
sour cherry were classified into two groups: 1) Ps. pv. syringae and 2) P.s.pv.
MOTSPrunorum.

Key words: Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum, stone and pome fruits, isolates, pathogenic, biochemical and
physiological properties
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IDENTIFIKACIJA PROUZROKOVACA PROPADANJA
KRUSKE U SRBILJI

MIRA STAROVIC, ZARKO IvaNOVIC, GORAN ALEKSIC, SLOBODAN KUZMANOVIC,
SASA STOJANOVIC, SVETLANA ZIVKOVIC, VELIKO GAVRILOVIC
Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu

Simptomi propadanja kruske su prisutni u Srbiji od sedamdesetih godina proslog veka.
Mnogo godina kasnije, dokazano je da je prouzrokova¢ ovog propadanja fitoplazma kruske
(PD). Ova pojava vrlo je rasirena u Evropi i u Severnoj Americi, prisutna je i u susednim
zemljama bivse Jugoslavije, Bosni i Hercegovini i Hrvatskoj. Prisustvo ove fitoplazme
utvrdivano je primenom elektronske mikroskopije i molekularnom analizom uzoraka poreklom
iz viSe lokaliteta u Srbiji, u periodu od 2004-2007 godine. Na ultratankim presecima floemskog
tkiva glavnih lisnih nerava obolelih stabala kruske, utvrdjeno je prisustvo organizama, koji
po obliku, veli¢ini (350-480 x 600-700nm) i strukturi, odgovaraju fitoplazmama. Rezultati
PCR analiza, sa univerzalnim R16F2n/R16R2 i specifi¢nim prajmerom fO1/rO1 ukazali su na
prisustvo fitoplazme Pear decline.

Kljucne reci: kruska, fitoplazma, elektronska mirkoskopija, molekularna detekcija

UvVOD

Propadanje kruske je vrlo ozbiljno oboljenje koje je prisutno u Evropi, Aziji
i Severnoj Americi. Prvi nalaz propadanja kruske potic¢e iz Severne Amerike iz
pedesetih godina proslog veka (Woodbridge et al., 1957), ali sa velikim izgledima
da je bolest introdukovana iz Evrope (Shalla et al., 1961; Seemiiller et al., 1998,
cyt. Seemiiller and Schneider, 2004). Ovi podaci ukazuju na ¢injenicu da je bolest
bila prisutna u Evropi mnogo godina pre nego $to su objavljeni prvi radovi o njoj.
Sli¢na je situacija bila i kod nas. Prvi simptomi koji su ukazivali na prisustvo ove
fitoplazme na krusci u plantaznim zasadima u Vojvodini poticu iz davne 1969.
godine (Vojvodi¢ i Grbi¢, 1969), da bi tek posle 35 godina Duduk i saradnici
(2005b), primenom PCR metode prvi dokazali prisustvo ove fitoplazme PD u
stablima kruske sa simptomima propadanja.
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Prouzrokovac ove bolesti je fitoplazma Pear decline (PD), koja pripada Apple
proliferation (AP) fitoplazma grupi (Seembller et al., 1998). Novija istrazivanja,
narocito analiza sekvence 16S rDNA, ukazuju na to da fitoplazme ¢ine koherentni
taksonomski rod u privremenom taksonomskom statusu Candidatus (Seembller
and Schneider, 2004), a u skladu sa preporukama Taksonomske grupe za fitoplaz-
me (Phytoplasma/Spiroplasma Working Team-Phytoplasma Taxonomy Group /
IRPCM Phytoplasma/, 2004). Fitoplazme su mali, intracelularni mikroorganizmi
koji nastanjuju Celije sitastih cevi floema biljke domacina.

Prenose ih sa biljke na biljku insekti vektori (Blomquist and Kirkpatrick,
2002). Vektor PD je kruskina buva psylla, Cacopsylla pyricola u Sevenoj Americi
(Jensen et al., 1964) i Velikoj Britaniji (Davies et al., 1992), a verovatno C. pyri
u Spaniji (Avinent et al., 1997) i Italiji (Carraro et al., 1998).

Stete koje nanosi PD zavisi od podloge na koju je kruska kalemljena. U skladu
sa tim su i poznata dva tipa oboljenja, i to brzo i sporo suSenje (decline) kruske.
Stete mogu varirati kod stabla razli¢ite starosti, kao i u razli¢itim lokalitetima.

Simptomi propadanja kruske su u vidu lisnog uvijanja i prevremenog cr-
venjenja, koji se ispoljavaju tokom avgusta meseca, zatim preranog opadanja
lis¢a, koje pocinje u nasim uslovima, ve¢ krajem avgusta i poCetkom septembra.
Ovi simptomi su narocito intenzivni u uslovima stresa, u toku i posle kra¢ih ili
duzih susnih perioda tokom vegetacije. Obolela stabla kruske u narednoj godini
mogu ispoljiti smanjen vrs$ni porast, proredenu lisnu masu, smanjeno cvetanje i
vrlo Cesto su bez plodova. Intenzitet simptoma moze varirati iz godine u godinu.
Neka stabla mogu ispoljiti oporavak, odnosno prikriti simptome, a neka progre-
sivno slabe i suSe se. Kod oba tipa razvoja bolesti, moze se uociti braon linija na
mestu kalemljenja.

Do sada, su prisustvo ove fitoplazme na krusci, utvrdili Duduk i saradni-
ci (2005b) u centralnoj Srbiji, primenom PCR metode. U republikama bivse
Jugoslavije, u oblasti Dalmacije utvrdeno je prisustvo simptoma na krusci 1976.
godine (Cvetkovi¢, 1976), a primenom PCR metode potvrdjeno je njeno prisu-
stvo na krusci i u podru¢ju Republike Srpske 2003. godine (Trkulja i saradnici,
2004), na kojoj su simptomi tipa fitoplazmi prisutni od 1990. godine.

Prisustvo fitoplazmi u biljnom tkivu moze se dokazati posmatranjem ul-
tratankih poprecnih preseka iz zone sprovodnih tkiva (floem) obolelih bi-
ljaka (McCoy, 1979, Caudwell et al., 1981, Quaroni et al., 1991, Credi, 1994,
Lherminier et al., 1999, Kuzmanovi¢ i sar., 2003) na elektronskom mikroskopu.
Daleko viSe, danas su pristupac¢nije tehnike lan¢ne reakcije polimeraze, koje su
vrlo osetljive za dokazivanje fitoplazmi (Lee et al., 1998; Garcia-Chapa et al.,
2002; Duduk et al., 2005a,b).

U ovom radu su prikazani rezultati obe metode dokazivanja prisustva fito-
plazmi u sprovodnim tkivima obolelih stabala kruske u Srbiji.
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MATERIJAL I METODE
Biljni materijal

Biljni materijal je uzorkovan sa dve sorte kruske Vilijamovka i Abata fetel,
u lokalitetu Dec, tokom avgusta 2004., sa obolelih stabala kruske starosti dve
godine, zatim u lokalitetu Crvenka pocetkom septembra 2007 godine, sa kruske
starosti 10-15 godina i 2008. godine u lokalitetu Trzac i Ljubava sa obolelih sta-
bala kruske, starosti dve godine. Na ve¢em broju stabala utvrdeno je vizuelnim
pregledom prisustvo simptoma tipa crvenila. Ova stabla su obeleZena i sa njih
je uzorkovan polazni i materijal za analize. LiS¢e je uzorkovano sa vise grana,
da bi uzorak bio reprezentativniji, a mogucénost dokazivanja prisustva patogena
veca zbog, ve¢ dokazanog, neravnomernog prisustva fitplazmi u biljci domacinu.
Istovremeno je uzorkovano lis¢e sa zdravih stabala istih sorti, koje je posluzilo
kao kontrola. Sa uzorkovanih listova iseceni su glavni lisni nervi koji su koris¢eni
za elektronsku mikrokopiju i PCR analizu.

Elektronska mikroskopija

Polazni materijal za analizu uzoraka na elektronskom mikroskopu, bile su lisne
peteljke sa listova koji su ispoljavali simptome crvenila. Oni su seceni u fiksativu
(2,5% glutaraldehid u kakodilatnom puferu pH 7,2), a potom ¢uvani na temperaturi
od 4° C, u trajanju od 24 ". Fragmenti tkiva za histopatoloSka ispitivanja isecani su
iz zone sporvodnih sudova i obradeni po metodi koju su opisali Hopkins i saradnici
(1973). Fiksirani isecci su potapani u 1% osmijum tetroksidu 3" u mraku, na 4°C,
zatim dehidratirani 2 puta po 15 'u25% etanolu i 2 puta po 15 'u 50% etanolu, dalje
bojeni u 1% uranilacetatu u 75% etanolu, preko no¢i na 4°C, pa ponovo dehidrirani
u 100% etanolu 4 puta na sobnoj temperaturi, isecci su zatim potapani u propileno-
ksid 15-20', pa u meSavinu propilen oksida i epona (1:1) u trajanju od 1 " i na kraju
u epon 3t Uorci su zatim preneti u kapsule sa smolom radi polimerizacije u trajanju
od 48" pri temperaturi od 55° C, pa potom se¢eni na ultramikrotomu i nano$eni na
mrezice gde su bojeni olovoacetatom. Ovako spremljeni uzroci su posmatrani na
elektronskom mikroskopu pod uve¢anjem od 16000 x.

Elektronska mikroskopija pripremljenih preseka obavljena je u Laboratoriji
za elektronsku mikroskopiju na Vojnomedecinskoj Akademiji u Beogradu.

PCR tehnika u dokazivanju PD

Koris¢ena je PCR tehnika u dokazivanju PD u uzorkovanom biljnom ma-
terijalu. DNA je izolovana iz jednog grama lisnih nerava svezeg biljnog mate-
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rijala, po proceduri koje je opisana u EPPO PM7/62. Lisni nervi su isitnjeni u
ekstrakcionom puferu (1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8) i
dobijeni ekstrakt je inkubiran 30 minuta na 65°C i centrifugiran 2 minuta na 2000
g. Supernatant je preciScen sa jednakom zapreminom hloroform-isoamilalkohola
(24 : 1) i centrifugiran 5 minuta na 13000 g. Supernatant je prebacen u nove tubice
i pomesan sa 0.8 zapremine hladnog etanola, sve je centrifugirano 10 minuta na
15000 g. Talog je ispran sa 70 % etanolom i rastvoren u 100 pl destilovane vode.
PCR reakcija je uradjena sa parom univerzalnih prajmera R16F2n i R16R2
(Lee et al.,1998) i parom specificnih prajmera fO1 i rO1 (Lorenz et al.,1995).

REZULTATI
Simptomi

Utvrdeno je prisustvo oba tipa simptoma propradanja kruske u pregledanim
voc¢njacima. Prvi tip simptoma ispoljava se u vidu brzog susenja, takva stabla su
bila prisutna u lokalitetu Crvenka na obe sorte. Ova stabla su bila zahvaéena in-
tenzivnim crvenilom, ve¢ u mesecu julu, vrlo brzo, naroc¢ito mlade sadnice Cesto
polegnu u zoni kalemljenja usled nekroze, i vrlo brzo stablo se na tom mestu
prelomi, kod starijih stabala, nakon pojave prvih simptoma na listu do potpunog
uvenuca moze pro¢i i manje od mesec dana (SI. 1).

Sporiji tip susenja uocen je u sva tri lokaliteta na obe sorte. Kod ovih stabala
prvi simptomi su bili vidljivi na lis¢u, u vidu intenzivnog crvenjenja i uvijeno-
sti ka licu liske, sto je karakteristi¢an simptom za crvenilo kruske (Sl. 2), ve¢
pocetkom avgusta meseca. Ove biljke su donosile plodove, sitnije, kamene i ko-
mercijlno neupotrebljive (SI. 3).

U oba tipa simptoma, brzom i sporom, vidljiva je delimi¢na nekroza stabla
na popre¢nom preseku, kao i crna linija u zoni kalemljenja (SI. 4).

Elektronska mikroskopija

Na ultratankim presecima floemskog tkiva glavnih lisnih nerava obolelih sta-
bala kruske, utvrdjeno je prisustvo organizama, koji po obliku, veli¢ini i strukturi,
odgovaraju fitoplazmama (sl.5). Vidljive strukture su bez organizovanog jedra sa
¢elijskom organizacijom sli¢nom bakterijama, bez ¢elijskog zida su, ali sa vidlji-
vom troslojnom membranom. Prisustvo ovih struktura dokazano je u svim prese-
cima ukalupljenih lisnih nerava uzorkvanih sa stabala kruske sa simptomima cr-
venila. Ove strukture nisu utvrdjene u uzorcima koji su poticali sa zdravih stabala
kruske. Dimenzija struktura je razli¢ita i iznosila je od 350-480 x 600-700nm.
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SI. 1-4 — Crvenilo kruske: sasuseno stablo kruske (SI. 1); prevremeno crvenilo i uvijenost
liske (SI. 2): neupotrebljivi plodovi (SL. 3) i popre¢ni presek obolelog stabla kruske (Sl. 4).

Fig. 1-4 — Pear decline: quick decline (Fig. 1); premmature reddening and leaf rolling
(Fig. 2); useless fruits (Fig. 3) and cross section of the trunk (Fig. 4)
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PCR analiza

Primenom para univerzalnih prajmera R16F2n i R16R2, u testiranim uzorci-
ma dokazano je prisustvo fragmenta molekulske tezine 1200 bp, Sto je ukazivalo
na prisustvo fitoplazmi. Dalja primena specifi¢cnog prajmera fO1/rO1 omogucila
je prepoznavanje fragmenta molekulske tezine 1071 bp, ¢ime je i identifikovana
fitoplazma do grupe 16SrX, kojoj pripada i fitoplazma PD (slika 6).

Sl. 5-6. — Fitoplazme u sprovodnim sudovima kruske (SI. 5); Identifikacija PD fitoplazme
primenom specificnih prajmera fO1/rO1, u uzorcima lis¢a poreklom sa razlicitih stabala
kruske sa simptomima crvenila. M, marker (DNA Ladder Mix, Fermentas), K+ referentni
izolat 16SrX-C Candidatus Phytoplasma pyri iz kolekcije Univerziteta u Bolognji, do-
bijen ljubaznoséu prof. Bertaccini (Sl. 6)

Fig. 5-6. — Phytoplasmas present in sieve tube of pear (Fig. 5); Identification of pear de-
cline phytoplasma by specific primers fO1/rO1 in the collected samples from pear with
redness symptoms. M, marker (DNA Ladder Mix, Fermentas), K+ reference phytoplasma
strain 16SrX-C Candidatus Phytoplasma pyri from the University of Bologna, cordialitly
obtain from prof. Bertaccini (Fig. 6).
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DISKUSIJA

Rezultati prikazani u ovom radu potvrdjuju davno postavljenu pretpostavku
da su uoceni simptomi tipa propadanja kruske u vezi sa mikoplazmama sli¢nim
organizmima (Vojvodi¢ i Grbi¢, 1969), ali i skorije utvrdjenim prisustvom ove
fitoplazme na krusci u Srbiji (Duduk i saradnici, 2005b) i u Bosni i Hercegovini
(Duduk et al., 2005a), koji su primenom molekularnih metoda dokazali ovu fito-
plazmu na krusci. Ovi rezultati ukazuju na ¢injenicu da je bolest prisutna u Srbiji
mnogo pre nego $to su objavljeni prvi rezultati o njenom prouzrokovacu.

Opisani simptomi na krusci odgovaraju u potpunosti promenama koje su
opisali mnogi istrazivaci vezano za propadanje kruske (Schneider, 1970; Del
Serrone, et al., 1988; Davies et al., 1992; Jarausch et Dosba, 1995; Avineent et
al., 1997; Duduk et al., 2005a,b; Garcia-Chapa et al., 2003).

Fitoplazme utvrdjene u floemu sprovodnih sudova u lisnim nervima kruske
od bolesti propadanja, imale su okruglast do blago izduzen oblik, dimenzija
350-480 x 600-700 nm, $to je u skladu sa podacima koje su utvrdili Hibino and
Schneider (1970), koji su opisali Cestice izduzenog i sferi¢nog oblika, veli¢ine od
50 do 800 nm.

Rezultati PCR analize, dobijeni primenom para univerzalnih prajmera
R16F2n i R16R2, u svim testiranim uzorcima ukazuju na prisustvo fragmenta
molekulske tezine 1200 bp. Ovaj podatak ide u prlog Cinjenici da su u biljnom
tkivu prisutne fitoplazme, jer se navedeni prajmeri uobicajeno koriste u detekceiji
fitoplazmi (Deng and Hiruki, 1991; Alma et al., 1993; Seemiiller et al., 1998;
D'Ascenzo et al., 2003). Daljom primenom specificnog seta prajmera fO1/rO1
(Lorenz et al., 1995) omogucena je identifikacija do grupe fitoplazme 16SrX
kojoj pripada i fitoplazma PD (slika 6).

Propadanje kruske je poslednjih godina sve ucestalija pojava u Srbiji.
Ova ¢Cinjenica je i ukazala na potrebu da se tom problemu posveti veca paznja
strunjaka i istrazivac¢a. Simptomi propadanja kruske primeceni su u vise loka-
liteta Sirom Srbije u manjim zasadima, ili na pojedina¢nim stablima, obzirom
da je broj vec¢ih komercijalnih zasada kruse poslednjih godina znatno smanjen.
Rezulati dobijeni u ovim istrazivanjima povrdili su njeno prisustvo u nekoliko lo-
kaliteta u Vojvodini (Dec i Crvenka) i u podru¢ju Juzne Srbije (Ljubava i Trzac).

Ovu fitoplazmu u prirodi $iri cikada Cacopsylla pyricola (Davies et al., 1992;
Jensen et al., 1964) i C. pyri (Avinent et al., 1997; Carraro et al., 1998). Zbog te
¢injenice, kao prva i osnovna mera borbe protiv propadanja kruske, preporucuje
se uredno suzbijanje vektora. Hrane¢i se sisaju¢i pupoljke, mladice i mlado lis¢e
zarazene kruske samo nekoliko sati, vektor moze usvajiti fitoplazmu na perzi-
stentan nacin za sledece tri nedelje.



64 Mira Starovi¢ i sar.

Jedna od mera borbe mogla bi biti i uvodjenje sistema za navodnjavanje,
¢ime bi se izbegli stresni uslovi za biljku tokom su$nih perioda u vegetaciji.

Drugi nacin prenosenja PD je kalemljenje. Ovu ¢injenicu treba imati u vidu,
narocito ako se kruska kalemi na dunju, pa je neophodno pre obavljenog kalem-
ljenja obaviti detaljan pregled i analizu podloge i plemke. U literaturi su podaci o
osetljivosti podloga i plemki kruske prema fitoplazmi PD, vrlo oskudni, za razliku
od dobro prou¢enog ovog odnosa kada je u pitanju Candidatus Phytoplama mali,
prouzrokovaca proliferacije jabuke. Kao jedan od ciljeva budu¢ih istrazivanja u
ovoj oblasti moglo bi se definisati kao proucavanje meduodnosa plemki kruske i
podloga na koje su kalemljene. Rezulatati tih istrazivanja dala bi odli¢ne prepo-
ruke za praksu.
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THE INDITIFICATION OF THE CAUSAL AGENT
OF THE PEAR DECLINE IN SERBIA

MirA STAROVIC, ZARKO IVANOVIE, GORAN ALEKSIC, SLOBODAN KUZMANOVIC,
SASA STOJANOVIC, SVETLANA ZIVKOVIC, VELIKO GAVRILOVIC
nstitute for Plant Protection and Environment, Belgrade

SUMMARY

The symptoms pf pear decline are present in Serbia since 1970s. Thirty years
later it was proved taht the causal agent of this decline is a phytoplasma. This
parasite is widespread in europe and the USA as well as the countries of former
Yugoslavia like Bosna and Hercegovina and Croatia.

The presence of the phytoplasmas was confirmed using electron microscopy
and the molecular analysis if the pear samples from a number of localities in Serbia
between 2004-2007. The phytoplasma was observed on the ultrathin sections of
the main leaf vascular bundle from the diseased pear tree. The shape, structure and
size of 350-480 x 600-700nm, are tipical ones for the phytoplasmas. PCR analysis
using the universal primer R16F2n/R16R2 as well as the specific primer fO1/rO1
also confirmed phytoplasmas as the causal agent of pear decline.

Key words: pear, phytoplasma, electron microscopy, molecular analysis.
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DTBA AND ELISA METHODS IN DETECTION OF
GRAPEVINE LEAFROLL -1 VIRUS

ZARKO IvaNovi¢, SLoBoDAN KuzMANOVIC, NENAD TRKULJA, SVETLANA ZIVKOVIC,
SASA StoiaNovIC, MIRA STAROVIC
Institute for Plant Protection and Enviroment, Belgrade

Grapevine leafroll syndrome is caused by a complex of up to nine different Grapevine
leafroll-associated viruses (GLRaV-1-9). Many methods, including indexing, serological and
molecular procedures, have been developed for the detection of GLRaV. However, due to
the low concentration of the virus in plants a method with improved sensitivity and with
the capacity to detect is required. In this study plants were tested for Grapevine leafroll
virus (GLRaV) by visual examination, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and direct tissue-blotting assay (DTBA). Tissues were homogenized for use in a double-
antibody sandwich ELISA system and then blotted on a nitrocellulose membrane for DTBA.
Comparison of DTBA with ELISA and with visual plant symptoms suggest that DTBA can be
used with the same accuracy as ELISA for detecting GLRaV-1 in leaf tissue.

Key words: grapevine, viruses, ELISA, tissue blot

INTRODUCTION

Grapevine leafroll (GLRaV) disease has been associated with yield losses
of as much as 20—40% in grapevine (Vitis vinifera) (Goheen, 1988; Woodrum et
al., 1984). This disease causes poor color development and non-uniform matura-
tion of fruit in grapes (Goheen and Cook, 1959). Additional symptoms included
downward rolling of basal leaves followed by rolling of the leaves near the shoot
tips, interveinal reddening in red grape varieties and chlorosis in white grape
varieties and phloem disruption (Hoefort and Gifford, 1967; Weber et al., 1993).
Necrotic areas can develop in the interveinal tissue when the leaf is heavily in-
fected (Martelli, 1993; Emmett and Hamilton, 1994). The symptoms of grapevine
leafroll disease can resemble those caused by mechanical damage to the trunk,
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other diseases of the phloem tissue, and arthropod damage, thereby complicating
visual diagnosis (Weber et al., 1993).

The spread of grapevine leafroll disease has been assumed to occur only
through infected plant material, mainly of asymptomatic American grapevine
rootstocks, but during the last 20 years several pseudococcids (Planococcus ci-
tri, P. ficus, Pseudococcus longispinus, P. affinis, P. calceolaria, P. comstocki, P.
maritimus, P. viburni, Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris) and coccids
(Parthenolecanium corni, Pulvinaria vitis) were found to be vectors of several
GLRaV (Gugerli, 2003). The mechanisms underlying transmission of closterovi-
ruses by mealybugs are still largely unknown. No alternate hosts are known and
leafroll-associated closteroviruses have not been identified in any wild or cultiva-
ted plant species other than Vitis species (Martelli, 1993).

The etiology of GLRaV seems to be very complex and has not been defini-
tively resolved. With recent advances in molecular characterization of several
closteroviruses, the taxonomic relationship of this once heterogeneous group of
viruses is more defined (Fauquet et al., 2005; Karasev, 2000). GLRaVs belong
to the family Closteroviridae (Martelli et al., 2002) which is composed of three
genera: (a) Closterovirus, e.g., GLRaV- 2, (b) Ampelovirus, e.g., GLRaV-1, -3
and -5 and tentative members of GLRaV — 4 and — 9 (Alkowni et al., 2004), and
(c) Crinivirus.

Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1) is one of the most important
types (Martelli et al., 1997). Particles of GLRaV-1 are filamentous and contain a
coat protein (CP) with an Mr of 39000 (Gugerli et al., 1984). A replicative form
double-stranded RNA (dsRNA) species of 19 kb and several smaller dsSRNAs
are consistently isolated from GLRaV-1-infected tissues (Habili and Rezaian,
1995). These smaller dsRNA species arise from infection with mixed viruses
or may be ubgenomic molecules. One of the smaller dsSRNA species extracted
from GLRaV-1-infected tissues hybridizes to a DNA probe made from the 19 kb
viral genome (Habili and Rezaian, 1995; Habili et al., 1997). Subgenomic RNA
species are considered to be part of gene expression strategies utilized by closte-
roviruses (Agranovsky, 1996) and have been found in Beet yellows virus (BYV)
(Agranovsky et al., 1994), Lettuce infectious yellows virus (LIYV) (Klaassen et
al., 1995) and Citrus tristeza virus (CTV) (Hilf et al., 1995).

Partial purification of some of these putative closteroviruses has allowed
development of serological methods (ELISA) for their detection (Demke and
Adams, 1992; Hu et al., 1990; Rowhani, 1992; Rowhani et al., 1997). Serological
detection of GLRaV, however, requires the availability of multiple antibody pre-
parations capable of detecting all of the known types of this virus (Forsline et
al., 1996). Other molecular tests, such as reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RTPCR), have also been developed for their detection (Rowhani et al.,
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2000). Rather than relying on antibody reactions, RTPCR specifically tests for
molecular sequences that are unique to a particular pathogen.

Traditionally, detection of leafroll in grapevines is achieved by biological
indexing, which requires graft-inoculation of sensitive cultivars with candida-
te material and observation of symptom development over an 18-month period
(Goheen, 1970). Using serological techniques, rapid detection of certain GLRaVs
has become possible. The detection of GLRaVs is based on bioassays, ELISA
and PCR, which have a limited reliability and sensitivity. Bioassays are used
widely, but are time-consuming, unreliable and require glasshouse infrastructu-
re. The low concentration of viruses associated with GLRaVs, and their uneven
distribution in infected tissues, together with the variation in seasonal titre, make
detection by ELISA methods difficult to use and unreliable due to their low sen-
sitivity.

This study was designed to determine the extent to which results of the direct
tissue blotting assay (DTBA) and ELISA agree with each other and with visual
diagnosis for detecting GLRaV-1 in grapevine tissues.

MATERIAL AND METHODS
Plant tissue

Plants with visible leafroll symptoms were collected from the different loca-
tion (Kragujevacko, Podgorsko, Trsteni¢ko i Zupsko) in Serbia. Leaves from the-
se plants were simultaneously tested for viruses with direct tissue blotting assay
(DTBA) and with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

DTBA Methods

Tissue blotting technique was described by Lin et al., 1990 and Couceiro
et al., 2006. Leaves were tightly rolled and cut with a razor blade. Cut surfa-
ces were pressed firmly but gently onto membrane of nitrocellulose with 0.45
pm pore size (AppliChem, Darmstad). The membranes were blocked in non-
fat dried milk at 1% in extraction buffer for grapevine (0.14 M NacCl, 0.01 M
Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl, 3.1 mM NaN, and 0.05% Tween-20,
adjusted to pH 7.4), during one hour at room temperature or overnight at 4-6°C.
Membranes were then incubated for 2-2.5 h at room temperature or overnight
at 4-6°C in monoclonal antibody (1:1000 dilution) conjugated to alkaline pho-
sphatase (Sediag, Dijon, France). After incubation the membranes were washed
carefully for at least five minutes, three times, in a saline buffer (0.085% NaCl,
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0.05% Tween 20 in distilled water). The membranes were than dipped directly in
alkaline phosphatase streptavidin conujgated antibody solution. After incubation
the membranes were washed three times for five minutes in a saline buffer. The
membranes were than covered with BCIP-NBT(5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate and nitroblue tetrazolium) ready to use liquid substrate (Sigma B-
1911). The purple colour was developed after 30 minutes of incubation, there-
fore the reaction was not stopped (with distilled water) until membrane starts
getting dark and the positive control is clear.

ELISA Methods

Tisuue extracts were placed into microplates coated with a specific polyclo-
nal and monoclonal antibodies against GLRaV-1. Each plate contained wells with
a known GLRaV-1 infected control, wells with sample buffer only, wells with a
known healthy control and wells for each unknown sample. ELISA procedures
followed methods described by Clark and Adams, 1977. The plant tissue extract
was prepared by powdering about 200 mg of grape leaf tissue with a mortar and
pestle and ground in 2ml of grape extraction buffer ((0.2 M Tris—HCI, 0.14 M
NaCl,2% PVP, 0.5 ml )1 Tween 20, pH 8.2).). The samples were centrifuged
(16,000g for 10 min) in a bench top centrifuge and 100 pl of the supernatant
transferred in duplicate to a microtitre plate to which the primary antibody had
been bound (1:500 dilution in coating buffer [15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3,
pH 9.6]) at 37°C. A positive control and negative control (provided by the ma-
nufacturer) and extraction buffer alone were included. The plate was incubated
for 16 h at 4°C, washed five times with PBST (140 mM NaCl, 1.5 mM KH2PO4,
8.09 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl, 0.5 ml Tween 20, pH 7.4 ), and 100ul conju-
gated antibody (1:500 dilution in conjugate buffer [PBST, 2% PVP, 2 g BSA])
added. The plate was incubated for 2 h at 37°C, washed, and 100 pl freshly pre-
pared 4-nitrophenyl phosphate (0.1 g ml) 1 substrate buffer [100 mM Na2CO3,
1 mM MgCI2, pH 9.8] added. The plate was incubated at 37°C for 1 h and the
absorbance at 405 nm was read using a plate reader The reading was repeated
after a further 1 h incubation. According to manufacturer’s recommendations, the
sample was considered infected when absorbance readings with a spectropho-
tometer UNISCAN set at 405 nm was 0.3-1.2 OD, and uninfected if A405 was
0.050-0.065 OD.
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RESULTS

Grapevine samples with characteristic symptoms for virus infected plants
were collected from the different location (Kragujevacko, Podgorsko, Trstenicko
i Zupsko) in Serbia. The presence of GLRaV-1 was correlated with leaf symp-
toms including vein banding, leaf deformation, line pattern and mosaic in vines
collected from the field. Samples showing typical dispersed mosaic or complete
leaf discoloration, typical leaf rolling and interveinal discoloration on vine leaf.

Fig. 1. — Different grapevine samples with characteristic symptoms
Sl 1. — Uzorci vinove loze sa karakteristiénim simptomima

In a further study ELISA methods was used for virus detection, sixteen sam-
ples were tested on different leafroll viruses with various combinations of antibo-
dies in ELISA (Table 1). All tested samples were positive on Grapevine leafroll
virus type 1 and were negative on the other types of GLRaV. The ELISA readings
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(specific data not shown) were clean and clear with a minimum absorbance at
405 nm of over 0.550 from infected vines and an average of 0.022 from healthy
controls.

Table 1 — ELISA detection of grapevine leafroll viruses in collected samples

Tabela 1 — Odredivanje prisutva virusa uvijenosti ELISA testom
u uzorcima lis¢a vinove loze

Viruses — Virusi
Vinogmdinak aseni s 3 3 3z %oz
(4 (4 ~ ~ ~
— — — — —
@) @) (@) @) (@)
1 + - - - -
Y 2 + - - - -
Zupsko 3 N ] i ] ]
4 + - - - -
5 + - - - -
. 6 + - - - -
Trstenicko 7 N ] i ] ]
8 + - - - _
9 + - - - -
10 + - - - -
Podgorsko 1 N ] i ] ]
12 + - - - _
13 + - - - -
L 14 + - - - R
Kragujevacko 15 N ] i ] ]
16 + - - - _

We were particularly interested in developing a DTBA Methods system
for detection of GLRaV-1 in grapevine. To evaluate the effectiveness of DTBA
Methods, comparative studies were carried out with ELISA. The experiments
were repeated at least three times with similar results. Grapevine samples col-
lected from the field were tested on Grapevine leafroll viruses types 1, 2. 3, 5
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and 7, and samples were positive only on GLRaV-1. This results were confirmed
results that we were got with ELISA tests.

Fig. 2. — DTBA revealed that the examined grapevine
samples were virus-infected (a), Healthy grapevine leaf
samples (b)

SL 2. — DTBA pokazuje da su uzorci vinove loze pozi-
tivni na prisustvo virusa (a), Zdravi uzorci lis¢a vinove
loze (b)

DISCUSSION

Grapevine viruses can cause severe losses by substantially reducing yield,
affecting fruit quality and shortening the lifespan of infected plants in the vine-
yard. Using different methods we were tried to find faster and more sensitive way
in detecting grapevine lefroll viruses.

Extensive efforts have been carried out in identifying GLRaV-1 infected vi-
nes from collected plants both by DTBA Methods and by ELISA. To confirm
the performance of DTBA and to test its utility for the detection of GLRaV-1
from infected field plants, comparative ELISA and DTBA detection assays were
carried out using grapevine samples with typical symptoms. Vineyards inspected
regularly showed considerably fewer symptoms. Serological tests revealed that
this type of infection was attributed by GLRaV-1. The samples were collected
from naturally infected grapevine plants in few vineyards in Serbia.

Two kinds of samples were used: samples collected in plants bearing symp-
toms and samples from healthy control plants. First, we tested the presence of
GLRaV-1 by DAS ELISA using a commercial polyclonal antiserum that reacted
specially with GLRaV-1. The samples were first tested by ELISA for the presen-
ce of different GLRaV viruses (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-5 and
GLRaV-7) and only GLRaV-1 was detected. All samples which were positive by
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ELISA were also positive by DTBA. This demonstrated its very high sensitivity
for GLRaV-1 diagnosis.

Grapevine leafroll 1 is a phloem limited virus and turn purple during DTBA,
making results unambiguous an easy to interpret. DTBA analysis is especially
useful for non-destructively sampling large numbers of plants for GLRaV. DTBA
tissue blots detect virus antigens only at the surface of the cut, thus results are in-
consistent for tissues with scattered phloem concentrations. The ELISA tests used
homogenized tissue extracts which potentially represent all phloem cells and any
associated antigens, thereby giving ELISA an advantage over DTBA for testing
leaves. The fact that tissue blots detect virus antigens present on a cut surface at
any chosen location makes DTBA useful for monitoring GLRaV movement in
a plant. DTBA cannot quantify virus titer, but can be used for quick detection
GLRaV in a plant. DTBA also could be useful in detection of other grapevine vi-
ruses. DTBA has also been shown to be particularly valuable in situations where
there is an uneven distribution of viral antigens (Hsu and al., 1991).

Grapevine leafroll agents other than GLRaV-1 are present in Serbian vineyar-
ds (Kuzmanovié et al., 2003, Starovic¢ et al., 2006, Starovi¢ et al., 2007, Paunovié
et al., 2007) and DTBA can be used for their detection in further investigation.
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PRIMENA DTBA I ELISA METODE U DOKAZIVANJU VIRUSA
UVIJENOSTI LISTA VINOVE LOZE -1

Z.ARKO IvaNOVIC, SLOBODAN KUzMANOVIC, NENAD TRKULJA, SVETLANA ZIVKOVIC,
SASA StoiaNovi¢e, MIRA STAROVIC
Institut za zastitu bilja i zivotnu sredinu, Beograd

REZIME

Sindrom uvijanja lista vinove loze je oboljenje koje prouzrokuje grupa viru-
sa koja se naziva Virusi vezani za uvijanje lista vinove loze (GLRaV-1-9). Vise
razli¢itih metoda je razvijeno za detekciju ove grupe virusa, kao $to su indeksi-
ranje, seroloske i molekularno bioloske metode. Zbog relativno male koncentra-
cije virusa u zarazenoj biljci potrebno je pronaéi metodu koja ima najvecu osetlji-
vost pri njegovoj detekciji. U ovom radu u cilju detektovanja virusa GLRaV,
ispitivane biljke su pored vizuelnog pregleda obradivane i pomoc¢u ELISA i
DTBA metoda. Poredenjem ELISA i DTBA metode na simptomati¢nim biljkama
utvrdeno je da se ove dve metode sa jednakom ta¢no$¢u mogu koristiti u otkri-
vanju GLRaV-1 u listu vinove loze.

Kljucne reci: vinova loza, vizuelni test, ELISA test, «tissue blot» test
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ETIOLOSKA PROUCAVANJA RAKA OLEANDERA
U CRNOJ GORI
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U radu su proucene bakterioloske odlike izolata bakterije izolovane iz tumora formiranih
na listovima i mladarima oleandera (Nerium oleander L.). Na osnovu rezultata testova
patogenosti, odgajivackih i biohemijskih karakteristika i njihovim poredenjem sa podacima iz
literature zakljuceno je da pomenute simptome bolesti na oleanderu prouzrokuje fitopatogena
bakterija Pseudomonas savastanoi pv. nerii, ekonomski znac¢ajan pathogen ove ukrasne biljke
na podruc¢ju Mediterana

Kljucne reci: oleander, tumori, Pseudomonas savastanoi pv. nerii, patogenost,
biohemijske odlike, identifikacija

UvVOD

Oleander ( Nerium oleander L.) je ukrasna biljka Siroko rasprostranjena na
Crnogorskom primoriju. Tokom leta formira dekorativne cvetove bele, ruzicaste
ili crvene boje i time znacajno doprinosi prelepom pejzazu uz morsku obalu.

Poslednjih godina se u sve vecem intenzitetu primecuje bolest oleandera
ispoljena u vidu tumoralnih izrastaja na listovima, mladarima i granama. Prvi
znaci bolesti se uocavaju na mladom li$¢u u vidu hloroti¢nih pega, u okviru kojih
tkivo vremenom postaje ispupceno i dolazi do formiranja sitnih, okruglih tumora
sivozelene boje, pre¢nika 1-3 mm.Oni se se mogu u ve¢em broju javiti po obodu
liske deformisuci je (sl 1a).

Krupniji tumori se mogu pojaviti na glavnom nervu liske oleandera
prouzrokujuci njenu deformaciju (sl. 1b,c). Daljim razvojem tumora i povecanjem
njihovog broja, lis¢e se susi i1 opada.
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SI. 1 — Pseudommona savastanoi pv. nerii. Pocetni simptomi na mladom lis¢u (a);
bakterijski tumori na glavnom nervu liske oleandera (b, c); bakterijski tumori na mla-
darima. (d, e).

Fig. 1 — Pseudommona savastanoi pv. nerii. The first symptoms on young oleander lea-
ves (a); bacterial knots on oleander main vein (b, ¢); bacterial knots on oleander shoots
(d, e).
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Tumori ovalnog oblika se pojavljuju i na mladarima. Mogu biti pojedinacni,
krupniji ili je viSe sitnih rasporedeno po internodijama mladara (sl.1d i sl.1e).
Izrasline se uocavaju i na viSegodi$njim granama oleandera. Oni su najcesce
okruglog oblika, ali njihovim spajanjem postaju izduzeni. PovrSina tumora je
hrapava a uklanjanjem povrsinskog sloja uocava se zelenobelo tkivo sunderaste
konzistencije.

S obzirom da ovakve simptome na oleanderu prouzrokuje bakterija
Pseudomonas savastanoi, cilj rada je bio da se na osnovu dobijenih rezultata
laboratorijskihskih istrazivanja i njihovim poredenjem sa literaturnim podacima
utvrdi da li opisanu bolest na oleanderu prouzrokuje ova bakterija ili mozda neki
drugi biotski ili abiotski faktor.

MATERIJAL I METODE

Uzorci lis¢a i mladara oleandera prikupljani su na podrucju Becic¢a i Herceg
Novog u periodu 2005-2007 godine, a laboratorijski obradeni u Institutu za zastitu
bilja i Zivotnu sredinu u Beogradu.

Listovi i mladari su povrsinski sterilisani u 1% rastvoru natrijum hipohlorita
u trajanju od jednog minuta, a potom isprani pod snaznim mlazom tekuce vode.
Nakon susenja, sterilnim skalpelom je odstranjen povrsinski sloj tumora, a potom
su sitni fragmenti svezeg tkiva odlagani u prethodno sterilisan avan radi pripre-
manja macerata.

Izolovanje patogena je vrSeno na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj saha-
rozom (NAS) i King-ovoj podlozi B, standardnom metodom (Arsenijevié, 1997).
Pojedinacne kolonije su prihvatane posle tri dana razvoja pri 25°C, na zakoSenu
podlogu u cilju dobijanja ¢istih kultura bakterije.

Provera patogenosti izvrSena je inokulacijom lis¢a oleandera, prema me-
todi koju su opisali (Bella et al., 2006). Fragmenti prethodno sterilisanih listo-
va su inokulisani suspenzijom bakterija koncentracije 10® cfu/ml i odlagani u
Petri kutije sa vodenim agarom. Centralni nervi listova su inokulisani ubodom
pomocu bakterioloske igle, koriS¢enjem suspenzije bakterija napred navedene
koncentracije(Bella et al., 2006). U cilju proucavanja patogenih svojstava dobije-
nih izolata izvrSena je i infiltracija lista duvana suspenzijom bakterija u cilju pro-
vere hipersenzitivne reakcije (HR) duvana, kao i inokulacija nesazrelih plodova
kruske, limuna i mahuna boranije, prema ranije opisanim metodama (Arsenijevic,
1997; Gavrilovi¢, 2004). Pri ovim testovima je kao kontrolni soj koris¢en Ks-106
(P.syringae pv. syringae) poreklom sa kajsije.

Takode je prouceno i razlikovanje po Gramu, stvaranje fluorescentnog pig-
menta, metabolizam glukoze, LOPAT testovi kao i neki specifi¢ni testovi za
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P.savastanoi (Bradbury, 1986; Gardan et al., 1992; Arsenijevi¢, 1997; Kiewnick-
Brown i Sands, 2001).

REZULTATI

Posle dva dana razvoja na hranljivoj podlozi obogaéenoj saharozom (NAS),
uocavaju se bledo sive kolonije, sjajne i glatke precnika 1-2 mm. Nakon 3-4 dana
razvoja obod kolonija postaje talasast, te one gube svoj prvobitni okrugao oblik.
Kolonje nisu ispupcene i sluzastog izgleda sto znaci da bakterija na ovoj podlo-
zi ne stvara levan. Na King-ovoj podlozi B bakterija stvara zeleni fluorescentni
pigment.

Sitni okrugli tumori sivo zelene boje pojavljuju se na vestacki inokulisanim
listovima oleandera, potopljenim u suspenziju bakterija tri nedelje posle inokula-
cije. Tumori se posle ovog perioda pojavljuju i na inokulisanin centralnim nervi-
ma lista. Proucavani izolati sa oleandera prouzrokuju HR duvana ali ne i nekroze
inokulisanih plodova kruske, limuna i mahuna boranije. Kontrolni soj P. s. pv.
syringae (Ks-106) pozitivno reaguje pri ovim testovima patogenosti (tab 1).

Tabela 1 — Patogenost proucavanih izolata

Table 1 — Pathogenicity of investigated strains

Test Izolati sa oleandera Ks-108 @
Tests Oleander strains
HR duvana — HR in tobacco +° +
Plodovi kruske — Pear fruits —¢ +
Plodovi limuna — Lemon fruits - +
Mahune boranije — Bean pods - +

a  kontrolni soj Psyringae pv syringae — check strain of P. syringae pv. syringae
b  pozitivan rezultat — positive result
¢ negativan rezultat — negativen result

Izolati poreklom sa oleandera su gram negativni a glukozu metaboliSu
isklju¢ivo u aecrobnim uslovima (oksidativno); ne stvaraju levan i ne ispoljavaju
aktivnost oksidaze, pektinaze i arginin dehidrolaze (LOPAT testovi); prouc¢avani
izolati ne hidrolizuju zelatin i eskulin, metaboliSu sorbitol, saharozu i citrate,
a u svojim metaboli¢kim procesima ne koriste ksilozu i laktozu i DL laktate
(tab.2).
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Tabela 2 — Bakterioloske odlike proucavanih izolata

Table 2 — Bacteriological characteristics of investigated strains

Test
Tests

Izolati sa oleandera
Oleander strains

Ks-108 *

Gram

Fluorescencija— Fluorescence

O/F

Stvaranje levana— Levan production

Aktivnost-Activity

Oksidaza-Oxidase

Pektinaza-Pectinase

Arginin dehidrolaza-Argininin dehydrolasa
Hidroliza zelatina-Gelatin hydrolisis
Hidroliza eskulina— Esculin hydrolisis

Koris¢enje-Utilization
Saharoze-Sucrose
Sorbitol-Sorbitole
Citrate— Citrate
Ksiloza-Xilose
Laktoza-Lactose

DL laktati— DL lactate

o +

a  kontrolni soj Psyringae pv syringae — check strain of P. syringae pv. syringae

b negativan rezultat — negativen result
¢ pozitivan rezultat — positive result

DISKUSIJA

P savastanoi je Siroko rasprostranjen patogen masline i oleandera u re-
gionu Mediterana, prouzrokujuci tumore na granama i listovima ovih biljaka
(Arsenijevi¢, 1997). Poslednjih godina je zapazeno masovno Sirenje ove bolesti
na oleanderu na podruc¢ju crnogorskog primorja. Tumori se obrazuju prvenstve-
no na lis¢u i mladarima, ali su uoceni i simptomi deformacije cveta koja takode
moze biti prouzrokovana ovom bakterijom (Bella et al., 2006). Medutim, uzorci
biljaka oleandera sa simptomima deformisanih cvasti nisu bili ukljuceni u nasa

istrazivanja.
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Iz tkiva tumora na oleanderu sa lako¢om su izolovani fluorescentni soje-
vi bakterija koji na podlozi obogac¢enoj saharozom ne stvaraju levan. Provera
patogenosti je uspesno sprovedena primenom metode koja se preporucuje pri-
likom ispitivanja otpornih genotipova oleandera prema ovoj bakteriji (Bella et
al., 20006), pri cemu se karakteristi¢ni simptomi bolesti pojavljuju posle 3 nedelje
od inokulacije.

Iz tkiva tumora su sa lako¢om izolovani fluorescentni izolati bakterija koji
na podlozi obogacéenoj saharozom ne stvaraju levan. Izgled kolonija na hranljivoj
podlozi (bledo-sive, sjajne) i u kasnijim fazama razvoja neravnih ivica su u punoj
saglasnosti sa literaturnim podacima (Gardan et al., 1992).

Proucavani sojevi su Gram negativni, oksidativno metabolisu glukozu, ne
stvaraju oksidazu, pektinazu i arginin dehidrolazu; ne hidrolizuju Zelatin i esku-
lin koriste saharozu i sorbitol ali ne i laktozu, ksilozu i DL laktate, $to je u punoj
saglasnosti sa podacima iz literature ( Bradburry, 1986; Gardan et al., 1992).

Na osnovu dobijenih rezultata i poredenjem karakteristika izolata sa litera-
turnim podacima zakljuceno je da patoloske promene na oleanderu ispoljene u
vidu tumora na li$¢u i mladarima prouzrokuje bakterija Pseudomonas savastanoi
pv. nerii. Pomenuti naziv bakterije je prihva¢en nedavno. Raniji naziv P. syringae
pv. savastanoi je promenjen, a primenom metoda hibridizacije nukleinskih kise-
lina ustanovljena je nova vrsta P. savastanoi sa vise patogenih varijeteta. Prema
ranijoj klasifikaciji ova bakterija je u potpunosti sli¢na P. syringae, pri cemu je
svrstana u Ib fluorescentni bakterija roda Pseudomonas, na osnovu LOPAT testo-
va posto ne stvara levan (Bradburry, 1986; Arsenijevi¢, 1997). Medutim prime-
nom molekularnih metoda ustanovljene su znac¢ajne razlike medu prouc¢avanim
sojevima, te su novoformiranoj vrsti P. savasatonoi pridodati i varijeteti glicinea
i phaseolicola, prouzrokovaci bakterioza soje i pasulja odnosno boranije, koji
su ranije pripadali vrsti P. syringae (Gardan et al., 1992). Kasnije su i izolati po-
reklom sa masline i oleandera svrstani u dva patogena varijeteta: pv. savastanoi
(maslina ) i pv. nerii (oleander) (Caponero et al., 1995; Bella et al., 2006).

P s. pv. nerii se smatra ekonomski znacajnim patogenom oleandera na
podruc¢ju Mediterana. O tome najbolje govore rezultati itrazivanja u Italiji spro-
vedena u cilju iznalazenja otpornih genotipova oleandera prema ovom pato-
genu. Rezultati ovih istrazivanja su pokazala da nema potpuno imunih, ali da
postoje razlike u osetljivosti pojedinih genotipova prilikom vestackih inokula-
cija (Bella et al., 2006). S obzirom da nema podataka o hemijskom suzbijanju
patogena, gajenje otpornijih genotipova bi za sada bio osnovni na¢in kontrole
ovog patogena.
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ETIOLOGICAL STUDY ON OLEANDER KNOT
IN MONTENEGRO
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'Institute for Plant Pathology and Environment, Belgrade
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SUMARRY

Olender (Olender nerii L.) is wide spread ornamental plant on the coast in
Montenegro. Symptoms of knots appears on leaves and shoots noticed on olean-
der plants in Herceg Novi and Beci¢i during 2005-2007.A number of non levan
bacterial strains were islolated on nutrinent sucrose agar (SNA), from the knots
on olender leaves and shoots. Investigated strains are Gram negative, oxidative
and fluorescent on King, s medium B. They ere negatvie in oxidase, pectinse and
arginin dehidrolase test, while induct HR in tobacco after 24 hours of inocula-
tion.

Small pale white knots appear on inoculated oleander leaves three weeks
after inoculation, and they are very similar to those recordede in natural infection.
Investigated strains do not produced a necrosis on artificialy pear and lemon frui-
ts as well as on bean pods.

Invstigated strains not hydrolised gelatine and esculine and dont utilized
lactose, xilose and DL- lactate; they utilize sucrose and sorbitole. According
obtained resultas and teheir comparing with literatura data we concluded that
olenaneder knots in Montengro is caused by Pseudomonas savastanoi pv. nerii.
It is the first record of these pathogen in Montenegro.

Key words: Oleander, knots, Pseudomonas savastonia pv. nerii, pathogenici-
ty, biochemical properties.
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MASOVNO IZLOVLJAVANJE RUTAVE BUBE
U CILJU NJENOG SUZBIJANJA

Sivcev Lazar
Poljoprivredni fakultet, Zemun

Stetni insekti koji se hrane cvetovima, pogotovo onih biljaka koje se oprasuju
polinatorima, vrlo su teski za suzbijanje. Na terenima gde se masovno javljaju, ovi insekti
prave znacajne probleme proizvodac¢ima. Prvi problem je $to se njihovo suzbijanje uglavnom
sprovodi hemijskim merama — folijarnim insekticidima koji su nedovoljno efikasni. Pri tome
u velikoj meri stradaju korisni insekti, a u odsustvu istih ne dolazi do oprasivanja i do roda
vocaka. Osim toga, kod jagoda se ¢esto dogada da napadnute cvetove treba zastititi u vreme
sazrevanja plodova te se ne sme prskati insekticidima, jer prilikom ovakvog suzbijanja dolazi
do kontaminacije plodova. Imaju¢i u vidu veliki ekonomski znacaj rutave bube Zeleli smo da
prou¢imo nove mogucnosti njenog suzbijanja. Posebno su nas interesovale metode koje su
ekoloski povoljne i ne zasnivaju se na pesticidima. Stoga smo odabrali da prou¢imo metod
masovnog izlovljavanja posebno konstruisanim klopkama sa mirisnim atraktantima. Za vreme
masovnog izlovljavanja na lokalitetu Belarica-Batajnica ukupno je ulovljeno 4474 imaga
rutave bube na pet klopki. U periodu cvetanja jabuke ulovljeno je 864 imaga ili 19,3% u
odnosu na ukupan broj ulovljenih imaga tokom masovnog izlovljavanja, a u periodu cvetanja
jagode ulovljeno je 3212 imaga odnosno 71,79% u odnosu na ukupan broj ulovljenih imaga.

Kljucne reci: Masovno izlovljavanje, klopke, Tropinota hirta Poda, jagoda

UvOD

Medu insektima koji oSteCuju cvet gajenih biljaka najznacajnije su vrste iz
podfam. Cetoninae. Prema domacim literaturnim podacima (Bebi¢, 1954; Petrik,
1955; Bogavac, 1962; Zivanovié¢ i Paviéevié, 1956) kod nas najznacajnija vr-
sta je rutava buba (7Tropinota hirta Poda). Rutava buba ima Sirok areal raspro-
stranjenosti koji zauzima veci deo evro-azije, mediteran, bliski istok i centralnu
aziju. Rutava buba je veoma S$tetna u stepskim podrucjima. Imago se pojavljuje
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u prolece. Potrebno je da suma temperature zemljiSta na dubini od 5 cm iznosi
od 12,9 do 13,4 °C, pa da imago napusti skloniste (Burkova, 1962; Cit Bogavac
1962). Krajem marta i poCetkom aprila, dolazi do pojave prvih imaga, kada je sre-
dnja dnevna temperatura >10 °C za period do 10 dana. Masovna pojava nastupa
kada je srednja dnevna temperatura preko 15 °C (Bogavac, 1962). Kako je rutava
buba veliki ljubitelj toplih i sun¢anih dana, najéesce je moZzemo naéi u cvetovima
u najtoplijim casovima. Iz svojih skrovista insekti poc¢inju da izle¢u oko 9:30, a
napustaju cvetove oko 14:30 ¢asova. Ve¢ u 16 casova moze se videti samo poneki
zaostali imago, skriven u cvetovima. Ova §tetocina je najaktivnija od 11 pa do 13
casova. Masovna ovipozicija odvija se tokom maja i pocetkom juna. Rutava buba
je polifagna vrsta. Hrani se cvetovima skoro svih biljaka ¢ije se cvetanje poklapa
sa vremenom njenog izletanja. Od gajenih biljaka napada breskvu, badem, divlju
tresnju, tresnju, visnju, kajsiju, krusku, jabuku, dunju, jagodu, kupinu, malinu,
ruzu, trn, glog, vinovu lozu, grahoricu, bagrem, belu detelinu, crvenu detelinu,
bob, lupinu, grasak, lucerku, pSenicu, raz, njivsku gorusicu, uljanu repicu, kupus,
rotkvu, lalu, kamilicu, maslacak, $afraniku, jasmin i jorgovan. (Bebi¢, 1954;
Zivanovié i Paviéevi¢, 1956)

Imago rutave bube oStecuje cvet hraneéi se prasnicima i tu¢kom, pri cemu
vrlo &esto ostecuje i kruniéne listice. Stete na kruni¢nim listiéima su &esto
mehanicke prirode. Rutava buba ih, da bi dosla do prasnika i tucka, ako cvet jo$
nije otvoren, progriza i zavlaci se u unutrasnjost pupoljka. Kasnije, kada se cvet
otvori gaze¢i po kruni¢nim listi¢ima imago ih oSte¢uje. Usled tih mehanickih
oStecenja, listi¢i ili otpadnu ili ostanu iskrzani. Rutava buba skuplja nektar iz svih
biljaka iz spontane flore (narocito sa vrsta iz familija Brassicaceae i Asteraceae),
ali i na gajenim biljkama i vo¢kama. U nedostatku nektara ona ispituje sve biljne
organe bogate Se¢erom. Napada mlado liS¢e i pupoljke kao Sto je to slucaj sa
vinovom lozom, suncokretom, kukuruzom, lucerkom i Se¢ernom repom. Larva
rutave bube, nasuprot imagu, nije Stetna. Hrani se iskljucivo sitnim Zilicama bi-
ljaka i humusnim materijama u zemlji (Bebi¢, 1954).
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MATERIJAL I METODE

Mesto i objekat

Istrazivanja su sprovedena u lokalitetu Belarica-Batajnica tokom 2004 go-
dine. Ogled je postavljen u zasadu jabuke i jagode u okuénici u blizini Dunava.

Opis atraktanta

Mamac je napravljen od papirnatog tampona duzine 1 cm koji je smeSten u
polietilensku foliju debljine 0.02 mm. Kao atraktanti kojima je tampon natopljen,
koris¢ene su mirisne materije cinamil-alkohol (3-pentil-2-propenil alkohol) 1
trans-anetol [(1-metoksi — 4 — (1-propenil) benzen] u odnosu 1:1. Tampon je
prikacen za plasti¢nu traku (8 x 1 cm) zbog lakSeg postavljanja na klopku. U
poljskim ogledima trajanje mirisnog atraktanta je nekoliko nedelja, ali prepo-
ruka je da se dispenzeri menjaju na svake dve do tri nedelje. Mamci su pakovani
pojedinacno u aluminijumske folije i skladisteni na -30°C do upotrebe (Schmera
i sar., 2003).

Nacin postavljanja

U ogledu na jabuci klopke su bile postavljene izmedu redova na rastojanju
od 3 m. Sve klopke su bile pri¢vr§¢ene za drvene Stapove koji su zabodeni u zem-
lju. Gornji kraj klopke je bio na visini oko 50 cm.

U ogledu sa jagodom klopke su bile postavljene u redu na rastojanju od 3
m. Gornji kraj klopke je bio na visini manjoj od 50 cm dok je donji kraj bio na
zemlji.

Metod pregleda biljaka i klopki

Vizuelno su pregledani cvetovi biljaka i zapisivana je brojnost imaga rutave
bube. Na opisanom lokalitetu sve biljke u cvetu su pregledane od aprila do juna
da bi utvrdili kada ¢e se masovno javiti imaga i na kojim biljkama. Osim toga
registrovali smo periode cvetanja svih cvetnica koje su se nalazile na oglednom
lokalitetu. U ogledu sa jagodom obelezili smo 14 napadnutih i oSte¢enih cvetova
i pratili nastajanje deformiteta na plodovima. U vreme berbe jagoda utvrdili smo
ukupan broj oStecenih i neoste¢enih plodova.

Klopke su pregledane od aprila do juna 2004. godine na svaka Cetiri dana
odnosno u slucaju nepovoljnih vremenskih uslova dan ranije ili kasnije.



92 L. Sivcev

REZULTATI
Fenologija cvetanja biljaka

Na lokalitetu gde je postavljen ogled prvo je cvetala dzenarika. Ona je bila
u cvetu od 25. marta do 10. aprila. Badem je kasnije krenuo sa cvetanjem 27.
marta, ali je precvetao 8. aprila. Kajsija je cvetala u periodu od 31. marta do 11.
aprila. Zatim su 3. aprila pocele da cvetaju treSnja, breskva i maslacak. Tresnja
je precvetala 16. aprila, breskva nesto ranije 12. aprila, dok je maslacak cvetao
do 10. aaja. Zumbuli su cvetali od 4. do 10. aprila, a narcisi od 6. do 23. aprila.
Kod visnje cvetanje je trajalo od 8. do 23. aprila. Sljiva i krugka su cvetale od 10.
do 20. aprila, dok je jabuka cvetala od 17. do 27. aprila. Jagoda je cvetala od 17.
aprila do 13. maja. Cvetanje dunje je trajalo od 20. aprila do 3. maja. Gorusica
je cvetala od 28. aprila do 25. maja, a striak je cvetao od 15. maja do 8. juna.
(Graf. 1)

Stricak-Carduus
acanthoides

Gorusica-Black mustard

Dunja-Quince

Jagoda-Strawberry
Jabuka-Apple
Kruska-Pear
Visnja-Sour cherry
Sljiva-Plum
Narcis-Narcissus

Zumbul-Hyacinth
Breskva-Peach
Maslagak-Dandelion

Tre$nja-Cherry
Kajsija-Apricot
Badem -Almond
Dzenarika-Wild plum
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Graf. 1 — Fenologija cvetanja biljaka na lokalitetu Belarica-Batajnica
Graph 1 - Flowering phenology of plants in Belarica-Batajnica locality
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Praéenje leta rutave bube

Prvi let imaga rutave bube na lokalitetu Belarica-Batajnica registrovan je
4. aprila. Od 6. do 15. aprila je doslo do naglog zahladenja sa svakodnevnim
padavinama. Zbog ovako nagle promene temperature cvetanje vocaka je bilo
produzeno, ali niske temperature su uticale i na smanjenu aktivnost imaga. Od
15. aprila prestale su padavine i temperatura je naglo porasla, $to je uticalo i na
cvetanje vocaka i na aktivnost imaga. Posle tri dana aktivnost imaga je porasla
i do 21. aprila u klopkama je bilo 46 imaga, dok je 24. aprila u klopkama bilo
818 imaga. Maksimum leta smo registrovali 29. aprila, pri ¢emu je broj ulovlje-
nih imaga od 25. do 29. aprila bio 1201. Dva dana kasnije (1. maja) bilo je 826
imaga. Od 1. do 9. maja ulovljeno je 820 imaga rutave bube. Od 12. maja kada je
ulovljeno 356 imaga, aktivnost rutave bube se postepeno smanjivala tako da je u
periodu od 12. do 27. maja ulovljeno 397 imaga. Posle 27. maja nije bilo cvetanja
gajenih biljaka tako da nismo imali poseban interes da pratimo let pojedinacnih
imaga. (Graf 2)
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Graf. 2 — Let imaga rutave bube u 2004 godini.
Graph 2 — Flight of hairy beetle in 2004
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Migracije rutave bube i oSte¢enja na biljkama

U prvoj polovini aprila imago rutave bube se povremeno javljao i nije
pric¢injavao vidljive Stete na dzenariki, bademu, kajsiji, tresnji i breskvi koje su
u to vreme cvetale. Prve Stete od imaga su zapazene tek na maslacku 18. aprila.
Takode, tog dana je registrovana i prva pojava imaga na cvetovima visnje, dok je
sporadi¢no posecivao cvetove jagode. Kruske i sljive su bile u fazi precvetavanja
i na njima nismo zapazili ni prisustvo imaga ni oStecenja.

Tri dana kasnije (21. aprila) zapazili smo prva oStecenja na cvetovima visnje.
Na jednom stablu visnje bilo je desetak oste¢enih cvetova. Jabuka je bila u fazi
pocetka cvetanja i na njoj smo takode registrovali prva osteCenja cvetova.

Slede¢eg dana (22. aprila), vreme je bilo suncano i jo$ toplije, te se broj
ostecenih cvetova jabuke povecao. Imaga su bila brojna i intenzivno su se hranila
tuckom 1 praSnicima na cvetovima jabuke koji su poceli da se otvaraju. Imaga
su progrizala krunicne listi¢e koji su pokrivali tucak i prasnike. Kada su se takvi
cvetovi otvorili prasnici i tucak su bili osteceni ili potpuno uniSteni. Krunicni
listi¢i ili su otpali ili su bili u savijenom polozaju kao da cvet tek treba da se
otvori. Na otvorenim cvetovima zapazeno da su kruni¢ni listi¢i iskrzani obi¢no
po ivicama, prasnici su delimi¢no osteceni ili nedostaju. Ostecenja tucka nisu bila
vidljiva golim okom.

Kako su u tom periodu cvetale i druge biljake (Graf. 1) bilo je ocigledno
da je cvet jabuke bio najatraktivniji za imaga rutave bube. Stoga se najveci broj
imaga mogao zapaziti na jabuci, posle ¢ega su bile ocekivane velike Stete. Tokom
maksimalnog leta zapazili smo da je imago intenzivnije poseéivao osunc¢ane cve-
tove. Na cvetovima koji su bili najduze izlozeni suncu Stete su bile mnogo vece,
dok na cvetovima koji su bili u senci kroS$nje nismo primetili takva osStecenja,
kao ni masovnije prisustvo imaga. JaCina napada je bila izuzetno velika. Na jed-
noj mladoj sadnici jabuke prebrojali smo koliko ima ukupno cvetova, oSteCenih
i neostecenih, 1 broj cvetova sa imagom. Od ukupno prebrojanih 334 cvetova,
ostecenih je bilo 269, neostecenih 58, a sa prisutnim imagom bilo je 7 cvetova
(Graf. 3).

1z podataka se vidi da je imago ostetio 80,1 % cvetova, a da je neoste¢enih
bilo 17,4 %. Na osnovu ovih podataka, brojnost plodova kao i njihov kvalitet tre-
balo bi da je znaCajno umanjen, ali mi to nismo registrovali u polju. Iz neostec¢enih
cvetova formirao se dobar rod. Vrlo mali broj cvetova sa imagom koji se hranio
pokazuje da su oSteceni cvetovi manje atraktivni i da imago prelazi na druge
sveze izvore hrane.

Od 22. aprila imago se intenzivno hranio na cvetovima jagode i dunje koji su
poceli da cvetaju. Brojnost imaga u klopkama se svakodnevno povecavala i 29.
aprila je dostigla maksimum. Ovaj maksimum se poklapa sa periodom cvetanja
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Graf. 3 — Ostecenost cvetova jabuke
Graph 3 — Damaged apple flowers

jagode 1 dunje, a pojedinacni primerci su se hranili cvetom gorusice. Gorusica
je tek pocela sa cvetanjem, dok je dunja bila u punom cvetu. Imago se masovno
hranio cvetovima dunje i do 3. maja svi cvetovi su bili potpuno osteceni, §to je
prouzrokovalo izostanak plodova. Posle 3. maja od gajenih biljaka jedino je ja-
goda bila u cvetu i tada su imaga rutave bube masovno nalazena samo na njima.
Ovako velika brojnost imaga ukazivala nam je da ¢e do¢i do vrlo velikih Steta na
jagodi, jer nije bilo masovnog cvetanja drugih biljaka.

Od 1. maja smo pratili razvoj 14 plodova jagode koji su bili vidno osteceni.
Cvetovi odnosno plodovi su pregledani u 4 navrata i to izmedu 1. i 26. maja kada
su dospeli za berbu. Nijedan napadnut cvet nije bio potpuno uniSten te broj for-
miranih plodova nije smanjen. Stetni efekat rutave bube je u izgledu, odnosno u
deformitetu ploda, a moZze biti izrazen u razli¢itom stepenu. Deformisani plodovi
imaju umanjenu komercijlnu vrednost, dok su oni najosteceniji skoro bez upo-
trebne vrednosti. Iz cvetova koji su bili manje oSteceni ishranom imaga rutave
bube razvili su se plodovi koji su bili neznatno deformisani. Nasuprot tome, od
vrlo oStec¢enih cvetova razvili su se izrazito deformisani plodovi jagode.

22. maja smo ispitivali koliki je stepen oste¢enja na plodovima koji su ubrani
tog dana (Graf 4.).

Prema stepenu ostecenosti, plodove smo podelili u tri kategorije. Ukupno
ostecenih plodova je bilo 91 (28,7%), a neoStecenih 226 (71,3%). Izrazito
ostecenih plodova je bilo 18 (5,7%), umereno ostecenih 73 (23%). Ostecéeni plo-
dovi su znatno manje veli¢ine od neostecenih, neravnomerno sazrevaju i izgubili
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Graf. 4 — Stepen oStecenja na plodovima jagode
Graph 4 — Scale of damaged strawberry fruits

su mekocu u poredenju sa neostecenim plodovima. Svi izrazito oste¢eni plodovi
su po veli¢ini mali. Dimenzije takvih plodova (visina, duzina i §irina) nisu pre-
lazile 3 cm. Mesto oSte¢enja je na sredini ili pri vrhu ploda. Umereno oSteceni
plodovi se nisu znac¢ajno razlikovali po veli¢ini od neoste¢enih. Deformacije plo-
dova su vidljive, ali nisu toliko izrazene u odnosu na izrazito oste¢ene plodove.

Po zavrsetku cvetanja jagode (od 13. maja) imago je ostecivao cvetove
gorusice i cvasti stricka. U ovom periodu leta imaga rutave bube njihova broj-
nost je znatno smanjena tako da na gorusici koja je obilno cvetala nismo prime-
tili izrazite Stete. One se mogu videti kada se na jednoj cvasti sakupi nekoliko
imaga. Krajem maja i po¢etkom juna na ispitivanom lokalitetu jedino su cvetali
pojedinacéni primerci stricka. lako je brojnost imaga rutave bube bila jo§ manja
ipak se na jednoj biljci moglo naci i po 20 imaga koja su se intenzivno hranila u
osnovi cvasti. Stricak je precvetao 8. juna i u to vreme na lokalitetu gde je posta-
vljen ogled nije bilo biljaka u cvetu kao ni imaga.

Od 4. Aprila do 28. maja ukupno je ulovljeno 4474 imaga rutave bube na
pet klopki. U periodu cvetanja jabuke (17. aprila do 27. aprila) ulovljeno je 864
imaga ili 19,3% u odnosu na ukupan broj ulovljenih imaga tokom masovnog izlo-
vljavanja. U periodu cvetanja jagode (od 27. aprila do 13. maja) ulovljeno je 3212
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imaga odnosno 71,79% u odnosu na ukupan broj ulovljenih imaga. Pored rutave
bube u klopkama su ulovljene sledece vrste: Valgus hemipterus (Scarabaeidae),
Bombus lapidarius (Bombidae) i Xylocopa violaceus (Xylocopidae). Njihova
brojnost zajedno nije presla 50 imaga, od ¢ega su poslednje dve vrste bile naj-
manje zastupljene.
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CONTROL OF HAIRY BEETLE BY MASS TRAPPING

SivCeEv LAZAR
Faculty of Agriculture, Belgrade-Zemun

SUMMARY

Control of blossom feeding insects especialy on insect polinated plants is
very dificult. In many areas hairy beetles are appearing in large numbers causing
problems to growers. The first problem is in insufficient efficasy of foliary applied
insecticides. It is accompanied by toxic effects on beneficial insects especialy on
polinators which is folowed by yeald reduction. Further problem is in strawberrys
where chemical treatment against hairy beetles should be done in a period of fruit
ripening causing fruit contamination with insecticides. Having in mind economic
impact of hairy beetles our goal was to investigate new means of control. We
were especialy interested in non chemical ecologicaly based metods. Therefore
we choose mass trapping method of hairy beetles using blue traps baited with
cinnamyl alcohol and trans-anethole. Mass trapping period lasted from April 4®
to May 28" on locality Belarica-Batajnica where was trapped out 4474 beetles
in five traps. During apple blossoming period from April 17 to April 27" it was
trapped out 864 beetles or 19,3% of total number of caught beetles, while in
strawberry blossoming period it was trapped out 3212 beetles or 71,79% of total
number of caught beetles. Rate of damages on strawberry fruits was examined.
There were 18 (5,7%) highly damaged strawberry fruits, moderately damaged
fruits 73 (23%) and undamaged fruits 226 (71,3%), out of 317 totally examined
strawberry fruits. Damaged fruits are of significantly smaller size, unevenly rip-
ening and fruit tissue hardening.

Key words: Mass trapping, traps, Tropinota hirta Poda, strawberry

(Received: 04.04.2008.)
(Accepted: 26.02.2009.)

Plant Protection, vol. 57 (1-4), No 255-258, 89-98, 2006, Belgrade



Novi nalazi kopljaste nematode Paralongidorus serbicus 99

Zastita bilja UDK 632.651.32
vol. 57 (1-4), No 255-258, 99-114, 2006, Beograd Naucéni rad

NOVI NALAZI KOPLJASTE NEMATODE
PARALONGIDORUS SERBICUS (NEMATODA:
LONGIDORIDAE), PRVI NALAZ MUZJAKA
I IMAGA SA ZAMENOM ODONTOSTILETA

[SmiLska Krniai¢]', DorpE KrRNIAIC 2
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2 Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd

Srpska kopljasta nemtoda, Paralongidorus serbicus Krnjai¢ et al.2002. predslavlja
vrlo ¢estu longidoridnu nematodu u Srbiji. Pored nalaza u zoni korenovog sistema biljaka
u spontanoj vegetaciji, ona se Cesto sre¢e na povr§inama na kojima se gaje kulturne biljke
(vinova loza, voéni rasadnici, prporista, Sumsko rastilo i krompir), $to ukazuje na njen moguéi
ckonomski znacaj. Pored tipskog stanista (travna zajednica u Top¢iderskom parku), P.serbicus
je naden u 13 novih lokaliteta, od kojih je u tri utvrdeno prisustvo muzjaka (prvi nalaz) i
odraslih jedinki, koje pored funkcionalnog odontostileta imaju formiranu zamenu odontostileta.
U radu su prikazani morfoloski i morfometrijski podaci utvrdenih populacija Pserbicus,
opisani su muzjaci i polno zrele jedinke sa zamenom odonlostileta.

Kljucne reci: Kopljaste nematode, Paralongidorus serbicus, morfometrijske karakteristike,
muzjaci i imaga sa zamneom odontostileta

UvVOD

U prvom nalazu, uz opis srpske kopljaste nematode, Paralongidorus serbicus
Kmjai¢, Lamberti, Krnjai¢ S., Agostinelli A. and Radicci V. (2002) napomenuto
je da je ova vrsta, uz tipsko staniste, utvrdena u zoni korenovog sistema, odnosno
na povrsinama na kojima je gajena vinova loza i lozni sadni materijal (Bela Crkva
i Medveda), vo¢ni sadni malerijal (Knjazevac, Zajecar, Nis i Aleksinac) i u zoni
korenovog sistema smokve u staklenickom objektu u okolini Beograda (Jajinci).
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Za ove populacije nisu dati nikakvi morfometrijski podaci i ilustracije, Sto se ovom
prilikom ¢ini.

U meduvremenu utvrdena sunova stanista P.serbicus, ukojima su, u tri slucaja,
prvi put konstatovani muzjaci ove vsrste i zamena odontostileta kod polno zrelih
zenki 1 muzjaka, za koje se takode daju morfometrijski podaci i ilustracije.

MATERIJAL I METODE

Uzorci zemljista iz kojih je vrSena ekstrakcija Pserbicus prikupljani su radi
faunistickih ispitivanja longidoridnih nematoda u Srbiji. U ovu svrhu koris¢eni
su i uzorci zemljista koje Institutu dostavljaju proizvodaci biljnog reprodukcionog
materijala radi ispitivanja prisustva karantinskih nematoda u objektima u kojima se
ovaj materijal proizvodi. U prvom slucaju, uzorci su uzimani sa vrha asova koji je
zahvatao sloj zemljista do 30 cm dubine i to sa viSe desetina uboda aSovom, dok je
u drugom slucaju uzorak formiran sa pedesetak uboda lopatice-sonde u povrsinski
sloj sveze razoranog zemljista. Na taj nacin prikupljeno je 1-2 kg zemlje.

Sveze prikupljeni uzorci za faunisticka istrazivanja ispirani su na Ostenbrink-
ovom flotacionom aparatu za ekstrakciju slobodnih nematoda (Oostenbrink, 1960)
ili metodom dekantacije (Krnjai¢ i Krnjai¢ S, 1987). U oba slucaja filtrat je
prenosen na sita od 175 urn (bez filter papira), a potom u Petri kutije sa vodom,
gde je oslobadanje nematoda u vodi trajalo 24 Casa.

Izdvajanje slobodnih nematoda iz "karantinskih" uzoraka vrSeno je uz
istovremenu ekstrakciju cistolikih nematoda preko Spirsovog (1968) aparata, i to
na taj nacin, Sto je filtrat sa slobodnim nematodama zahvatan na dva sita od 50 prn,
koja su bila postavljena ispod sita od 175 mikrona, na kome su zadrzavane cistolike
forme nematoda. Na ovaj nacin moguca je istovremena ekstrakcija cistolikih i
slobodnih nematoda. Talog sa sita od 175 um dekantiran je u plasti¢ne sudove
50 pm nakon laganog propiranja prenet na manja sita od 175 pm za izdvajanje
slobodnih nematoda u Petri kutije (kao i u slucaju izdvajanja preko Ostenbrinkovog
aparata ili primenom dekantacije). Pregled izdvojenih slobodnih nematoda vrsen
je nakon 24 cCasa oslobadanja u Petri kutije. Longidoridne nematode iz vodene
suspenzije izdvajane su u fiksacione sudice, gde su usmrcene sa zagrejanim (na
90°C) FA 4:1, a potom laganom glicerinskom metodom dovedene do Cistog
glicerina. U ovom medijumu vrseno je trajno preparovanje jedinki.

Merenje jedinki vrSeno je na mikroskopu mikrometarskom plocicom, a
duzina (L) uz pomo¢ kamere lucide.
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REZULTATI I DISKUSIJA
Opis populacija

Izgled 1 morfometrijski podaci utvrdenih populacija P. serbicus prikazani su
na prilozenim slikama, tabelama i skater dijagramima.

Zenka

Fiksirane i preparovane zenke iz svih populacija imaju izgled slova C ili su
uvijene u jednostruku spiralu (S1. 1.J.) DuZzina tela varira u intervalu od 4,7 mm
(Knjazevac) do 8,8 mm (Futog), $lo i nije tako neubicajeno kod longidoridnih
nematoda (Tabela 1). Telo je cilindricno, sa najve¢om S§irinom u vulvalnom
regionu (oko 50 pm) od koga se postepeno suzava prema glavi (Sirina 11-15
um) i prema repu (Sirina 17-34 um). Kulikula je tanka (2-4 um) i sa uzduznim
strijama. Usni region, (glava) bez ulegnuca kutikule, povezan je sa nastavkom
tela. Glava je sa Ceone strane blago izdignuta, boc¢ne strane se projektuju u
diskontinuitetu na taj nacin Sto jc prednji deo konusno ravan a u nastavku glava
je blago zaobljena. Visina glave iznosi 5-6 pum. Amfidi su u osnovi blago
simetri¢no bilobirani i1 zahvataju oko jedne polovine prostora izmedu usnog
otvora i vodice odontostileta. Otvori amfida zahvataju viSe od jedne polovine
korenspondirajuce Sirine tela. Kod vecine Zenki odontostilet, odontofora i vodica
odontostileta su tipi¢ni za ovu taksonomsku grupu nematoda, uz napomenu da
su medu polno zrelim Zenkama, u populaciji Pserbicus iz Loznice i Pozarevca,
utvrdene jedinke koje, uz funkcionalni odontostilet, imaju formiranu, zamenu
odontostileta. U populaciji P.serbicus iz Sumskog rasadnika (Topola) S.G.Boranja
iz Loznice kod zenki bez zamene odontostileta (8) i kod onih sa formiranom
zamenom odontostileta (5), odontostilet je gotovo jednake duzine (114,4 um,
odnosno 114,8 pum) i identi¢nog izgleda. Medutim, kod ovih pet Zenki u ovoj
populaciji u uobi¢ajenom prostoru cevastog dela ezofagusa nalazi se potpuno
formirana zamena odontostileta, koja je dugacka prosecno 123.6 um (Tabela 3),
Sto je u skladu sa dinamikom povecanja duzine odontostileta, koja se odvija kod
larvenih oblika (J1-J4), i iznosi 10,1-13,6%. Tako, kod drugog juvenilnog stupnja
odontostilet se preko zamene poveca za 16 um (12.2%) , kod treceg za 18,7 um
(12 %), a kod cetvrtog, za buduc¢a imaga, za 8,6pm (10,8%). Zamena odontostileta
kod polno zrelih zenki duza je od funkcionalnog odontostileta (kona¢ne forme u
presvlacenju) za 10.1 pm (10,1%), Sto govori o uskladenoj progresiji povecanja
duZzine ovog organa tokom presvlacenja jedinki. Sli¢na situacija je i kod Zenki
iz populacije iz Pozarevca i Backog Petrovog Sela, sto govori o identi¢nosti
ovog fenomena kod geografski udaljenih populacija. Time bi se mogao iskljuciti
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SL 1— Paralongidorus serbicus: (A) prednji deo tela zenke; (B-D) repni deo tela zenke; (E)
muzjak — repni deo tela; (F-I) repni deo tela IV-I razvojnog stupnja; (J) izgled usmréenih
jedinki (razmernik A-I =50 pm; J = 1 mm).

Fig. 1 — Paralongidorus serbicus: (A) female anterior region; (B-D) female posterior
region; (E) male posterior region; (F-I) tail of 4th-1rst juvenile stage, respectively; (J)
habitus of dead specimens (scale bar A-I = 50 pm; J = 1 mm).

eventualno negativni efekat nekog od faktora zivotne sredine, odnosno pre bi se
moglo govoriti o recidivu evolutivnog procesa koji ukazuje na ranije postojanje
petog (J5) stadijuma kod ove vrste. Inace kod longidoridnih nematoda poznato je
da neke vrste imaju tri razvojna stadijuma (presvlacenja), neke 3-4, a neke Cetiri
presvlacenja (Halbrendt and Brown 1992, Lamberti et al. 1997).

Morfoloske karkteristike i morfometrijski podaci za zenke u svim popula-
cijama (Tabele 1 -3 i Slike 1-5) uklapaju se u parametre navedene u opisu P.serbicus
(Krnjai¢ et al., 2002). Morfoloska varijabilnost repnog dela tela zenki takode je
veoma prisutna (Slike 1 —3 ), $to se takode odnosi i na juvenilne razvojne stadiju-
me, $to je takode utvrdeno i u tipskoj populaciji.



Novi nalazi kopljaste nematode Paralongidorus serbicus

103

Tabela 1 —Morfometrijski podaci za Paralongidorus serbicus
u tipskom i drugim (13) loklaitetima u Srbiji

Table 1 — Morphometrics of Paralongidorus serbicus
in type and other (13) localities in Serbia

Knjazevac  Bela Crkva  Aleksinac Nis Zajecar
n 8 Q 49 39 39 29
L (mm) 574058  5,840,24 624045 6,4+0,21 5,9+0,49
4,7-6,6 5,5-6,0 5,7-6,6 6,2-6,6 5,5-6,2
. 116,447,73  115,047,02  122,3+321  117,0+12,49 102,0+4,24
103-129 110-122 120-126 103-127 99-105
b 12,6+1,85  15,041,41  15,040,00  15,0£2,65  12,0+4,24
10-16 13-16 15-15 13-18 9-15
. 146,4+14,10 150,5+6,24 157,7+38,07 165,3+14,22 132,5+3,54
124-169 142-157 121-197 149-175 130-135
o 1,0+0,07 1,060,08 1,040,157 1,0+0,00 1,0+£0,00
0,9-1,1 0,9-1,1 0,9-1,2 1-1 1-1
V% 49,8+1,75  49,541,29  51,0+0,0 51+1,73 50+1,41
0 47-52 48-51 51-51 50-53 49-51
Odontostyle (jum) 109,6+3,96 114,5+2,38 117,3%1,15  112,346,03  111,5+4,95
ontostyle (jt 102-115 113-118 116-118 106-118 108-115
55,143,87  56,3%#3,77  53,745.03  67,043,61  51,5+3,54
Odontophore (jim) 52-61 51-59 49-59 64-71 49-54
Replacement of odon- _ ) ) ) }
tostyle (um)
Oral aperture to guide ~ 35,6+1,77  34,30,96  34,0+3,61 35,3+1,15 34,5+4,95
ring (um) 33-38 33-35 33-38 34-36 31-38
Tail (um) 39,041,77  38,543,00  40,3+6,51  38,7+3,06 44,5+
" 36-41 36-42 34-47 36-42 44-48
J (hyaline portion of 13,1+1.89  11,8+0,96  13,7+0,58 12,741,53  12,50,71
tail) (um) 11-17 11-13 13-14 11-14 12-13
Body diam. at lip 12,4+1,04  11,8+0,96  12,3+0,58 13,740,58  14,0+1,41
region (um) 11-14 11-13 12-13 13-14 13-15
Body diam. at guide 23,062,00 24,3+2,87  21,0£3,00  253+1,53  25,0+1,41
ring (um) 20-26 21-28 18-24 24 27
Body diam. at base of ~ 424+1,60  37,8+5,12  45,042,00  44,0+4,00  49,0+1,41
oesoph. (um) 41-45 31-43 43-47 40-48 48-50
Body diam. at mid- 49,143,04  50,542,65 53,3231 54,746,03  57,5+6,36
body or vulva (um) 43-51 48-54 52-56 49-61 53-62
Body diam. at anus 38,9+0,83  37.8+2,75 36,743,501  40,042,00  44,5+4,95
(um) 38-40 35-41 33-40 38-42 41-48
Body diam. at begi- 36,4+42,67  24,543,00  253+2,52  28,040,00  25,5+0,71
ning of J (um) 23-31 21-27 23-28 28-28 25-26
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Tabela 1 — nastavak
Table 1 — continuation

Leskovac  Jagodina Medveda Jajinci Beograd
n 19 19Q 29 39 20 9
6,6+0,00 6,4+0,15 6,7+0,65
L (mm) >8 61 6.6 6.3-6.6 5378
. 108 1o 116,5423,33  122,745,86  117,9+12,21
100-133 116-127 96-148
16,5+3,54 12,3£1,53 15,1£2,53
b 17 13 14-19 i1-14 10-21
. 177 196 196,5+13,44 172,7+10,50  167,5+20,42
160-179 162-183 120-200
o 0.9 . 0,95+0,07  0,9+0,06 1,0£0,09
’ 0,9-1 0,9-1 0,8-1,1
49,0+2,83 50,0£1,00 49,2+1,50
Ve >0 > 47-51 4951 47-54
110,5+0,71  111,7+1,53 111,6+6,06
Odontostyle (pm) 107 123 110-11 110-113 9%8-121
59,0+4,24 58,0+3,61 56,0+4,21
Odontophore (um) 61 69 36-62 3461 43-62
Replacement of odon- ) ) . ) .
tostyle (um)
Oral aperture to guide 34 37 34,5+0,71 35,0£1,00 35,4+1,42
ring (pm) 34-35 34-36 34-38
. 40,0£1,41  373+1,53  40,1£2,77
Tail (pm) 33 3 39-40 36-39 34-44
J (hyaline portion of 1 10 12,54+0,71 11,7+1,15 13,0+3,03
tail) (um) 12-13 11-13 10-20
Body diam. at lip 13 14 12,0£1,41 14,0£1,00 13,24+0,62
region (um) 11-13 13-15 12-15
Body diam. at guide 25 23 25,5+3,54 25,3+0,58 25,7+1,22
ring (um) 23-28 25-26 24-30
Body diam. at base of 53 4 48,0+9,90 54,3+4,04 46,4+4.,43
oesoph. (um) 41-55 43-50 41-59
Body diam. at mid- 54 5 58,0+£11,31 52,3+1,53 56,9+5,8
body or vulva (um) 50-66 51-54 51-75
Body diam. at anus 36 39 42,0+4,24 40.0+1,00 41,8+4,14
(um) 39-45 39,41 37-57

Body diam. at begi- 30 27 21,0£5,66 26,3+5,69 28,5+4,36
ning of J (um) 17-25 20-31 23-49




Novi nalazi kopljaste nematode Paralongidorus serbicus

105

Tabela 1 — nastavak
Table 1 — continuation

Pozarevac Loznica Futog B.P. Selo
n 18 © 80 50 34 19
L ¢mm) 6,3+0,87 730,75 7,1£1,50 5,541, .3
5-8 6,4-8,6 5,6-8.8 44-61 ’
. 127561378 15421177 151242860 1427+1460 | o
106-149 125-159 132-199 129158
N 1274144 148175 1442230  12,7+2,10 s
11-16 13-18 12-18 11-13
152,6427,68 181642521 1894442  1303+175 o5
c 112-212 156-221 149-251 113-148
v 1,140,12 1,1£0,12 1,060,10  12%0,10 03
0,9-1,3 0,95-1,3 0,9-1,1 12-13 :
51.2+3.05 50,5516 51,062,70
V% 46-58 49:53 48-53 - 52
11624357 11444441  1168+3,90  112,34,50
Odontostyle (um) 111-122 108-118 110-120 108-117 115
61,7+44.54 688132 6581620  57.045.60
Odontophore (um) 47-68 64-74 58,75 5263 48
Replacement of ) ) ) 1172 )
odontostyle (um)
Oral aperture to 3464182 343238 354150 3374250 0
guide ring (um) 31-36 31-39 33-37 31-36
Tail (um) 407251 40,0£3,02  3T.6:150 4204300 o
W 35-46 36-41 35-39 39-45
J (hyaline portion of 142+1.4 15,0+1,31 14,642,60 12,74+4,20
tail) (um) 1317 13-17 12-19 8-16
Body diam. at lip 1245051 12,6£0,52 12,8040  12,7+0,09
region (um) 12-13 1213 12-13 12-13
Body diam. at guide  23,0:1,7 22,6£1,51  22,6£230 21,7120 s
ring (um) 20-26 3125 3126 3123
Body diam. at base 4144279 413158 4145400 36,0448 4
of oesoph. (um) 36-47 39-43 38-48 32-40
Body diam. atmid-  47.9¢3,66 5044272 466550 383400
body or vulva (um) 41-53 46-54 42-54 3445
Body diam. atanus  37,5:3,04 3585175 3784290 3406100 g
(um) 33-42 33-38 33-40 3335
Body diam. atbegi- 2594399 2754177 27.04380 1904260 4,
ning of J (um) 17-34 26-30 33-33 16-20
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SI. 2 — Mikrofotografija Paralongidorus serbicus iz okoline Pozarevca: (A) prednji deo
tela muzjaka; (B-E) repni deo tela muzjaka; (F-H) repni deo tela zenke; (I) vulva; (J)
semenici muzjaka.

Fig. 2 — Photomicrographs of Paralongidorus serbicus from Pozarevac vincinity: (A)
male anterior region; (B-E) male posterior region; (F-H) female posterior region; (I) vul-
va; (J) testes.
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SL 3 — Mikrofotografija Paralongidorus serbicus iz okoline Loznice: (A) prednji deo tela
muzjaka; (B-D) zadnji deo tela muzjaka; (E-H) zadnji deo tela Zzenki; (I) vulvalni region
sa jajima u oba uterusa; (J) semenici muzjaka.

Fig. 3 — Photomicrographs of Paralongidorus serbicus from Loznica vincinity: (A) male
anterior region; (B-D) male posterior region; (E-H) female posterior region; (I) vulval
region with eggs in utera; (J) testes.
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MuzZjaci

U topciderskoj populaciji P. serbicus, na kojoj se zasniva opis ove vrste,
prisustvo muzjaka nije utvrdeno. Od trinaest populacija P. serbicus, koje su
navedene u ovom radu, u tri su utvrdeni i muzjaci, Sto predstavlja prvi nalaz
muzjaka kod ove vrste. Morfoloske karakteristike i morfometrijski podaci muzjaka
prikazanisunaSl. 1 A,EiJ,SL. 2A-EiJ, SL.3 A-D. iJ i Tabeli 1 (Futog) i Tabeli
2 1 3, na osnovu kojih se moze konstatovati da su muzjaci slicni Zenkarna, osim
u repnom delu tela, koji je kod muzjaka ventralno povijeni i sa jasno izrazenom
kopulacionom armaturom (SI. 1 E, SI. 2 B-F i SI. 3 B-D) i serijoim suplementarnih
organa. Morfoloska varijabilnost repnog dela tela muzjaka je takodje veoma
Cesta. Reproduktivni organi kod muzjaka su dobro razvijeni i funkcionalni. Testisi
su ispunjeni spermom (S1. 2 J i 3 J). Spikul je sklerotizovan, ventralno povijen
i sa lateralnom vodicom u obliku so¢iva. Dva para adanalnih suplementarnih
organa nastavljaju se na seriju od 8-14 ventromedijalnih. Rep je, kao i kod
zenki, konusnog oblika sa Siroko zaobljenim vrhom (S1. 1 E, SI. 2 B-E i SI. 3 B-
D). Na lateralnim stranama repa nalaze se po dve lateralne pore.

Od tri jedinke muzjaka koje su utvrdene u populaciji Pserbicus u lokalitetu
Futog (Tabela 1) kod jednog primerka, uz funkcionalni odntostilet. unrdeno je
prisustvo zamene odntostileta, Sto znaci da se ovaj fenomen javlja kod oba pola
ove vrste.

Alotipski muzjak nalazi se na preparatu Pr.251196/3 i potice iz populacije
iz okoline Pozarevca. Njegove karakteristike su: L=6.5 mm; a=164; b=13; c=158:
c¢'=L.I; Ldst=113 um; L. odf.=52 um; L usni otvor-vodica= 35 um; L rep=41 um;
LJ=17 um; Sirina us. dela tela=13 pum; Sirina tela kod vodice =23 pm; Sirina tela u
osnovi ezof.=37 um; maks. Sir.tela=42 pm; Sir. tela kod anusa=38 pm; Sirina tela
kod J=24 um; L spikul=49um; No supl.l 1+1; L bazalni bulb=114 pm; Sir.baz.
bulb.= 15 um; L pred.sem.=451 um; L zad.sem.=402 pum; spermatozoidi ovalni,
dim. 3,3 x 2,5 um.

Larve

Na osnovu morfometrijskih podataka i skater dijagrama (slika 4 1 5) moze se
konstatovati da ova vrstaima Cetirirazvojnastadijuma. Juvenilni oblici, koji su slicni
odraslim jedinkama, osim §to su silniji (tabele 2.1 3) i imaju manje konusan repni deo
tela.(Slika 1. F-I). Juvenilni oblici prvog razvojnog stadijuma nisu utvrdeni u
svim ispitivanin poulacijama iz razloga $to su, kao vrlo sitni, izgubljeni tokom
dekantacija i cedenja kroz sita od 50 um. Telo larvenih oblika je iglicasto i povijeno
u obliku otvorenog slova C (Slika 1.J).
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Tabela 2 —Morfometrijski podaci za populaciju Paralongidorus serbicus
iz okoline Pozarevca

Table 2 — Morphometrics of Paralongidorus serbicus
from Pozarevac vicinity

n 18x 9 9 xd 4x11 19x J2 7xJ3 13 x J4
L mm 63+087 64+031 14=0,13 2+021 28+033 4,7+0,49
5,0-8 6,6,2008 12-1,5 1,5-2.3 2,3-33 4,1-5.8
127,5+13,78142,5+ 10,98 59+3,85 72.8+6,50 90,5+5,66 113,9=11,04
a 106-149 129-161 54-63 54-81 81-96 96-138
b 12,7+144 13,6+136 56+0,63 68+1,12 7,8+1,66 11,1+1,29
11,0-16 12,0-17 5,0-6 5,09 6,0-10 9,0-13
152,6 £27,68 156+ 10,57 37,2+3,35 524+406 68,1+627 113,6+9,36
c 112-212 141-175 33-41 44-61 61-79 104-134
. 1,1+£0,12 1,1+0,12 22+022 2+022 1,7+0,08 13+0,10
c 0,9-1,3 0,9-1,3 2,1-2,5 1,7-2.,5 1,6-1,8 1,1-14
51,2 +3,05
V% 46-58
Odontostvle 116,2+3,57 113,4+4,89 635+344 769+476 93,5+4,60 1029+335
ty 111-122 103-120 59-67 71-87 87-99 96-107
Odontophor 61,7+4,54 614+433 382+225 46+362 494+136 58+324
ontophore 47-68 52-66 35-40 38-52 47-52 52-66
Replacement odon- 752+429 92+429 1053%1,65 118,1+3,70
tostyle 71-80 85-103 103-108 111-125
Oral aperture to guide 34,6+1,82 36,1 +1,38 17,1+149 21,7131 254+094 31,8+120
ring 31-36 34-38 15-19 19- 24-26 29-33
Tail A0,7£251 41,6£2,08 36,1=1,12 383%2,53 41,152,736 41,6£2,72
35-46 38-45 35-38 33-44 38-45 39-47
J (hyaline portion of  142+1,40 162+1,92 88+0,69 93+1,11 113+134 122+1,30
tail) 13-17 14-19 8,0-9 7,0-12 9,0-13 11,0-14
Body diam. at lip 12,4+0,51 123+0,61 7,9+055 83+0,78 9+0,00 108+0,67
region 12,0-13 11,0-13 7,0-8 7,09 9,09 9,0-12
Body diam. at guide  23+1,70 23,3+1,60 123+0,70 152+1,09 173+129 20,6+1,24
ring 20-26 20-26 12,0-13 14-17 17-20 19-24
Body diam. at base of 41,4+279 402+246 204+2,59 255+203 28,6+1,77 36,6+3,28
oesoph. 36-47 - - 21-28 - -
Body diam. at mid-  479+3,66 45,6+3,54 229+297 27.6+2,17 30,9+261 42,1+342
body or vulva 41-53 42-52 19-26 22-31 28-35 35-47
Bodv diam. at anus 375304 366364 165192 19,6+221 237173 33,6269
y : 33-42 28-40 14-19 15-24 21-26 29-38
Body diam. at begin- 259+399 21,5+1,96 7,9+0,55 12,1+2,08 168+1,10 21,7+3,35
ing of J 17-34 19-24 7,0-8 9,0-17 15-19 14-26
. 51,4+ 1,50
Spicules 49-54
No supplements 9-14+1
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Tabela 3 — Morfometrijski podaci za populaciju Paralongidorus serbicus

iz okoline Loznice

Table 3 — Morphometrics of Paralongidorus serbicus
from Loznica vicinity

n g8 0 5 o 10 3 512 9 J3 8 J4
L (mm) 732075 645083 702071 221028 32052 442053
6,4-8.6 $0-74 6,1-8.5 1926 3339 3.8-52
. 145£11,77 13121098 1469771 77,455,03  96,0£1,58 115,1210,71
125-139  120-146  133-158 70-83 82-122 93-127
b 148175 1321239 1495120  78:1,92  8I=1,17  9.520.76
1313 {0-16 1217 6-11 6-10 9-11
. 181,612521 17453421 180251298 58,6:2.07 794L14.10 111,6:1348
156221 1262206 153-197 54-6) 61-105 87-133
, LI2012  LI£009  LI32013 194012 165026 12007
c 095-13 112002  09-13 1821 122002  11-13
) 50511,60  50.611,34
V% 49-53 49-53
1144441 1148268 115853,74 7342182 93,1352  104,953,68
Odontostyle (um) 108-118  112-118  112-123 71-75 89-08 101-110
688320 6285507 6685547 5121610 5094352  50,954.64
Odontophore (pm) 64-74 $8-71 59.75 476 45.55 45-59
Replacement odon- 123,6+6,58 89,6+3,29  101,8+3,90 113,5+4,24
t()style (Hm) 118-135 84-92 94-105 105-118
Oral aperture to 3431238 348295 3514202 2224110 272:172 3144239
guide ring (um) 31-39 3238 3338 3123 35-30 37-35
Tail (um) 4053,00 37453,05 3931447 381424 414493 393%537
K 36-41 33-41 31-46 33-44 36-49 3347
J (hyaline portion 1506131  12,6:0.89  16£249  72:084  10,6:0,53  12,6+2.83
of tail) (um) 13-17 i1-13 13220 6-8 10-11 10-19
Body diam. at lip 12,640,52  124+0,89  12,6:0,52  82+1,10 92083  10:0,76
region (um) 1213 i1-13 12-13 7.9 8-10 o-11
Body diam. at 2265151 234261 233149 VHOELO0 000507 206+1,77
guide ring (um) 3125 30-26 3125 13-15 i52i 1823
Body diam. at base 413158 40,8:0.84 402:301 254321  29,6£3,07  35:2.88
of oesoph. (um) 39-43 40-42 36-45 31-30 31.33 3241
Body diam. at mid- 5044272  48.6+598 483,06  28.8+3.70 333283  39,5:6.93
body or vulva (um)  46-54 43-56 43334 33.33 3837 35-56
Body diam. at 3584175 354265 47:142 20,0122 2614276  32,6+325
anus (uum) 33-38 31-38 33-37 1821 3231 38-39
Body diam. at be-  27,5:1,77 25,6:2,88 2394185 11,65134  182£2,05  22,5:238
gining of J (wm) 36-30 31-28 31-26 10-13 i52i 3126
Spicules (um) 51‘%512
No supplements 10-13

! sa zamenom odontostileta — with replecment of odontostyle
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U skladu sa nalazom i opisom muzjaka politomni klju¢ Escuer and Arias
(1997) za odredivanje ove vrste u rodu Paralongidorus izgleda: A3,B1,C 1,D
2,El2,F2/3/4/5,G3/4,H1/2,12/3,J2/3.K2,L2/3,M2/3,N1,01/2.

Uporednom analizom morfometrijskih podataka tipske populacije iz Top¢idera
sa podacima za populacije Pserbicus iz Pozarevca i Loznice (tab. 2 i 3.), koje su
detaljno obradene, moze se konstatoati da su Zenke iz loznicke populacije najduze
7,3 mm (6,4-8,6 mm) u odnosu na 6,7 mm (5,3-7, 8 mm) u tipskoj populacijii 6,3
mm (5,0 — 8,0 mm) u pozarevackoj populaciji. To se takode odnosi i na duzinu
tela zenki u ostalim populacijama, ¢ija duzina tela je manja u odnosu na zenke
iz lozni¢ke populacije (tabela 1). Zenke iz loznitke populacije su relativno tanje
(a=145) od zenki iz tipske populacije (a=118) i pozarevacke populacije (a=128).
Ostali morfometrijski parametri u svjh 14 populacija nalaze se u granicama intra-
specijske varijabilnosi (Tabela 1) . To se takode odnosi i na varijabilnost morfo-
metrijskih podataka juvenilnih oblika loznic¢ke, pozarevacke i ostalih utvrdenih
populacija na prostoru Srbije. Podudarnost se takode odnosi i na skater dijagrame
opisanih populacija u odnosu na tipsku populaciju. (slika 4. i 5).

Rasprostranjenost

Tipska populacija P.serbicus potice iz Topc¢iderskog parka (Krnjaic et al.2002).
Analizom mortometrijskih podataka i taksonomski neobradenih longidoridnih
vrsta utvrdili smo da su primerci, Pserbicus izdvojeni jo§ 1972. god. iz uzoraka
zemljista iz maticnjaka vinove loze (podloge) PIK "Juzni Banat" iz Bele Crkve.
Kasnije (19921 1997 god.) ova vrsta je bila utvrdena u uzorcima zemljista iz zone
korenovog sistema vinove loze iz "Plantaze" Leskovac iz Donje Stopanje. Na
parceli "Al-prometa" iz Aleksinca na kojoj su 1993 god. gajene gladiole takode
je utvrdeno prisustvo Pserbicus. U uzorcima zemljista iz Sumskih rasadnika iz
Loznice i Pozarevca gde je masovnost ove vrste bila izrazita uticalo je da se ovom
neposrednoj blizini Instituta, koji opisan kao tipsko staniste.

Pomenuti lokalitet u Loznici nalazi se desetak kilometra pre Loznice (iz
pravca Sabac) oznaéen kao Azemov prud gde je SG Boranja iz Loznice 1994. g. i
ponovo 1997. g. bio zasnovan rasadnik topole. Isto tako ova vrsta bila je utvrdena
1996. g. u rasadniku topole Sumskog gazdinstva iz Pozarevca u mestu Ostrvo. U
1997. g. ponovljeno je uzorkovanje u ovom lokalitetu.

Zona korenovog sistema topole bila je staniste ove vrste i u Sumskom
rasadniku u Backom Petrovom Selu (1998 g.)— Iste godine P.serbicum izdvojen
je iz uzorka zemljista koji je uzet iz zone korenovog sistema vrbe u Futogu na par-
celi ZZ "Podunavlje" (kod cesme).
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Iz uzoraka zemljista koji su uzeti iz zone korenovog sistema vinove loze
(mati¢ni zasadi) i sa povrSina na kojima se proizvode lozni kalemovi, takode su
¢esto izdvajani primerci razli¢itih uzrasnih stadijuma P.serbicus. U mati¢njaku
vinove loze u okolini Jagodine jos 1995. godine utvrdeno je prisustvo ove vrste.
Potom sledi niz nalaza ove vrste u podruc¢ju Velike Drenove i Trstenika. To su
KO Seliste Sevari kp 80805, Moraviste kp 8724. Stulac kp 57/1, Jasika kp 2964,
Stragari kp 2835 1 Medveda kp 7824 1 dr.

U prilog predpostavci da se radi o vrsti sa Sirokim arealom rasprostranjenosti
idu nalazi u Juznom Pomoravlju, u okolini Vranja (Vrtoros-Butos kp3583, rasadnik
ruza u okolini Kos. Kamenice, rasadnik u Gornjoj Vrzani kp.4406-4409, ruze u
Pasi Poljani, semenskom krompiru na Vlasini (parcela Ovcarske farme), loznim
kalemovima Centra za vinogradarstvo u Nisu. U istocnoj Srbiji ova vrsla je utvrdena
uvocnom rasadniku PIK "Dzervin" iz Knjazevca (zajedno sa Longidorus euonimis),
vo¢nom rasadniku u Negotinu i okolini Golupca (Trigrade) na parcelama na kojima
je gajena Sargarepa (zajedno sa Meloidogyne incognita). Ovi podaci ukazuju na
Siroku rasprostranjenost P.serbicus u Srbiji, Sto ¢e biti predmet daljih istrazivanja.

LITERATURA

Escuer M. and Arias M. (1997): Paralongidorus iberis sp.n. and P.monegrensis sp.n.
from Spain with polytomous key to the species of the genus Paralongidorus.
Siddiqui, Hooper and Khan. 1963 (Nematoda: Longidoridae). Fund, and Appl.
Nem. 20:135-148.

Halbrendt. J.M. and Brown. D.J.F. (1992): Morphometric evidence for three juvenile
stages in some species of Xiphinema americanum sensu lato. Jurn. Nem. 24:505-
309.

Krnjai¢, B, Lamberti, F., Krnjai¢ Smiljka, Agostinelli, A., Radicci, V. (2000): Longidoridae
(Nematoda) occuring in Topchider park of Belgrade, Serbia, with description of
Paralongidorus serbicus sp.n. Nematol.Medit., 30:185-200.

Krnjai¢, D., Krnjai¢, Smiljka (1987): Fitonematologija. Nolit, Beograd, 434 pp.

Lamberti, F., Ivoev,T., Choleva, B., Brown, D.J.F., Agostinelli, A. and Radicci, V.
(1997): Morphometric variation and juvenile stages of some Longidorid nemalo-
des from Bulgaria with comments on the number of juvenile stages of Longidorus
africanus, L.closefongatus and Xiphinema santos. Nematol Medit. 25: 213-237.

Oostenbrink, M.(1960): Estimating nematode population by some selected methods. In
Nematology Univ.N.Car.Press.

Spears, J.F. (1968): Golden nematode. Agr. Handbook U.S.Dep. Agr.353.81 pp.

(Primljeno: 09.07.2008.)
(Prihvaceno: 26.02.2009.)



114 Smiljka Krnjai¢, . Krnjai¢

NEW RECORDS OF PARALONGIDORUS SERBICUS,
KRNJAIC ET AL. (NEMATODA: LONGIDORIDAE) FROM SERBIA,
WITH DESCRIPTION OF THE MALE
AND ADULTS WITH ODONTOSTYLE REPLACEMENT

[SmiLika Krnyaic|!, DorpE KRNIAIC 2
! Facullty of Agriculture, Belgrade, Serbia
2 Institute for Plant Protection and Envornment, Belgrade, Serbia

SUMMARY

Females and juveniles of Paralongidorus serbicus Krnjaic, Lamberti, Krnjaic,
S., Agosinelli A. and Radicci 2002, are found in Serbia in thirteen new localities.
In three new locatylies of Pserbicus, et Loznica, Pozarevac and Futog the males
of this species are founded. In population collected et Loznica and Futog besides
the female with functional odontostyle has been present odntostyle replacement.In
collected specintcs et Futog has been one male with odontostyle replacement too.

Morphometrics for the male. L=6,5 mm; a=164; b=13; c=158; c'=1,1; L
odst=113 pm; L.odf.=52 um; L oral ap.to g.r.=35; Ltail=41 prn; L J (hyaline por-
tion)=17 um; b.d. (body diam.) at lip reg. =13 um; b.d.at guide ring =23 um; b.d.
at base of oesoph.=37 pum; b.d. at mid body = 42 um; b.d. at anus =38 um; b.d.
et beg.of J-24 um; spicules =49 pm; numb.of supl..=l | + [;Lenght of basal bulb
of oesophagus=114 pum; with of basal bulb =15 um; Lenght of anteror semenic =
45lum: Lenghl of posterior semenic =402 pm; spermatosoides dimensions = 3,3
X 2,5 pm.

The code in the key of Escuer and Arias (1997)is: A3,B1,C1,D2,F. 112,
F 2/3/4/5,G3/4,111/2.12/3,12/3,K 2, L2/3,M2/3,N 1,0 1/2.

Key words: Paralongidorus serbicus, new records, morphometrics, descrip-
tion of male and adults with odnlostyle replacement.

(Received: 09.07.2008.)
(Accepted:26.02.2009.)
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Zastita bilja UDK 635.64; 632.934.1
vol. 57 (1-4), No 255-258, 115-120, 2006, Beograd Prethodno saopstenje

EFIKASNOST PREPARATA SERENADE®
(BACILLUS SUBTILIS) U SUZBIJANJU XANTHOMONAS
CAMPESTRIS PV. VESICATORIA PATOGENA PAPRIKE

MLADEN DorRBEVIC, BOGOLIUB ZECEVIC, MILAN DAMIANOVIC
Institut za povrtarstvo, Smederevska Palanka
e-mail: mladendj@cvcsp.co.yu

U cilju zastite paprike od prouzrokovaca bakteriozne pegavosti lisS¢a paprike
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), tokom 2007. godine postavljen je ogled na polju
Instituta u Smederevskoj Palanci sa ciljem da se ispita efikasnost bioloskog preparata Serenade
WP (Bacillus subtilis) u odnosu na preparate na bazi bakra kao standard. Ispitivanja su obavljena
na sorti Palanacka kapija. Za inokulaciju koriS¢en je soj bakterije KFB 4 (107 cfu/mol).
Preparati su primenjeni u slede¢im koncentarcijama: Serenade WP(0,3%) i (0,4%), Blauvit
(0,5%), Bordo-blue (0.5%) i Bakrocid S-50 (0,5%). Ogled je postavljen u tri ponavljanja sa
slede¢im tretmanima: (a) biljke tretirane preparatima, a nakon 2 sata inokulisane suspenzijom
bakterija; (b) biljke inokulisane suspenzijom bakterija a posle 4 sata tretirane preparatima;
(c) biljke tretirane samo preparatima; (d) biljke tretirane samo suspenzijom bakterija; () ne
inokulisane i netretirane biljke.

Inokulacija je vrSena u fenofazi 8-10 listova ru¢nom prskalicom. Konstantovanje prvih
simptoma izvrSeno je 7 dana nakon inokulacije. Ocena efikasnosti preparata 10 dana posle
inokulacije, uzimanjem 100 listova po slucajnom izboru. Indeks oboljenja ocenjen je po
Townsend-Heuberger-u.

Na osnovu dobijenih rezultata zakljucujemo da je preparat Serenade pokazao visok
stepen efikasnosti u obe koncentracije, u odnosu na standardne bakarne preparate, kako pre
(70.5%, odnosno 78.6%) tako i nakon inokulacije (75.2%, odnosno 82.5%).

Kljucne reci: bakarni preparati, Serenade (Bacillus subtilis) , Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria.
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UvVOD

Paprika (Capsicum annuum L.) je jedna od najvaznijih i najzastupljenijih
kultura u domacoj proizvodnji (Ze¢evi¢, 2001). Buducéi na vaznost ove kulture,
velika paznja se poklanja njenoj zastiti od raznih patogena, prouzrokovaca bo-
lesti. Moze se slobodno re¢i da je jedan od ekonomski najznacajnijih patogena
paprike prouzrokovac bakteriozne pegavosti liS¢a paprike Xanthomonas campe-
stris pv. vesicatoria (Arsenijevic¢, 1980; 1988; 1992; 1997, Bouzar et al., 1994;
Balaz, 1994; Stall, 1993). Opste je poznato da ovaj patogen moze da prouzrokuje
ogromne §tete u proizvodnji paprike, $to je praksa, nebrojeno puta i pokazala.

Upravo iz tog razloga zastiti paprike posvecena je velika paznja, iz koje je
proistekao priliCan broj preparata na bazi bakra koji se koriste za suzbijanje bak-
terioznih patogena (Azaizeh et Bashan, 1984).

Primenom ovih sredstava u cilju reSavanja datog problema javio se novi pro-
blem koji savremena struka zastite bilja prepoznaje. To je problem ekologije tj.
ekoloske opravdanosti koris¢enja datih sredstava. Naime, postavlja se pitanje da
li je upotreba tih sredstava neophodna, ne dovodeci tu u pitanje vaznost ovog
patogena i neophodnost njegovog suzbijanja, ve¢ da li je moguéa upotreba nekih
drugih sredstava borbe koja ¢e biti podjednako ili bar priblizno efikasna, a da u
isto vreme budu i znatno manje Stetna po okolinu u opste.

Cilj ovog ogleda je upravo pokusaj da se izade u susret ovim zahtevima i
utvrdi efikasnost bioloskog preparata Serenade, koji kao aktivnu supstancu nosi
bakteriju Bacillus subtillis, kao alternativa koja ¢e zadovoljiti potrebu kako za
ocuvanjem prinosa paprike tako i za ocuvanjem eko-sistema.

MATERIJAL I METODE

Ogled je obavljen na polju Instituta za povrtarstvo u Smederevskoj Palanci,
u periodu jun-jul 2007.

U ispitivanju su koriS¢ena bakarna sredstva Blauvit, Bordo blue i Bakrocid
S-50 u koncentracijama od 0.5%, uzeta kao standard. Bioloski preparat Serenade,
primenjivan je u dve koncentracije 0.3% i 0.4%.

Za inokulaciju je koris¢en bakterijski soj KFB4 patogena Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Xcv). Suspenzija bakterija je napravljena od 48h sta-
re kulture (Schaad et al., 2001), spiranjem destilovanom vodom i meSanjem na
elektri¢noj mesalici u trajanju od 5 min. i pri 6000r/min. Inokulacija je izvrSena
prskanjem pomocu ru¢ne prskalice (Lelliot et Stead, 1987) zapremine 51 i pri
koncentraciji suspenzije od 10® cfu/mol. Inokulisane su biljke paprike sorte
Palanacka kapija u fazi 8-10 listova.
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Ogled je postavljen u tri ponavljanja sa slede¢im tretmanima:

(a) biljke tretirane preparatima, a nakon 2 sata inokulisane suspenzijom bak-
terija;

(b) biljke inokulisane suspenzijom bakterija, a posle 4 sata tretirane prepa-
ratima;

(¢) biljke tretirane samo preparatima;

(d) biljke tretirane samo suspenzijom bakterija;

(e) ne inokulisane i ne tretirane biljke.

Pojava prvih simptoma ocenjena je 7 dana nakon inokulacije. Nakon 14 dana
od inokulacije vrSena je ocena efikasnosti preparata procenom indeksa oboljenja
(IO) analizom 100 listova, po slu¢ajnom izboru. 10 je izracunat po Townsend-
Heuberger-ovoj formuli.

Skala za ocenu 1O kretala se od 0-5 i imala je slede¢e vrednosti: 0 = 0% ; 1
=1-10% ;2 =11-25% ; 3 =26-50% ; 4 = 51-75% ; 5 =>75%.

REZULTATI I DISKUSIJA

Kontrolom biljaka sedam dana nakon inokulacije konstatovana je pojava pr-
vih simptoma u ja¢em ili slabijem intezitetu.

Nakon 14 dana od inokulacije ubrano je 100 listova paprike po slu¢ajnom
izboru kako bi se utvrdio I0. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdili smo da je
intenzitet infekcije u tretmanu d) bio 42.3%. Najvecu efikasnost pokazao je
Bakrocid S-50 (90.5%) u tretmanu b), dok je u tretmanu a) imao znatno manju
efikasnost (73.5%). Preparat Serenade je u obe konc. pokazao dobru efikasnost
75.2% (0.3%) 1 82.5% (0.4%) u tretmanu b), dok je u tretmanu a) ispoljio nesto
manju efikasnost 70.5% (0.3%) 1 78,6% (0.4%). Preparat Blauvit je ispoljio ve¢u
efikasnost u tretmanu a) (87,8%), dok je njegova efikasnost iznosila nesto manje
(84.2%) u tretmanu b). Efikasnost preparata Bordo-blue u tretmanu b) iznosila je
85,2%, a u tretmanu a) 80,2%. Intezitet infekcije u tretmanu c) iznosio je 1,6% a
u tretmanu e) iznosio je 7,8%.

Milijasevic i sar. (2005) su, takode, u kontroli koja je ekvivalent naseg tretma-
na d, imali sli¢an procenat infekcije od 41.6%, dok je kod njih efikasnost prepara-
ta Blauvit bila 78.9% na lokalitetu Kupinovo dok je na lokalitetu Dobanovci ta
cifra bila 74.6%. Isti autori (Milijasevic i sar., 2006) dosli do efikasnosti Blauvit-
a od 87.5% $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Od rezultata ovog autora
mozemo joS uporediti 1 preparat Cuprozin koji kao aktivnu supstancu ima bakar
oksihlorid kao i preparat Bakrocid S-50 koji smo mi primenili. Prema ovim auto-
rima preparat Cuprozin je spoljio efikasnost od 85.9%, odnosno na drugom loka-
litetu 83.3%, dok je kod nas preparat sa istom aktivnhom supstancom, Bakrocid S-
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50 imao efikasnost 90.5% u tretmanu b) i 73.5% u tretmanu a). Razliku tumacimo
drugacijim uslovima za razvoj patogena, a razlika je moguca i usled koris¢enja
razli¢itih sojeva istog patogena.

Mijatovi¢ (2006) zapaza da je efikasnost preparata Serenade u koncentraciji
0.3% bila 73.2% $to je u saglasnosti sa na$im rezultatima.

Napomena: Preparat Serenade je dobijen u okviru medunarodnog projekta
»Redukcija upotrebe hemijskih sredstava u odrzivoj poljoprivrednoj praksi* fi-
nansiran od Ministarstva zivotne sredine i okoline Republike Italije. Kordinator
projekta: Andrea Minuto. Rukovodilac istrazivanja: dr Mirjana Mijatovic.
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EFFICIENCY OF SERENADE (BACILLUS SUBTILIS)
IN CONTROLLING XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV.
VESICATORIA PEPPER PATHOGEN

MLADEN DorbEVIC, BOGOLIUB ZECEVIC, MILAN DAMIANOVIC
Institute for Vegetable Crops, Smederevska Palanka
E-mail: mladendj@msn.com

SUMMARY

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria causes bacterial leaf spot of pepper.
Control of this pathogen could be very significant, economically. During 2007, a
trial has been set up at the experimental field at the Institute for Vegetable Crops,
in order to investigate efficiency of preparation SERENADE® WP (Bacillus sub-
tilis) and compare it to the copper preparations (standard). The researches have
been performed on pepper variety PALANACKA KAPIJA. Inoculation has been
performed by using bacteria type KFB 4 (107 cfu/mol). Preparations have been
applied in following concentrations: SERENADE® WP (0, 3%) and (0, 4%),
BLAUVIT (0, 5%), BORDO-BLUE (0.5%) and BAKROCID (0, 5%).

Trial has been set with three replications and with following treatments: (a)
Plants treated with preparations, and two hours later inoculated with bacteria sus-
pension; (b) Plants inoculated firstly with bacteria suspension, and than, 4 hours
later, with preparations; (c) Plants treated with preparations only; (d) Plants treat-
ed with bacteria suspension only; (e) Non-inoculated and non-treated plants.

Inoculation has been performed in 8-10 leaves phoenophase, with hand
sprayer.

The first symptoms have been observed 7 days after inoculation, while pre-
paration efficiency has been observed 10 days after inoculation, by testing 100
random leaves. Disease index has been set by Townsend-Heuberger model.

The results show that SERENADE® WP was highly significant in both con-
centrations, comparing to standard copper preparations, both before (70.5% i.e.
78.6%) and after inoculation (75.2% i.e. 82.5%).

Key words: copper preparations, Serenade (Bacillus subtilis), Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria.
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