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KARAKTERISTIKE NEKITATIPICNIT SOJEVA BAKTERIJA
DOBLJENIH PRILIKOM IZOLOVANJA ERWINIA AMYLOVORA

Proudene su putogene, adgapivacke | biohemijsko-fziolotke odlike pet sojevi
bukterija izolovanih iz tkivi obolele krutke i dunje, lnficirane s Eminia amylovora.

Nicosnova postignutih cezultntn profeilnzi daxe proutavan sojevi razlikuju, kiko
medusobng 13ko §uodnosu na bakteriju £ amylovora, Njihove odlike ukazuju na todn
se prilikam laboratorijske obrade uzoraka, poreklom 8 obolelih voéakn, mogy pojavitl,
Osim sofeva tpidnih za £ amylovora, | kolonije saprofitskih bukterija, ko | sojevi
Erwinta herbicola i Pyendomanas svringae pv. syringoe,

Kijudne veli: Erwinia amvlovora; I, herbicola; Pseudormnonus ayringae pv. ringae;
saprofitske bakterije; xojevi bakterija; patogene, odgufivacke i biohemijsko-fiziolatke
adlike; bakteriozna plamenjags; dunja; krudka,

Uvod

Bakieriozna plamenjaca krudke i dunje predstavija jednu o najdestruktivnijih | ckonomski
najznacajniph bolesti jabudastih vocaka na teritoriii Makedonije1 SR Jugostavije (Arsen ijevi¢
isar, 1991 Arsenijevié | Panic, 1992, Mitrev, 1993). Prilikom izolovanja njenog
prouzrokovaca, bakierije Erwinia amylovora (Burrill) Winstow et al. na standardnim
podiogama kao 310 su mesopeptonska (MPP)imesopeptonska obogacena sa 5% saharoze (NAS),
osim kolonija tpiénih za £, amylovora, razvijaju se | kolonije drugatijeg izgleda koje se, sudedi
prema svome izgledu, Selée uoavaju na podiozl,

U Zelji da utvrdimo njihovu srodnost {li razli¢itost u odnosu na karantinsky bukteriju £,
amylovora pristupili smo proucavanju patogenih i bakteriolodkih odlika nekoliko sojeva, pre-
dstavnika razlidiuh gropa i tipova kolonija, kolekeionisunih pri zolovanju £, amylovora. Ovo
utoliko pre s obzicom ni aktuelnost iznacaj . amylovora u nasi potrebu §1o brieg i jednostuvnijeg
festirunja | Jdentifikacije njenih sojeva dobijenih pri kzolacij, a 1 zbog mogucnosti da jedna vrsta
bakterijp mode formirarf kolonije razlititog izgleda na podiozt | obrauto (van der Zwet |
Kell, 1979, Arsenijevié, 1988).

Istrazivanja su obavljena u Fitobakicrioloskaj laboratariji Poljopriviednog fakulteta u
Novom Sadu wokom 1991, 1992, godine (Mitrey, 1993).
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Muterijul i metode

L fzolovarfe raznih sojeva bakierija, - Izolovanje bakterija vedeno Je na uobidafen) nacin zascjavanjem
macerata, razmazom, na podlogu (NAS) sa S% saharoze (Schaad, 1988, Lelliott § Stend, 1987,
Arsenijevid, 1988, 1992}, Karifcene su obolele, starije 1l minde, grane kruske § dunje s ispoljenim
simptomima bolest, tipidnimza hakievioznu plamenjaéuvocaka, Prethodno pripremijena podiogastenlisana
Jewautoklsvu pri 115°C tokom 20 minuta, Zasejane Petn kutije odrZavane su o termosialy 2-3 dana pri 25°C,
pasle dega su pojedinadne kotonife, hakierioinikom petljom, presejavane na kasu podlog (NAG) s 2%
plicerina i inkabirane o termostatu 24 Een pri 25°C, Ciste kulture odrfavane su nia ovej podlozi (INAG) u
fridideru pri4"Cjednomesednim prescjavin)em (1 Hafilizaciom,

O vedeg braja sojevi za dulja proudavanja adabrano jo pet, po jedin od predstavnika svake grupe
izofatn 1 10; s dunje Du-501 i Du-573 a sn krutke K3-513, K§-514 1 K&-523, Svi su iz Mokedonlje, izolavanl
1okom 1991, gadine: prvi sof (Du-501) potice s materijala bz Kropita, drugi | teeti (Du-573 § K3-513) su iz
Strumice a ¢ctvrti | peti (K&-514 1 K$-523) iz Radavids,

Kuo kontrole, kariddena su dva identifikovang sojn £ arvlovora: Me-t | Fr-1430, Prvl potide iz
Mikedonije (Mitrev, 1993) a deugi je iz Francuske (1430) dobijen iz Angenss (Station de Pathologie
Vegciale, Beaucouze) posredstvom prof. dr M, Arsenijevida (b, 4),

2. Diferencijuini testovi xa razlikovanje aipinih sojeva od sofeva . amylovora. - Svi sojevi dobijend
prilikom jzolovanfs 12 obolelog tkiva vodaka provéavani sy karltéenfem sledecih diferencijalnih testova:
hipersenzibiton reakeijs (FIRY duvans, aglutinacijn na mikroskopskim plodicama sy antiserumom E.
anmiovora (1420%, bojenje po Gramu, fluorescentnost na Kingovo) pedlozd B 1 inokulaeipa mindib plodova
kruske (lab, 4), Ovi testovi su postuili kno preliminarmi 2 razlikovanje patagenih sojeva £, amylovora od
drugih bakterija atipiénit kelonlja (A rsenijevic, 1983, Arxenijevi€ isar, 1991),

3. Testovi patogenostt nenpidnily sofevd, - Za ova proudavanin koridéeno je lidde duvann | mutksile,
evetovii letorasti kruske i nesszreli plodoyi kruske, vignje i &ive, Upotrebljene susorte: viljamovs, hnjmnnm,
rubln i stentl, Inokulacijn duvana | mudkatle videni fe ubrizgavanjem suspenzije bakterlja koncenteacije 10
cfu/ml, ulisde, dok su ostale Inokulacije iavedene ubodom pomocu ighe gugéom koncentracljom bakterija ( 10*
clu/ml),

Izuzey duvana i muskatle, grancice sa evetavimn keudke, letorastl keugke i plodovi vodaka su, posle
obavijene Inokulucije, pastavljeni u viaZne komaore tokom 48 Easova, kod grandion krufke, ili, nckohko daonn
pri inokulacifi plodavi voéaka (Arsenijevié Lsar, 1991, Arsenijevie @ Smiljana Sremae,
1993),

4. Oddgajivatke odilke prontavanih sofeva, - Odgajivatke odlike proudavanih sojeva pracene st na
slededim podlogama: standandng mesopeplonska (MPP), mesopeptonska sa $% saharoze (NAS), Kingova
paddloga B sclekiwnn (CGY podloga (Crosse @ Goodman, 1973, Arsenijevié, 1984, 1992,
Mitrev, 1993) (1ab. 1),

Zosepwvanje padloga vifena je rzmazom rede suspenzije bakierljn. Za sviku podioga, | zolat,
koridéeno e po e Petrl kutije, Posmatran je: ohlik § boja kalanija, konzistenclja, providnost, izgled fvica,
veligina kolonija prisustva il odsustva tamoog centrn na kotoniji sl (Arsenijevié, 1985, Crossce i
Goodman, L9720 Mitrev, 1993). Prouteno je jod i ponadanje bakterdja premi Gramu, stviranfe levana,
fluorescentnog i ruZicastog pigmenta, prema metodamn navedenimod stranc Arsenijevica (1938,1992),
razvef prl 33°C136°C (Schand, 1988) wlerantnost prema 5% 1 7% NaCl (Lelliott | Stead, 1987),
hidroliza skrobu i rnzlsganje 2elninn (S utie 1 Panié, 1969}, stvaranje nmonijaka (Goodman, 1975),
styaranje HaS iz peptona (Schand, 1948), indola (Klement et al, 1990), redukeijn nitratn (S utid i
Punic¢,1969), hidrolizaeskulina(Lelltote § Stead, 1987)ihidrokliza tvina 80(Kle ment et al, 1990)
(tab, 2i4),

5. Riohesmijsko-firiolodke odiike. - Kod ovih prouSavanjs korlééeni su slededi testovic pektoliiidk
aktivaost na krigkamn keompira (Arsenijevié, 1988, 1992), stvaranje fermenata: oksidaze, kntalze,
fosfutaze, lecitinze | urenze, oksidativno-farmentativl (OF) test nu podlozi sa glukozom, metabolizam
argining, metil crvenl text, redukujude supstance iz sahacoze | stvaranje (enilalsnindezaminaze, sve prema
metodiumy opisanim od steane Lelliotta | Steada (1987), Arsenifevién (1988, 1992) t
Klementa etal (1990),

Prouavanje konidéenja wglienih hidraa te: 1 glukoze, D [ruktoze, rofinoze, alla-metil D glukozids, D
paluktoze, D kuloze, L ramnoze, salicing, L arabinoze, D trehalaze, D manita, eskuling, dekstring, dulcitola,
glicerola | skroba, obavijeno je prema metodama koje navode Fahy i Persley (1983), Klement etal,
(1990) i Arsenijevic (1988, 1992) (lab, 2:4).
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Rezultati

1. OpSte karakteristike izolovanih sojeva

Veéina izolacifa sa obolelih vodaka obavijena je na podiozi sa 5% saharoze (NAS), sa koje i
poticu gatovo svi proutavani sojevi, Na ovoj padiozt (NAS) jos prilikom odabiranja pojedinacnit
kolonija, | presejavania na kosu podiogu radi dobijanga Sistih kultura, uodava se prisustvo kelonija
razliditog izgleda i neujednatenih karakteristika (tab. 1), Tako pojava krupnih, ispuplenih (fevan
tipa), prijavobelih do krem boje kolonija, ravaih ivica i providne periferije a s tamnom tackom u
sredistu kolonife, ukazufe ni prisustvo L amylovora na podiozl. All, razvo) ovako krupnih i
ispupdentih kelonija, prilikom kolovania na podiozi, karakeristi®an je | 2 Pseudomonas syringae
pv. syringae van Hall(Lelliott 1 Stead, 1987, Arsenijevic, 1970, Arsenijevid isar.
1991, Arsenifevic¢ | Smiljana Sremac, 1993),

Atpicne kolonife, medutim, su sitnije, nisu Ispupdene, takode su bele boje it su krupnije |
Fudkaste. S druge strane, na podlozi sa 55 saharoze (NAS) mzvijaju se i kolonlje £ amylovora
nalik, o ne pripadaju ovoj bakterlji (tab, 1). Sve 1o predstavijolo Je | osnovni razlog da se pristupi
proudavanju bakteriolodkih 1 patogenih karakieristika predstavniks spomenutih tipova i grupi
kolonija, 810 je | predmet dalph izlganja v ovome radu (tab. 1-4),

Tab, 1, « Razvoj proudavanih sojeva na raznim podiogama
Development of the strisins investignted on different media

Podlogs Soj Kaorakleristike
Medium Straln Characreristics
Du-501 Kotonije sitne, precnika 1-2 mm, bele, okeugle, ravie, ravnih ivien
Colonies small, 12 mm in diameter, white, cirewlar, flat, with entire edges
Du-573 Kolonlje sitne, pre¢nika 2:3 mm, krem, okrugle, blago Ispuplene, 1nasastih
Ivicy
Colonics small, Z-3 mm in diameter, cream, citcular, shightly domed, wndulate
K&-513 Kolanije sitne, prednika oka 1 mm, okrugle, ravne, ravalh vica § zrnaste
strukiure
Colontes small, about 1 mm in diameter, clreular, flan, granutated, whth entire edges
MPPM(NA)  K&SI4 Kolonije preénika 3-5 mm, krem, okrugle, ravne, talasastih iviea
Colonies 3.5 mm in diameter, cream, cicenlar, Nat, uadulate
K3.523 Kolonyje siine, prednika 1-2 mm, okrugle, ravie, ravnih ivica, behidastokeem
baje

Colonlesamall, 12 mm !n dlameter, whiteeream, circalar, Tat, with entire edges

E.amylovora  Kolonije sitne, oko 1 mm. u precniku, ujednadene, belicastie, okrugle, sjajne,
slabn dspupdene, ravaih vica
Coloniesymall, sbout 1 mm in diameior, uniform, whitish, circutar, shiny, stighily convex,
entire edges

Du-501 Kolontfe sitne, prednika oko 1 mm, bele, okrugle, ravae, ravimh fvica
Colonies small, about | mo {n diameter, white, circular, at, with catice edges
Du-573 Kolonije prednika 2-0 mm, krem, slabo ispuplene, talasastih ivica, s tamnim

centeom i svetlijom perifergom, nisu lpidno levin tipa
Colonies 2.4 mm in diameter, cream, slightly domed, undulate, with darker ccatre and
shiny margine, not iypieal levan ivpe
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K4-513 Kolonlje prednikn 2-3 mm, stuzaste, 2ulog centrn | belicasto-praovidne periferlje
Caolomles 223 mm dn dameter, slimy, with yellow centee and whithh irnslucenl edges
KE-514 Kalanije precnikn 2-3 mm, krém, okrugle, Ispupcene, ravaih bvica, levan tipn,
svetlije v centry
Colonics 23 mm in dlameter, eream, circular, convex, levan type, shiny in centre
NAS K3-523 Kulonige Krupne, prednika 3-4 mm, prljavobele, okeugle, ispuplene, levan tpa,
raviilh do slabo tlasisti ivici
Colonies farge, 3-8mm {n diameter, dirty white, circular, domed, Ievan type, undulate to
entire edpes
E.amylovora Kolonije krupne, prednika 3-4 mm, belicastokrem, ispupdenc, levan (ips, sjajne,
ravnili ivies, timnije u sredidty § sa svetlom periterijom, sluziste | teéne
Colonien larpe, 348 mm in diameter, whitceream, convex. levan type, shiny, entire edpes,
darker in centre apd with shing margins, slimy, Tuidal
Du-501 Kolonlje belicastorkem, s tamnijim centrom, sluzoste, 1cénc
Colonies whitecream, darker in ceatre, slimy, Tuidal
[Du-573 Kolonije zelenkosto-fluerescentne, 3-4 mm, okrugle, ravne, talasastih ivica
Colanies preen-fluorescent, 3.8 mem in diameter, circular, flat, ungdulae
K4-513 Kolonije intenzivao Zute, 2-3 mm, okrugle, ravne, belidastog contra,
nellworeseentne
Colonies intensive yellow, 2.3 mm in dlameter, circular, Dat, with white centre, nonfluo-
rescent
KING B Ki-514 Koelonije zelenotluorescentne, 3-4 mm, okrughe, tamnlfe u centry
Caolonien greca-fluoreseent, 3-Amm, circular, with darker centre
K3-523 Kolonije bele, okrugle, 2-3 mm, mivne, rmvnih ivica
Colonies white, circalar, 2.3 mm in diameter, flat, with entire edyes
LEoamylovora Kolonije sitne, 1-2 mm, belidastosjajne, akrugle, slabo ispuplene, mviil iviea,
& rivdgalnim prugama, nisu fluorescentne
Colonies small, 1-2 mm, shinywhite, slightly convex, clrcular, radially striped, with entire
edges, nonfluorescent
Du-501 Kolonije sitne, 1 mm veli®ine, oftre, » udubljenjem prio vl ravnil ivica,
prugasie
Colonten amall, 1 mm in dinmeter, sharp, with cratens at the top, eatine edpes, striped
Du-573 Veoma usporen riaavej - Very alow growing
CG (Crosse  K3-513 Nemu rozvoyn - No growth
and
Goodman)
K5-514 Veoma usporen ruzvof - Very slow growing
K3-523 Nemu razvoln - Ko growth

L. anylovora

Kolonije keupine, 3-4 mm, beliduste, okrugle, ispupdenc, & udubljenjima na
povrding, slabo talasastih ivica 1 ravaih (kod munjih kolonija, 2-3 mm u
predniku), penferdjs svetln o centir timan

Colonies larpe, 34 mm in diamcter, white, ciccalar, domed with ceaters on the surface,
slightly undulate, orwithentive edgesatsmall (2-3 mm) colonles, shiny narging and datker
cenhie
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Tab. 2 - Odgajivatke | biohemijsko-fiziologke odlike netipicnih baklerija uporedene sa

kotakteristikama sojeva [rwinia amylovera

Cultural and physiologleal properties of the atvpical bacteria in comparison

with charscteristics of Erwinia amylovora sirains

Karnktenstike
Characleristios

I amvlovora Du-501  Du-573 K513 K&-514 Ks.523
e T

Stvaranye pigments
Pigment production
ruZi¢astog

ink

WOE
yellow

Razvoy pri:
Ciroweh at;
347

30°C

Tolerantnost
rema NaCl
VaCltolerance
Vi

7%

+
+
+
++
+

Radukujude supsin-

nee iz saharoze
Reducing substances
from sucrone

Mol eovent fest
Muthyl red lest

Stvitranje:
P'soducing,
katalare
calnlase
fosfutnze
hovphatase
ceitinaze
Jecithinase
Ureaze
Urense
fenllalnnindezami-
naze
phenyllatanine
deamynase

L(;dmlnu:
drolisis.
tvina 80
tacen 80
Iclatina
pelatine
skroba
starch

Stvarange:

R e
S (from oc

NIy )

Indala
Indole
Red. nitrata
Nitrate reduct.

[egenda:

+ pozitivin reakeljn; - negativoa; £ varijablina reakeija
+ positive reaction; - negative; @ variable reaction
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Tab. 3, - Koriséenje uglienih hideata od strane atipiénih sojevi | sojeva Evwinia amylovora
Carbohydrate utilization by atypleal straing in comparison with Lwinia amplovera haclerlum

Ugljen hidrut L. awvlovara Du-S01 Dus73 K&S13 Ks-51d Ks-S23
Carhohydrale MET Trlad

L. Arabinoza

I. Arahinose 4 + + + + o+ +
Dekstrin

Dextrine . . + & +

Dulciol

Dulcital - - - . s a X
Eskulin

Eaculine - - - . - - A
Fruktoza

Fructose + + + + + o+ +
D Galokioza

12 Galavlose + + + + + + 4
Gliceral

Gilycerol + + 4 + + A +
1) Glukozi

D Glucow + + + + 4 + +
Ksilomy

Xylose + + + . + + +
Loktoz

Lactose - - - . 3 . A
Maltoza . . ka - ¥ . ¥
Malwoze

1 Manuol

1 Manktol + + + + + + +

w-metil-D-glukoznd

a-methyl-Doglucoskde - - - . s . +
Ralinosa

Raflinose . . - . - o+ +
1L Ramnoz

L. Rhamnase s + + . + - +
Suharowa

Sucrone + + - + 4 + +
Salicin

Salicin - - - . . . o
Skrob

Starch - - - - - - .
13 Trehnloz

D Trebalose +t + + . o+ - 4
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Tab. 4, - Pregled osnovnih karakteristika proutavanih sojeva
fzolovanih sa obolele kruske i dunje
Review of the main characteristios of investigated strains isolated from disensed pear and quince tree

Bokieriotodke karnkteristike «
Patogenost - Pathogenlcity Hacteriolagical characterintion
Neaszreli plodovi Fluor- | Meta- )
Soj ":;R Lector- Untipe lruits of Roje- | escen- bolizam ll\‘j:m:'[}.
Stean | e il nje po [ tnost | glukoze JLOPAT lmkl.cri'n
Pelatice krufke Vidnja Gramu | Fluores | Glucene Aptia .‘M'
o;lu:o Pear | Krudkn Sour. Sljiva Gram | acence | metabo. [ lests bacieriim
R | Moot | Pear | chegry | Flom | st g o] e Identified
o r
Saprohtng
Du- ) ) ) ) ) ) ) U (TR ® bakterijn
501 Saprophytic
bacterium
P s.syring-
15).;’3 + . - - s : O I E e o ™ ae
(avirulent)
I, herbi-
Kes13| - - 5 . . . . U (7T + R
Pus.syrin-
Ki-St4|  + + + . . N R . i’
(virulent)
Saprolitna
bukterija
S22 . - . . . - . cses
K2-523 + |+ % | saprophytic
bacterium
Me-1 .
(Mace-|  + + | ¥= ] - w2 | - RE R (A R &
donix) rd
1430 I i
1 (] s ) Zamylo
| * . 4 . v % 4 | ek |+ o
nee)

Legenda: + pozitivna reakelja; + nekroza plodova sa pojsvom kapi bakterijskog cksudata;
nejusni ill slabo pozitivia reakcija; - negativaa reakeija; AglZa aglutinacija na mikroskopskoj plodici sa
nezagrevanim antigenima sojeva £ armylovora: Mc-11 Fr-1430

+ positlve reaction; +* frults necrosis with droplets of bacterial exudate; £ wnclear or weak positive reaction; -

negative reaction: Agfia aglutination on stide with non heated antigens of £ amyplovora Me-Land Fr-1430 strainy

2. Patogenost

- Duvan i muskarla, - Sojevi K3-514, Du-573 | kontrolni (£, amylovora) prouzrokuju HR
lis¢a ovih biljaka tokom 24 ¢asa od inokulacije (tab. 4). U pogledu hipersenzibilnosti ujednateno
s¢ ponadaju, bez bitnijih znakova raziike, Ostall sojevi (K8-513, K&-523 1 Du-501) negativno
reaguju.

. Cvetovi i letorasti kruske. - Od pet proucavanih sojeva samo su K8-514 | Du-573 pro-
wzrokovali uobitajene promene na inokulisanim cvetovima Kruske, Ispoljene u vidu nekroze, a
potom uvelosti § sudenfa evetova, Pritome, prvi s0j (K§-514) je agresivniji u odnosu na Du-573.
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Kontrolni sojevi (E. amylovora) pozitivno reaguju, Nadetorastima kruske samo soj KS-514 1 sojevi
12, amylovora, posie 2-3 dana, provzrokuju jaku nekrozu tkiva, oko mesta uboda, koja se postepeno
Sirl lzazivajudi izamiranje inokulisanih letorasta (Lab. 4).

« Nesazreli plodovi vodaka, - Na inckulisanim plodovima kruske, sorte vijamova, | Sifive
stenll, nijedan od pet proucavanih sojeva ne prouzrokuje odekivinu reakciju, Suprotno tome,
kontrolnt sojevi £ amylovora: Me-1 (iz Makedonije) | Fr-1430 (12 Vrancuske), fzazivaju joku
nekrozy 8 obilatom pojavam hehidastih kapr bakterlpskog eksudata (Arsenijevié i saradnici,
1991, Mitrev, 1993) (tab, 4). Inokulisani plodovi vignje, sorte hajmanovi konzervng, ispoljavajad
nckrotiéne promene karakteristiéne za bakterijo £, s, py.syringae, samo nakon inokulacije izvriene
safem K&-514 (Arscenijevid | Smiljana Scemac, 1993),

X Odgajivacke i fiziolodke odlike

Proucavani sojevi, i kontrolni £ armylovora, nejednako se razvifaju na pojedinim podlogama
(tab. 1), Na MPP ta razhika | nije 10lko zrazena koliko na ostalim supstratima, Jer, izuzey 2ule
boje kolonija, karakteristicne zizolst K813 (12 Jrerbicola), ostali sojevi formiraju belicastokrem,
sitnije kolonije, okruglaste i ravnih ivica, Nu podiozi obogadenoj 5% saharozom (NAS) kolonije
lzolata Du-373 | K&-514 Imaju shican razva): okrogle su, krem boje Espuptene; one ni Kingovoj
podlozl B i Mluoresciraju, stvacajudi zelent pigment, koga ostall sojevi § £ amylovora ne protzvode
(tab. 114).

Samo sajevi . amylovora, na podlozl sa 55 saharoze (NAS) | na selektivnog, Crosseovoy i
Goodmunovoj (CG) podiazd, imaju karakterlstidan rizvoj tolko izraZen za ova bakteriju i donekle
sojevi Du-573 | K§-514, va koje smatramo da imuju shicnosti sa £y, py. syringae (Lab, 114),

Na Crosseovoj i Goodmanovoj (CG) podioz pojavljuju se i najvece razlike u izgledu irazvoju
kolonifa (tab, 1), Jer, na njoj s¢, kao pogodna) podlozi za razvoj £, amylovora, Sojevi ove bakterije
rizvijoju ispoljavajudi sve odlike veste, Ostult sojevi imajo vrlo usporen razvoy kolonija ili se kolonije
na ovo‘!, selektivnoj, podiozi uopsie § ne pojavijuju (tab, 1),

Sto se tice ostalih karokteristika, svi sojevi, proudavani i kontrolni (£. amylovora), negativno
s¢ boje po Gramu; izuzey sojevi Du-573 | K514, koji su fluorescentnl (Pus, pv, syringae) ne
stvaraju fluorescentni nk ruZicasti pigment, a 2uti proizvodi samo soj K8-513 (£ herbicola). Tipiéno
stvaranje levana ispoljavaju sojevi KS-514, K3-523 i kontrolni (£, amylovora); sojevi Du-501 |
K3-513 su negativon a soj K8-373 nejasan ili slabo pozitivan. Indoli amaonijak ne stvara ni jedan soj,
158 proizvodi simo soj K$-523 dok je ponasanje sofit K8-573 varijabiino (tab. 2}, Niteate redukuju
Du-501, K$-513 | K8-523; ostali sojevi (Du-573, K3-514 | kontrolni) su negativini, Nejednak je i
razvoj na 34°C 1 36°C, kao i tolerantnost prema NaCl, zatim | kod reakeija pri meil crvenom 1estu
I testu stvaranja redukojucih supstanci iz saharoze, proizvodnji ureoze | fosfataze (1ah. 2).

Svi sajevi, kao | kontrolpi, medutim, su oksidazoo negatival, acrobno tazlaZu glukozu, ne
stvaraju arginin dehidrobizn, lecitingzy, ni fenll mlanindezaminazu, ne hidrolizuju skrob, niti
prouzrokuju truleZ kriski krompiea (tab, 2i4); stvaraju katalazu i izuzev soja K3-523 razlajuo zelatin
{tab. 2-4).

4. Razgradnja ugljenikovih Jedinjenja

Ko | v prethodnim, biobemijsko-fiziolotkim | drugim proutavinjimi (tab, 2), testirani i
konteolni (12, amylovora) sojevl ispoljavaju shicnost, oli | razlike | pel konséenju ugljemh hideatu
{tab, 21 3). Tako D glukozu, fruktoza, Lo arabinoza, D keiloza, D manitol, 1 gatokiozu i glicerol
korlste svi sojevi (tab. 3). U pogledu razgradnje faktoze, skroba i salicina reakelfu je negotivon,
Ostale decere jedni sojevi razgraduju, a drugi ne (tab. ).
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Diskusijn

Prilikom fzolovanja 1. amylovera b tKiva abolelih vocaka, na podlozise, sim ovog patogena,
pojavijuju i kolonije drugih pakterija, neujednadenog izgleda i razlicitin bakierintodkih
karakteristika. S ohzirom i 10 da se pri izolovanju ovog patogena, 8 manjim il vecim uspehom,
mogu Koristiti razne podioge (MPP, NAS, Kingovi 13, CG | dr.) bilo je od interesy prouditl kako
¢e so avi razliciti supstrath ponasatl u natem slutiju, Ovo tim pre, jer povecano Sirenje | sve veci
ckonomski znacaj £ amylavora postiji sve wktuclnija pitanja u nas, u time & pofreba za Ceidim
izolacijama bakterije i laboratorijskojf analizi obolelin uzoruka, prispelin s terena, Otuda Sto he2a i
pouzdanija identifikacija patogena ima svoje puno apravdunje,

Ispostavilo s, naime, da se sve navedene pudioge uspesno mogu koristitl za jzolovanje E.
amylovora u lahoratorijskom radu. All, podioga sa 54 saharoze (NAS) i Kingova BB ponajvise
odgovaraju. Jer, na prvoj (NAS) se vec poste dva do tri dana od zolacije, razvifaju krupne,
hetidastosive kolonije karakteristiene za ovu bakteriju, ali (za /s, pv.syringae, Lakode sve udestalijeg
patogena vocaka (Arsenijevic, 1970, Arsenijevic isaradmei, 1991, Arscnijevic |
Smiljuna Sremac, 1993),

Prema tome, samo uveZbana | dovoljno struéna lica mogu, u ovoj fazi identifikaesje ove dve
bakterije, uoditi nijanse njihovog razlikovanja (Lelliott | Stead, 1987) Tuko, vec tredeg
dana, ako se dva dana nakon izolacije sa ravae podioge, i Pelri kutije, razvijene kuloaije preseju
na kosu Kingovu podiogy B, nastije fluorescencija, odnusn0 pojava zelenog pigmenta, u
slucajevima razvoja kolonija bakierije Ps. pyv. syringae il njegovoy odsustva, kadu je £, amylovora
prisutna na ovoj podiozi (Arsenifevic | saradnici, 1991, Arsenijevi¢ 1 Smiljana
Sremuac, 1993).

Medutim, priltkom izolovanja E. amylovora, osim kolonijn tipiénih za ove dve spomenulte
buklerije, pojavijuju se i atipicne kolongje, milik avim bakterijama (5. pv. syringae | E amylovora),
ili sasvim drugacijih karakteristika, S obzirom Ja ovako nastala situacija moZe oLeXiti i usporiti
identifikacione postupke u laboratorijskom radu, a kod nedovaljno iskusnih osoba fzazvatl
pogreske | zabune izazvati, o poznavanje karakteristika 1 ovih atipidnih bakterija, od posebnog je
ynadaja, U natem dosadasnjem rado pokazalo se da jo bakteriju /.8, pv. syringae, Cije je prisusivo
u uzorelma obolelih vodaka sve Sedée, moguce rekitivno 1ako | brzo dokazat (Arsenijevic |
Smiljana Sremac, 1993). Ali, prsusivo anipicaih hakterija, takode cestih pratiocs lzolovanji
E, amylovora, mode provzrokovali | neodekivine poteskoce (Mitrev, 1993). Jer, n odekivinju
£, amylovora na podiozi s tazvijaju druge, stiéne ili razhitite bakterije, Ova pogotova kad su v
pitanju starije vocke, narudito dunje i kruske, osobito u slutajevima kada su izostule uvobi¢ajene
mere agrotehnike i zadtite vocuka.

Poznato je da populaciju patogenih bukierija, u zasadima vodaka, prate razne saprofitske
bakterife, izrafenog antagonistickog dejstv, ni 5@ se ukazuje i koo na potencijalne agense
hloloskog suzbijanja patogena. Na primer, prisustvo cpilitne populacije saprolitskib formi
bakterije Psendomonas fluorescens (Trevisan) Migula u zasadima obolele trefnje u Engleskoj,
antagonista ckonomski veoma znacajne bikterije 5. pv. morsprunormim Wormald) Young, Dye
el Wilkie (Crosse, 1965, 1971). 1, antagonisticko dejstvo £. herbicola (L4hnis) Dye u
voénjacima SAD, ispoljeno prema £ amylovora, patogenu jabuke sl (Goodman, 1965, 1967).

Navedene primere, koji ukizuju na pratecu saprofitsku floru bakterije L. amylovora,
potvrduju | nadi rezultati dobijeni prilikom proutavanja sojeva, predstaviiki razaih grupa
hakterija, izolovanih iz tkiva obolele kruske i dunje, Inficicanih ovom baktenjom (tab, 1-4). Tuko
fzolat K§-5 14, poreklom sa kruske, ispoljivi sve karakteristike patogene bakierije .. pv.syringae.
Njemu s¢, po mnogim svojstvima, fzuzev odsustva patogenosti i nejednake reakelje u pogledu
koridenju saharoze, priblizava soj Du-573, zolovan iz oholele dunje, Ali, on ne ispoljuva patogenc
odlike (tab, 4). Soj K&513 (porcklom s kruske), s obzirom na Zutu boju kolonija i druge
hakteroloske odlike, tipitan je predstavalk bukterije E. herbicola (D y e, 1969, Gibbins, 1978,
Arsenijevié, 1992), 3o ukazuje i na znadajnust nalaza ove viste u nas (tab. 1-4). Preostala dva
soja, Du-501 (izolovan s dunje) i K&-523 {(parekion § kruske), apatogenih karakieristiki i razlicitih
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bakieriolokih odiika, mogli bi se, za sada, svistatl u grupu neidentinkovanib bakterija, pre-
dstavnika saprofitske populacije, prisutne u zasadima obolelih vo¢aka na ispithvanom podrudju. A
sve o zajedno, ukizuje § na potencijalou moguénost blolaske borhe, koriséenjem saprofitskih
bakterija protiv patogene £, amylovorda u nas, &0 bi duljim cksperimentima trebalo | potvediti.

Zakljucak

Prilikom izolovanja £ amylovora, na podlozi se teste mogu pojavitl 1 kolonije sajeva
drugadijih karakteristika od onih tipi¢nih za ovu bakteriju.

Proutavanjem njihovih patogenih, odgajivadkih 1 biohemijsko-fizioloskih odlika, proizilazi
sledece:

- Dva soja, K3-514, poreklom s obolele krutke,i Du-573 (izolovan s dunje), sudedi na osnovu
ispoljenih karakteristika, pripadaju bukeerdji 25, pv. syringae, jer s njom ispotiavaju najvecu slinost
(tab. 1-4).

- Soj Ki-514 ispoljava jasne znake patogenosti, osobito na nesazrelim plodovima vidnje.
Drugi so0j (Du-573), iako sli¢nih bukteriologkih karakteristika, ne poseduje ova odliku,

- Soj K$-513 tipitan je predstavnik bakierie FE. herbicol, $ kojom s¢ skoro u potpunosti
podudara, §to se tite odgajivatkih | hiohemijsko-fiziologkih karakteristika (1ab. 1-4).

- Preostala dva soja (Du-501 | K8-523) nisu za sada mogla bitl sa sigurnodéu identifikovana,
te je verovatno da pripadaju saprofitskoj populacijl bukterija, pratioca E, antylovora u zasadima
votaka,

- Prema tome, patogenu bakteriju £, amylovora prate kako fitopatogena (Ps. pv. syringae)
takoisaprofitska mikroflora, $to moZe ukazati i na moguénost antagonistickog dejstva i eventualnu
perspektivu bioloske borbe, koristenjem saprofitskih bakterija protiv patogene veste £ amylovora.
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CHARACTERISTICS OF SOME ATYPICAL STRAINS OF THE BACTERIA
OBTAINED IN THE COURCE OF ERWINIA AMYLOVORA ISOLATIONS

y
M. Amsenijevid
Faculty of Agricultune, Novi Sud

S, Mitrey
Iustitute for Agriculture, Strumics

Summary

1n this paper the strains as representative separate groups of bacterlal colonies, which fllow
isolutions of bacterium Lrwirnia amylovora (Burrill) Winsiow ¢t if, were investigated, The purpose
of the present study was (0 test the atypicul strains puthogenicity and to verify properties by
marphological, biochemical and physiologiest 1t (tables 1-4).

Our investigation showed that atypical strains differed smong themselves and in relation to
15, amylovora, the causul ageot of fire blight disease,

From five isolutes examined, two stroins (K3-514 and Du-373) showed propertics of Psete
domonas syringae Py, syringae Van 1all bacterium and ope Isolate (K3-513) had the same
characteristics as Erwinia herbicola (Lannis) Dye (table 4).

“Ihe other twostrains (Du-501 and K§-523) probably belongto the populalinnnrsuprophyliu
bacterln which cxist in fruit (ree archards,



