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PATOGENE I IlAK’I’ERI()L()gKE KARAKTERISTIKE ERWINIA
AMYLOVORA, PARAZITA KRUSKE I DUNJE U MAKEDONLJI"

Proudene su patogene, odgajivadke i biohemijska-fizlolodke odlike osam jzolata
i dva reizolata bakterija, zolovanih su abolelih votakn krugke i dunje, porcklom iz
Makedonije. ‘ '

Na osnovu postignutih rezultata proizlazi da svi prouayani sojevi pripadiju
bukteriji Emwinia amylovora, prouzrokovalu bakieriozne plamenjale voctaka. To
potveduje | kontrolni saf (1430) ove bakterije izolovan u Francusko).

Kljucne retii Erwinia amylovora, sojevi bakterije, patogenost, odgajivadke i
biohemijsko-fizlolodke odlike, bakteriozng plamenjada, krutka, dunja,

Uvod

Bakteriozna plamenjaca jabudastih vocaka, ¢iji je prouzrokoval Erwinia amylovora (Burrill
1882) Winslow et al 1920, registrovana je na podruc}u Makedonije krajem osamdesetih godina,
Bolest je pricinita velike materijalne gubitke u podrutjima gde je bila konstatovana | ispoljila je
tendenciju daljeg sirenja u drugim rejonima, Parazit je utvrden na krusci i dunji, @ u manjem
stepenu i na jabuci, Ovako naglo Sirenje i razvoj bolesti u Makedoniji nametnulo je potrebu sto
hitnijeg proutavanja patogena u cilju spretavanja daljeg 8irenja | preduzimanja odgovarajucih
mera zadtite. L

Istrazivanja su obavljena u fobakiériolodkoj laboratoriji Poljoprivrednog fakulteta u
Novom Sadu tokom 1991, 1 1992, godine. '

Rasprosteanjenost | ekonomski znada patogenn u Makedonlji

_ Prisustvo bukterije £ anlovora u Makedonji prvi put je konstatovano u toka 1980, godine, 8 zvani‘Eno
je objavijeno 1991, (Arsenijevié. isar 1991), Poslednjih godina bolest uzima sve jale razmere, a $ete
su katastrofalne, pogotovo na kruded § dunji, Ovako iznenadna pojava patogena, i 10 jakog intenziteta, ukazuje

*) Ovaj rad predstavljs deo mngmmkc teze pripremljene | odbranjene na Poljopriviednom fukultetu u
Novom Sadu, 15,07.1993, godine, pod rukovodstvom prof. Dr Momeila Arsenijeviéa,

This paper is a part of M.A. thesis prepared and defended on July 151993, at the Faculty of Agﬁbtillurc
in Novi Sad, supervised by prof. dr. Mom&ilo Arsenijevic as mentor,
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a pretpostavhie dis je Ilest o Wik prisutng o vidu manjil Zark$i na posruéju Makedonije | pre 1989,
godine, posto je pozaalo da su potrebne bar 2:3 godling za intenzivni razvoj holesti od podetk infekeije.

Bolest je do sada utvedeni u sledecim rejonima: Devdelys, Stramics, Stip, Raduovidte, Vinics, Veles,
Kavadarer, Bitol), Skaplje, Gostivar, Ohrad | Kicgvo,

Ukupna poveSina na kojoj je boleat Fegisteovana procenjuje se na oko 500 ha poxd krushom | oko ot i
pod dunjom, Vedr deo zasada na ovim povesinar je vee iskréen, s preostali deo trebalo e dinse ke do
keajs 1991, godine, Ukupni troshovi z kefenje ko TO0,000 abolelih stabaka § sadnju novib vocuka iznosi oko
14 DEM po stabilu, pa se Steta u Makedoniji procenjuje na ohsr 10,000,000 DEM.

Shnptuml bolesti

Bakterija £, amvovoru patazitic sve delove jabucastih vocukn, potevi od ovets, cvetniti Ursk,
plosdova, igéa, mladary, grana i dehlin (s 1-3),

Obiéna se pevi simptomi boleati pojavhupi rno b profeee na ravijenin evelavima, Hakierijn dospeva
u evet preko nektarskil 2eada, odakle se intenzvng £iri preko tutka, (e promene na cveiovimi pustaju sve
oditije. U poderkin, na eyetovimi se Hodivigu viazne pege, koje potom, 2a desclak dana, postiju timne hoje,
o evetov s sude, potpuno pocrne | zumira. L daljem ramvoju holestl, bakterijase preko evelnih itk innni
susedno ligée, koje postepeno dobija ernu haju, subh v | lzumire, sl ne otpada vel ostaje  granama (k1)

Inficirani mladi plodovi pocene, v po ajihovo) povesing s formiraju sitne kap bakicryskog eksudata,
poste &egi plodovi potpuna zunicn.

Pri optimalnoj viaznostl | temperaturl, bolest e brzo ik o miadarima, 1o nujadim intenzilelom
keajem maja | 1okom juni mesecs, U roku leta bolest se Jasno primecuje a ispoljens sinptomi ukazuju na
prisutnust hakterije £, armyolovora (s 113}

N M
\ R

S, 1. - £ amylovora, Tzgled obulelog lsca kruske. Prirodna zaraz,
£, amytovora. The look of the diseased fesves of pear, Natural infection,

Prisustyo bolesti jasno je bzeadeno § o vidu rakerani na starijim granama | deblu. Na obolelm mestimas
paknriéno thiva je jako ispueano | udubljeso (s 3), 8 njegovim Hustenjem i skidanjem jasnose uadava prelins
fomedu zdravog 1 bolesnog dela, Obolelo thivo postaje tamnije od drivog i postepeno fzumire. Kod nekih

gring, gde s¢ ove promene Prsienasio rzviu i spajaju, pornji deo iste grane iumire, sude¢s se (sl 2)
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S 20« b amylovora, Susenje pogednih grana obolele kruske, Prirodni zaraza,
B amlovora, Drying of same branch of a discased pear, Natueal infegtion,

S 3 - £ amylovora, Nekrozai pucanye kare debljih griani obolele keuske, Prirodni zaraza,

L amyvlovora, Neerosis and bark cracking of the thick branch of o diseased penr, Natural infection.
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Krajem maju i tokom juna 1989, 1 1990, godine, usled obilnih padaving, zpa2s se fakn produkeija
bakterijskoy cksudata, Naradito intenzivio sivaranje eksudatp prisutno je kod rak-rana na deblu i starijim
granama, gde se eksudat obilnije slivi po biljei, prema zemljidtu.

Ul toku vegetscije, jade obolele vocke lako se uofavaju i sa daljing, te zbog njihovog tpicnog izgleds,
odaju ulisak kao da su vatrom spaljenc.

Materijul | metode

Opfta tehunka koritéena u radu. - Pripremijene hraoljive podioge sterilisanc su w autoklavii na 115°C
tokom 20 min. Ciste kulture bakterija presejavane su samo na hranjiva podiogu NAG, s 2% glicenina
(Psallidas i Dimova, 1986) 1 inkubirane u termastatu na 25°C uvremenu od 24k

Riljni matenjal sa koga su izolovane bakierije spaljen Je poste upatrebe, o Isti postupisk primenjen je
§ 200 mladare na kojima je proveravana patogenost baklerije.

zolovanje bakterije. - Tzolacija iz abolehh uzoraka veiena je nu uobidsjeni nudin, koridéenjem
maceririnog thiva | zasejavanjem Maceratiy ni mesopeptonsiu podiogu obogacenu 5% sahurozom (NAS)
(Schaad, 1980, Lelliott | Stead, 1987 Arsenijevic, 1988, 1992) i na selektivau Crosseovit i
Goodmanovu (CG) podlogu, (Crosse | Goodman, 1973).

Bakterije su zalovane uglavnom iz rakerani debljil grana, uzimanjem sitnijih fragmenata ni prelazu
bolesnog i zdravog (Kiva.

Zasejane Petri kutije odeZavane su 2-3 duna u termostilu na 25°C, a Eiste Kulture, presejavance su nay
kosu hrantjivie padiogu NAG sa 2% glicerina (NAG), pormodu bahteriologke petlje {inkubirane 240 na 25°C
u termostaty, nakon dega i fuvane u fridideru na 4°C,

Svi dohijent izofati, kao ¢iste kulture, ispitivani su pomocu 5§ dilerencijalnih testova: hipersenzibilng
reakcljs na duvany, aglutinacijs na mikroshopskay plodics, bojenje po Gram-u, fluorescentnost na Kingovoj
podiazi B 1 inokulacya mladih plodova krudke. Ovi testovi su prefiminaeni @ slue za odabiranje samo
patogenih sujeva za daljy ispitivanfa (A rsenijevié far 1991),

Patogene odlike Erwinia amylovora, - £ proudavanje patogenib odiiki dobijenih izolata, upotrebljena
je suspenzit bukienga koncentraclje Sx107 celiafml, a sve mokulscije vedene su ubodom pomocy fgle,
Korlé¢eno je po 1 ponavijanja kod slededih testovi

- provers patogenosti na listovinu duvana i muskatle

- provera palogenosth na cvetovimi krudke

- provera patogenosti na zelenim plodovima krudke, kajsije, vidnje i ljive

- provera patogenosti ni mladarima: krudke, jabuke, dunje | vatrenog rna (Pyrocantha sp,).

Odgajivacke odlike patogena. « Odgajivadke odlike dobijenih izolata ispitivane su na sledecim
hranljivim podlogama: »

1) standardna mesopeptonski (MPT) podiogs

2) mesopeptonska podloga obogacena sa S% saharoze (NAS)

3) Kingova padiagas B (King B-podioga)

4) Selektivin Crosseova | Goodmanovs (CG) podloga (Arsenije Vi€, 1988, 192),

Od odgajivackih karakteristika nisovim pedlogama posmaleane su: oblik katonija, bojs, konzistencijs,
providnost, izgled ivica, veliding, prisusivo il odsustvo tamnog centra, sluzavost | slidno (Arsenijevie,
1988, Crosse | Goodman,1973).

Osim toga, proudavane su i sledede odgajivatke odiike: bojenje po Gram-u, stvaranje fevana,
fluorescentnog 1 rudicastog pigmenta prema metodama oplsanim od steane Arsen fjevién (1988, 1992),
razvo] ni 34°C § 36°C (Sehaad, 1980), wlerantnost prema 5% 1 7% NaCl (Lelliol i Steud 1947),
hidroliza skroba, razlaganje 2efating Sutic i Panié, 1969), stvaranje amonijaka (Goodman, 1975),
stvaranje 1128 12 peptona (Schaad, 1980), stvaranje indaly (Klement et al, 1990), redukeija nitrata
(Sutié 1 Panté, 1969), hidroliza eskuling (Lelliott i Stead, 1987) i tvina 80 prema (Klement
etal, 1990).

Biohemifko-fiziototke odlike sojeva, « w. < Kod ovih proucavanja korideent sa sladedl testovl:
pektoliticks aktivaost ny keiskama krompira (Arsenijevié, 1988, 1992), aktivnost oksidaze, katalze,
(oslataze, lecitinaze § ureaze, oksidativao-feomentativai (O/°) test n podiozi sa glukozom, metabolizam
argining, metil-cevenl test, redukyjuce supstince iz saharoze i stvaranje fenilalynindezaminaze premi
metodama opisanim od strane Letliota | Stenda (1987), Avkenijevica (1988, 1992) 1
Klementa ctal (1990).

b. - Koridéenje ugljenih hidrata b2z D glukoze, D fruktoze, ralinoze, metil -1 -plukozida, D gulokioze,
D ksitoze, L ramnoze, salicina, L seabinoze, I manitola, D trehialoze, eskuling, dekstrna, dulcitala, glicerola
i skroba, ubavljeno je metodama koje navade (Arsenijevi¢ (1988,1992) iKlement ¢t al (1990).
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¢ - 7 proudavinje stvaranja bazi 2 organskily Kisclina, koris¢ene su: mravlja, maleinska, oksalng,
limunska, henzolng, sircetna | L vinska kisclina (Arsen ijevic, 1988),

Rezultati

Izolovanje hakterije i opdte karukteristike dobijenih sojeva

Ve broj fzolacija bakierije su obolelih vocaka, obavljen je na podlozi sa 5% suharoze (N AS),
si koje su i dobijene iste kulture bakterije (81, 4). Kolonije na ovoj podiozi imaju karakteristicne
odlike bakterije £, amylovora 110 specilitnO uveéanje-levan tipa, prijivobelu do krem boju, ravac
vice 1 providnu periferiju, kao | tamniju tacky u sredistu kulonije, Ovakve kolonije su presejane
na hranljivua podiogu sa 2% glicering (NAG), u epruvetu i ukljudene u dulja ispitivanja

S1. 4. - £ amylovora. Izolovanje bakterle na podlozi obogaceno) saharozom (NAS).
E. amylovora, Bacteria isolation an a medium enriched with sacchrose (NAS),

Izolacije su obavljene i na selektivnoj podloz, kojusu dali Crosse | Goodman, 1973
(CG-podloga). Na ovoj podiozi najbric sc razvijuju kolonije L. amylovora. One su sa
karakteristiénim udubljenjima na povesini kolonije, svetlijom periferijom i tamnijfim centrom
kolanije, to je karakienisticno za ovu bakteriju.

Prisustvo atipienih sojevit pri ovoj izolaciji na selektivnoj podioz, slabije je izraZeno u odnosu
na hranljivu podlogu sa 5% sahiroze (N AG), na kojoj s¢ 1 atipi¢ne bakterije dobro ruzvijaju,

Na hranljivoj podlozi sa 5% saharoze (NAS), testo § atiplnl sojevi Imaju veoma slicne
kolonije sa bakterijom E. amylovora (Mitreyv, 1993, Arsenijevié | Mitrey, 1995).

Izolacije obavijene u Loku mirovanja vo&iki manje su uspesne u odnosu na one fzvriene
tokom vegetaclie, kada su simptomi bolest jasno izraZeni, Sojevi Cuvani u frizideru pri 4°C, koo
Giste kulture, nd kosoj podiozi sa glicerinom (NAG), zadrlavaju svoju vitalnost oko 6 mesech.

Izolacijama je dobijeno ukupno 157 sojevi bukterija. Sujevi koji pokazuju pozitivae rezaltate
u pogledu hipersenzibiine reakeije duvand, aglutinacije na mikroskopskoj plodici i prisustva kapi
hakteriskog cksudita na miadim plodovimi kruske, @ negativie na Kingovoj padiozi B i prilikom
bojenja po Gram-u, ukazaju na karakieristike bakterije I amylovord.
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Od ukupno 157 lzolovanih sojeva, 47 poreklom sa kruske i 36 sujeva sa dunje ispoljaviju
pozitivnu reakciju kod gore spomenutih (estova,

Dobijeno je i 34 netipiena soja, medu kojimi 17 ukazu Ju na karakienstike apatogene forme
E. amylovora, a 11 sojeva ispoljavaju karakteristike hakterije Pseudomonas syringae py. syringae
(Mitrev, 1993).

‘Tokom ovog rada, za dalja biohemijska i fizioloska istraZivanja odabrano je 8 sojeva i 2
reizolata, kao predstavnika pojednih lokaliteta Makedonije i jedan autentidan soj bakterije 1,
amylovera dobijen posredstvom prof. M. Arseni Jevica iz Prancuske (tab, 1),

Tab. 1. - Sojevi £, amylovora dobijen za istraZivanja odgajivackih i
biohemijsko-fizioloskih odlika
L amylovora stains used for cultural and biochemical-physiological investigations

Hr Soj Lokalitet Gadina izolaclje
No Strain Lacality Year af isolation
¥ Du-39 Devidelijs 199

2 RDu-550/1 Vinica 1491

3 Du-554 Stip 1991

q, Du-568 Rosoman 1990

5 K3$-89 Hitolj (20U

6 K4-580 Kivadure 1991

7 K3-559 Veles 1991

5 IRKS-560/1 Radovisie 14991

9., K4-570 Skoplje 1991

1 J-60 Bitolj 1990

11 1430 France /

* ) Sojevi iz kalekeije bakteriju prof de M. Arsen ijevien, kojase odeaZovi u baklenolodko
laboratoniji Poljopriviednog fakulteta u Novom Sadu,

Strains from the collection of bacteria of Prof, dr.Ars e n jevié kept at bacteriological labara-

tory of the Faculty of Agriculture in Novi Sad

Patogene odlike ispitvanih sojeva

Pravera patogenostt na listovima duvana ¢ muskaile, - Svi patogent sojeva £ anmylovora
prouzrokuju hipersenzibilnu reakeiju listovis duvana § muskatle u 1ok 24h. Nije bilo razlike kod
ove dve biljke u pogledu hipersenzibilnosti prema ovoj bakterijl 1 drugl autori (Arsenijevic i
sar, 1991) navode da je hsce muskatle POZOANO zi proveru patogenostl bakterija o pojavu
hipersenzibilne reakcije.

Provera patogenost na cvetovima kruske. - Veltatka Inokulacifa cvetovi kruske pokazata je
da su evetovi veoma osctljivi na prisustvo bakrerije £, amylovora. Promene na inokulisanim
evelovima su uolljive nakon 2-3 dana stijana u viaznoj komord, Cvetovi na mestu uboda postaju
tamnije boje i viaznog izgleda i ta promeni se Sirf PO celog evetnog Sasic, krunicaim Listicima, dréci
t zelenom detu pri osnovi eveta. Boja evetova je tamnomrka do erna. Cvelovi ne otpadaju nego
ostaju povijeni na grandici i vise, 4

Poste 5-10 dana od inokulacije evelova, Bakterija prodire kroz tkivo dalje od liséa, koje se
postepeno menjit, dobijajud tamnomrku do ernu boju. Takvo I¥ée ne otpada nego ostaje osudeno
da visi na granticama, '

Nakon 10 dana od inokulacije, pa nadalje, bakterija se 8iri kroz tkivo grandici tako da se sva
nekroticna mesta oko inokulacije spajaju medu sabom | cela grandicaizumire, najkasnije 20 dana
od inokulacije. Boja pokoricnog tkiva se menja, postaje tamniga, masnog izgleda, naborana i suvil,
Pri zaseku skalpelom, uotava se meka boja tkivat, kako u korl, tako i u drvenastom delu, odnosno
posle dvadesetik dana nastaje potpuna destru ketja tkiva inokulisane kruske,
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Sojevt E. amylovora dubijeni sa dunje 1 jabuke, podjednako prouzrokuju promene nd
evelavima krudke koo 1 sojevi s kruske.

Provera paiogenosit na mibadim, nezrefan plodovima kruske { drugih vocaka. - Vedtadka
inokulacija mbadih plodova kruske, visnje, kajsije i $lpve, pokizuje da ih ova bakierlja padjednake
parazitira, nezavisno od 10ga sa ko domaudina je fzolovana.

Tako na plodovima kruske, sorte viljamovka, nakon 3-4 danu od inokulacije, uodavaju se
pekraticno-prsienaste pege oko uboda f pogavi sitmih ki bakteripkog cksudata (1. 5). Narednih
dana stvaranje bakterijskog cksudita je obilnije, njegova hoja je bela do krem, a kasnije postaje
tamnija, Za nedelju dana ceo plod potpuna nekretira i zumiee,

Svi sojevi £, amylovora, nezavisao sa Kog domading polidu, ujednacenn s¢ ponadiaju na
miadim plodovima kruske,

Na plodovimit kajsije, sorte madarski najbolja, nakon mekulicye stvara s¢ nekroza oko
ubada u tkivo ploda, Sviizotati nisu se ujednaceno ponagali, Neki su sojevi prouzrokoval nekroz,
i drugl ne, Pojava bakteriskog cksudata ovde je Lzostala,

S1. 5. - £ anylovora, Nerozd iva s pajavi krupaih kaps pakteryskog eksudata na plodovima
krutke, Vestatka inokulaciia ubodom pomodu igle uz koriséenje supsenziie bakterija
koncentracije 10° celia/ml.

E. amylovora. Tissue necrosis and appearince of large drops on of bacterinl exudute on the pear fonts. Ar-
piticial inoculntion by necdle wsing Bacterind wuspeesion 10® cells/ml,

Plocovi visnje, sorte haymanova konzervai, sporije reaguju poste inokufacije od plodova
dhyive 1 krudke, Nakon 4-5 dana od inokulaciic nastaju nekrotiene promene oko uboda, bez kapljics
bakterijskog cksudata, Narednih nekoliko dana plodovi su potpuno ohuhviéent nekrozom bez
baktenjskog cksudata,

Ved nikon 48h plodd 3jive, sorte steile, ispoljivii prisustvo viaznih pega oko ubada sa sitnim
kapljicama bakterijskog eksudata, makon trl dana gornja inokulisani povring je tamnija | viaZim,
xa prisustvom mnogobrojnih vedih kaptfica hakterijshog ecksudata, lztazitn pogodnost plodova
hjive sorte stenlef kao testa patogenasti hukterije L, amylovora i pojava baktenskog cksudata istice
PArsenijevid isar (1991),

Pravera patogenasti na mladarima vocaka i vatrenog (ma, - Promenc Kod vatrenog trna su
mnogo sporije nega kod ostalih biljika domadina, Za potpunu nekrozu Inokubisinih miadara
potrebno je vise od 10-15 dana,
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Kod svih ispitivanin mladara domading, reakeia Je pozitivan, Nezavisno od toga a koje biljke
fzolovani sop potice, podjednako se ponafa na ispitivanim miadanma kruske, dunje, jabuke |
vatrenog trna,

Kod mlidara kruske, dunje | jabuke, prve promene se pojavijuju oko mesta uboda u vidu
nekroze, poste 3-4 dana, Narednih 2-3 dana nekrotica veh mladara sa tendencijom daljeg Sirenja
prema osnovi, Za 10-12 dana nekrotira ceo miadar.

Odgajivacke odlike ispitivanih sojeva

Na mesopeptonsko) podioz (MPP) kelonije su ujednacene kod svih ispitivanih sojeva £
amylovora. Posle tri dana razvoja odlikuju se¢ malim dimenzijama, velicine oko 1 mm; okrugle su,
svetlovave 1 belidaste; nisw ispupdene | raviih su ivica, o

Na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj sa 5% saharoze (NAS), posle 3 dani razvoga u
termostatu kolanije su okrugle 3-4 may u precniku, raviih ivica, ispupéene i sjajne, prijavabele do
krem baje. Prisutna je tamnija tacka v sredistu kolonije i svethja periferijo, Narednih dana rizvoja,
kolonije gube kanzistenciju 1 postaju shezaste | spigaju se preko cele povidine hranljive podloge.
Nije registrovan deugi tp kologija.

Na Kingovoj podlozi B3, kolonije su sitne, okrugle, pre¢nika oko 1-2 mm, ravnily ivica i malo
(spuptene, bele hoje, nisu fluoreseentne; gledano prema svetlu nist mutne nego svetlucave | sa
radijalnin su prugama,

Kod selekuvne Crosse-Goodmanove (CG) podioge, kolonije su posle & dana rzvoja krupne,
Inpupene, 2-3 mmu precniku, ravnih ivica kod mangih  talasastih, kod veeih kolonja ¢ij je pretnik
3 mm. Prisutni se mang f veda udubljena po povesini kolonija, nalik kraterima, Periferija jo
svetlija, a centar kotonija tamniji.

Kontrolni soj iz Francaske (1430), isto se ponasa u pogledu odgajvackin odiika kao | domadi
sajevly samo na Kingovoj podiozt B, gledano prema svetlu, kolonlje su mutne « nemaju radialne
pruge,

Sojevt koji su ukluten: u spitivanie odgajivackih odiika pokazuju veliku homogenost u
njihovim razaim reakeijima, Negativoe reakelje su potvrdene kod: bojenja po Gram-u, razvojs u
vodenom kupatilu na 34 1 36°C, 1oleraninosth prema 7% NaCl, stvaranfa ruzidustog | Zutog
pismenta, kao 1 kod redukeije nitrata, bidrolize skeoba, eskulina i tvina 80. Stvaranje amonijuka,
indola 1 sumpor-vixdonika, eskuling | tvina 80, Stvaranje amonijaka, indela i sumpor-vodonika
otsustvuje., Poztvae reakete su kod: stvaringi levana, wlerantnosti prema 5% NaCl razlaganga
zelatina,

Nije zabelezena razlika o nijednom testu, osim kod hidrolize eskuling, gde je reakelja
neujednacena, Od deset sojevi, i su pozitiviu o ovom testu, a preostalib sedam | konteoini sj iz
Francuske (1430), su negativie do skabo pozitivne reaketje. Kontrolnl soj iz Prancuske kod
preostali testova ini potpund iste odike kao | ispitivani sojevi iz Makedonije (tab, 2),

Biohemijsko-fizioloske odlike sojevad

Ustanovijena je velika homogenost medu ispitivanim sojevima u pogledu biohemijsko-
fizioloskih odlika, koriséenga uglienth hidrati | organskib kiseling, Pozitivai rezultati zabeleZeni su
kod slededih testova stvaranje levana, aktivnost katalaze, redukujoudih supstanci iz saharoze, O/F
testa na podioz si glukozom (Kako praaerebaim tako fu anacrobnim uslovima gajenja) i razlaganje
Zelatina (tab, 2).

P'roucavani sujevi su pokazal negativae rezultate kod stededih westova: aktivnost lecltinaze,
oksidaze, fosfataze, fenilalamndeziminaze, urcaze, metil-crvenog testa | metaholizma argining
(tab, 2). _ _

Ovi rezultati se - potpunosti podudaraga i istraZivanjima koja su obavijena u drugim
remljama (Paulin et al 1973, Dye, 1969, Vantomme ¢t al 1982, Sehaad, 1980,
Psallidas v Dimova, 1986, Van der Zwet | Kell, 1979), kao i sa rezuktatima koje
Je ispoljio kontrolni soj E. amylovora (1430) poreklom lz Francuske (tib, 2 3).
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Tah, 2. - Odgajivacke { hiohemigsko-fizioloske odlike sojeva k. amylovora

Cultural srid biochemical-physiological properties of £, annlovora striins

Test Sogevi iz Sof 1430 Poddach iz lterature
Makedonye Strain 1430 Literalure
Steains lrom
Macedonia
Bujenje po Gramu - Gram eaclion . - -
Swaranje « Production of:
uorescentnog pig. -
fluorescent plgy . -
rudicastog pig. = piok dilussible pip, = . -
JULog pig, = yellow plg . . .
levany - levan + * il
FOS iz peptana - 1125 Gom pepone .
NIy« N1y - .
indola - indole -
Hidroliza - Hydrolysis of:
2eluting - pelatin + + +
eskulini < aexkulin * - i+
skroby - starch . - .
tvina 80 - tween 8 -
Redukcija nitrata - Nitrate reduction -
Juzvoj ni « Girowth at:
'C . *
36°C . -
Tolerantnost prema - Toleranee of,
54 NaCl + + s
706 NaCl . .
Metil-erveni test « Methyl red test . .
Redukujude supstance iz saharose «
Reducing substance from sucrose + + A il %
O/ test na glukozi - O/F on plucose
< aerovni uslovl - acrobic i 1 +
<anacrobni uslovi < anaerobic | * +
Metabolizam hrgaming -
Arpinine dibydiolase fesdt .
Aktiviostl = Activaty of.
- oksidaze < oxiduse - .
- Katalaze - catalase 1 + +
- fosfataze < phosphatase - nt

«lecitinaze = lecihinase

< UECUZ0 - uTense

< fentlalonindezimingze -

phenylalanindeminnse
Trutel keiski keompira - P
otitue slices rot

+ = pozitivna reakeiin - positive eaction
< pegativig Teakelin = negalive teaction
= varijabilna reakelja « varable reaction

ng = Nje teshirano - nol lested
U Paulin etat1993,Dye, 1

Dimova, 1986, Van der Zwel i Keil, 1979

969, Vantomme ol nl 1982, Sehand 1950, Psallidas 1
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‘Lab. 3, - Koriséenje uglienih hidraa i organskih kisclina od strane
proutacvanih sojeva E. wnylovora
Carbon compounds and arganic acids utilization by £ amylovord strains

Test Sojevi Soj 1430 Podaci iz literature
Maukedonije ™
Strains from Strain 1430 Literalure
Macedonia

1) glukoza = D glucose + + 4

ralinoza = mhinose . . &

frukioza - fructose 4 + +

L ramnoza « Lo ramnose + * -l

saharoza - susrose + + +

L arabinoza « L arabinose | + +

D ksiloza < ) xylose + + +

metil-a-D-glukozid - . .

methyl-alfa-D-glucoside - - .

malioza - maltose - ~

D manitol « D manitol . + 4

1D galaktoza - D galactose + + +

dulcitol = duleitol . . -

D trehaloza - D tehalose . + “+

glicerol - glycerol + * +

laktoza - lactose - - -

dekstrin « decstrin - -

eskulin - aesculin . . -

skrob < starch . . -

salicin - aalicin - - <0t

mrwvlja Kiselina - formic acid + + +

malcinska kiscling - maleic acid + 1\ 4

oksalna kisclina - oxalic acid 4 + +

limunska Kisclina «citric acid il . +

neetatna Kiseling - acetic acd 3 + +

L tartaratna kiseling « L artaric achd - - -

benzolna kisclina - beazoic acid . . -

4 = pozitivia reakcija - positive reaction

- = negotivna reakedji - negative reaction

4 = varijahilna reakeija «vatiable reaclion

ng = nije testirane = not tested

L Paulin etal 1973, Dye, 1969, Vantomme cl s 1982, Schaad, 1980, Psallidas i
Dimoya, 1946, Van der Zwel | Keil, 1979,

Diskusija

Bakteriju E. amylovora, kao prouzrokovad bukteriozne plamenjade jabudastih vocuka, sa
sigurnodcu je prvi put utvrdena u Makedoniji 1989, godine, $t0 je | zvani¢no ohjavijeno
Arsenijevié isar, 1991, Arse nijevic i Pani¢, 1992a). Pretpostavija s¢ da je bakierija
u podrudjima Makedonije bila prisutni i pre 1989, godine.

Tokom nadin proudavania, za izolaciju parazita koridéeni su uzorel skoro iz svih podrudja
Makedonije, a dobijeni rezultati ukazuju Ja je parazit prisutan u mnogim lokatitetima. Uocljivo e
da ovaj patogen napada pretezno zasade puoct krugkom i dunjom, a stabo one pod jabukom, Ovo
se podudard sa zpaZanjima i drugih autora u drugim mediteranskim zemijama, kao SL0 j¢ Greka
(Psallidas, 1990) i Turska (Oktem, 1990), a $to se slaze | sa podacima Arsenij cvidu i
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wr, (1991),Arsenijevica i Panida,(1992b), Panica | Arsenijeviéa (1991,1992).
Ovo navodi na moguca specifitnost ponasanga parazita u podrudju Medierana, zbog klimatskih
faktora il usled nejednake agresivaost bakterije u 0dnosu na svoe domadine ispoljene u avem
regionu,

Ukupna registrovana povrding na kojoj je prisulii avi bolest u Makedonji procenjuje sena
oko 500 ha krugke 160 ha dunje. Nije zabelezeno krenje zasaca pod jabukom. Materijalna Steta
SC procenjuje na oko 10,000,000 DIEM, Veliki ckonomski znaca) ave baklenje Isticu |
Arsenijevié @ Pani¢ (1992, b)iPamc Arsenijevi€ (1992).

Nije registrovana razlika u otpornosti pojedinih sorll na tereau, kuko krugke tako i dunje,
§o se takode slaze s podacima Arsenijevicéa i Panica (1992) i Panica i
Arsenijevida (1992),

Simplomi ispaljent na obalehm vockama identicni su veé opisanim u lterawri, u deugim
zemiamin Ispaljavaju se v karakteristicnom obliku na svim delovimi obolele vocke: stablu,
granama, iicu, mladarinid, cvetavima i plodovimit.

Iz obolelin bilpnih delova, porekiom iz razliditih podrucja Makedonije, izolovano je 157 Cistih
kultura bakterije, od kojih j¢ 84 pokazalo odlike bakterje £, amylovora. Tzolacne su preteino
yriene pa hranjivoy podlozi sa 5% saharoze (NAS), & manje na selektivnoj Crosseovoj |
Goodmanevo) (CGY poddiozt. Na prvo) podiazi, kolonije su krupne, levan tipa, prijavobele do keem
haje, ravnih ivica, providne periferije 1 sa tamnijom tackom u sredistu kolonije. O ukupno 157
sojevat izolovanh s obelele kruske i dunje, odabrano je osam reprezentativiih sujeva | dva
reizolaty za detaljnija ispitivanja, $10 je i predmet Bvog rada (tab, 1,2, 3).

Kod proucavanji odgajivackin odlika ove bakterije, pokazalo se da je selekhivnd (CG)
podioga pegadaija 2 izokicije ad hrapljive podloge abogadene sa 5% saharoze (NAS). Ova
pogodnust prowlazl iz Loga, gto spomenuta podioga onemagudava razvoj atipicnh i suprofieskib
hakterija, kao i deugih mikroor ganizimd, i favorizije raayo) . amylovora.

Patogenc odlike ispitivanii sojeva ukazuju nu izrazily homogenost koo 1 ujednadenest v
pogledu bakterioloskin kurakteristika (tab. 2 1 3). Tako svi proutavani sojevi L. amylovora
prouzrokuju hipersenzibilnu reakciju fica duvani | mudkatle, izazivajudi nekrotitoe pege i pojavu
bakterijskiog eksudata na miadios pledovima krudke, Nezavisno sakog domadina policu, sojevi
ove hakteriye ispoljavinu st stepen patogenosti na vestackl inokulisanim mladarima krugke, dunje
i vatrenog troi.

Ispitivani sojevi pokuzuju izrazitu homogenost 1 v pogledu odgajivackih | biohemijsko-
fiziologkih odlika (tab. 213), $10 s¢ pududara sa ranije abavljenim proucavanjima ove bakterije !
strane mnogih istrazivata (Dye, 1969, Van der Zwet | Keil, 1979, Schaad, 1988,
Arsenijevicisar 191, Psallidas @ Dimova, 1986, Paulin ctal 1973) i sa odlikama
kontrolnog soja (1430) iz Francuske.

Zakljutak

Na asnovu rezultata dobijenth takom ovib istraZivanji moZe se zakljuditi stedede:

- Bakterija £, amylovora je prouzrokovac patogenih promena na Krusc, dunji i jabuci u
Makedoniji. Pretpostavija se da je ona u avon podrudju bila prisutna i pre 1989, godine.

. Usled destruktivnog dejstva patogena iskrteno je oko 500 ha kruske [ 60 ha dunje,
uglavnom u drustvenom viasnistvu. Povisine su sigueno i vede ako se uzau v obzir i vocnjaci
privatnog viastnistva, za koje nema tadne evidencije,

- Materijatac Stete usted dejstvin ove bakierije, dostigle su u 1990, godint vrednost od 0ko
[0L000.000 DEM. _

- Patogenost proudavanih sojeva dokazano je razicitim testovima i 10: vedtatkom in-
okulacijom evetova kruske, plodova kruske, djive, kajsije | visnje, miadara kruske, jabuke, dunje i
vatrenog trna, kao i pojavom hipersenzibilne reakere lisca duvina i mudkatle. Postignuti rezultati
pakazuju da se sojevi medu sobom ujednadeno ponadaju i da razlike nisu znadajne. Nezavisno sa
kog domaéina je soj dobijen, podjednako se ponasa ni inokulisanoj krudci, dunji | jabuci.
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- Odgajivacke | biohemijsko-fiziolodke odlike ispitivanih sojeva se u potpunosti podudaraju
sa podacima iz literature i kentrolnim izolatom L. amylovora, poreklom iz Francuske, Proudavani
sojevi pokazuju veliku homogenost i u svim ostalim odlikama (tab. 1, 2, 3),
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PATHOGENIC AND BACTERIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
ERWINIA AMYLOVORA, THE PATHOGEN OF PEAR AND QUINCE-TREES
IN MACEDONIA

b

SoMiteey
[nstitute of Agriculture, Steumica

Summary

Fire blight, caused by Fewvinia amylovora (Burnill 1882) Winstow ct al, 1920, is very destruc-
tive disease for pear, quince and less to apple tree in Macedonia, The pathogen recently a
quarantine bacterium for our country, has already been caused considerable damages with
tendency of further spreading.

The purpose of the present study was; (1) 10 show cconomic importans and distribution of
E. amylovora in Macedonia, (2) 10 test their palogenicity, (3) to verily their propertics by
morphological, biochemical and physiological tests and (4) to compare the strains isolated in
Macedonia with autentic strain from France,

The discase was registered in 15 communities or the total surface of Macedonia was
estimuted of about 500 ha under pear and about 60 ha under quinee trees, Great part of these
surfaces was already cleared. The expenses for celaning and planting new scediings could be
estimated on about 10,000,000 DM,

From cighty three isolates of £ anmylovora, 47 from Pear and 36 from quince trees, solated
during 1991 and 1992, exght isolates and two reisolates were studied in detail (tub, 1, 2 and 3),
‘The strains were examined by morfological, biochemical, physiological and pathologieal features
(tab. 2 and 3). These properties indicate that all E. amylovora investigated strains constitute o
homogeneous populations, regardless of their host plant, place (locality) or date of isolation.

Our investigation showed that strains from Macedonia are identical 1o £, amylovora,
bacterium the causal agent of "fire blight” discase of the pomaceous trees and that it did not
constitute a special steains of the pathogen,



