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REZIME

Proucene su patogene, odgajivacke i biohemijsko-fizioloske odlike sojeva izolovanih
iz nadzemnih i podzemnih delova obolelih biljaka kale gajene u razlicitim lokalitetima u
Srbiji i jednom lokalitetu u Crnoj Gori. Svi proucavani sojevi ispoljili su izrazenu pektolitic-
ku aktivnost prouzrokujuci vliaznu trulez lisnih drski kale, kriski krompira, liski aloje ili sanse-
verije, a prouzrokovali su i hipersenzitivnu reakciju duvana. Prouc¢avanjem bakterioloskih
karakteristika utvrdeno je da promene na biljkama kale prouzrokuju Gram-negativni, neflu-
orescentni, oksidaza-negativni, katalaza-pozitivni i fakultativno-anaerobni sojevi bakteri-
je, koja prema navedenim karakteristikama pripada rodu Pectobacterium. Proucavani soje-
vi se razvijaju pri 37°C i u prisustvu 5% NaCl, razlazu laktozu i trehalozu, ne stvaraju indol i
lecitinazu. Navedeni rezultati, kao i karakteristi¢an razvoj na Loganovoj diferencijalnoj pod-
lozi ukazuju da je vlaznu trulez korena i prizemnog dela biljaka kale prouzrokovala bakteri-
ja Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Ovo je prvo saopstenje o pojavi P. ¢. ssp.
carotovorum kao patogena kale u Srbiji.

Klju€ne redi: Kala; Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; trulez stabla i korena;
bakterioloske karakteristike

uvoD

Kala (Zantedeschia aethiopica L. Spreng,) je viSego-
di$nja zeljasta biljka familije Araceae ¢ija je postojbina
Juzna Afrika. Ova vrsta je veoma cenjena u svetu cve-
¢arstva, kako zbog svog upadljivog i dekorativnog cve-

ta, tako i zbog ukrasnog lis¢a. U poslednjih nekoliko

godina proizvodnja rezanog cvela i ukrasnih biljaka je
sve znadajnija kod nas, a sve vedi zahtevi trzi$ta dovode
do povecanja proizvodnih povr$ina pod ovim kultura-
ma. Medutim, intenzivno gajenje cveéa, kako na polju
tako i u zadti¢enom prostoru, doprinosi i pojavi razli-
¢itih bolesti ovih biljaka. Bakterioze predstavljaju je-
dan od najve¢ih problema u proizvodnji kale. Pri po-
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voljnim uslovima za razvoj fitopatogene bakterije mo-
gu izazvati znacajnu materijalnu $tetu ili ¢ak u potpu-
nosti ugroziti proizvodnju (Snijder i Tuyl, 2002). U lite-
raturi se, kao najznacajniji patogeni, pominju prouzro-
kova¢ bakteriozne vlazne trulezi biljaka Pecrobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, zatim prouzrokoval
crne trulezi P. c. ssp. atrosepticum i prouzrokova¢ kr-
zljavosti, vlazne trulezi i uvelosti biljaka Pecrobacterium
chrysanthemi (Wright i Burge, 2000). Pored bakterija
iz roda Pectobacterium, Krejzar i saradnici (2008) su iz
obolelih biljaka kale izolovali i pektoliti¢ku bakteriju
Pseudomonas marginalis. Mesnati i so¢ni organi bilja—
kakale predstavljaju pogodnu sredinu za razvoj i Sirenje
ovih bakterija. Viroze kale prouzrokuju virus crti¢astog
mozaika (Dasheen mosaic virus, DMV) i virus bronza-
vosti paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV), a
od patogenih gljiva Pythium ultimum prouzrokuje po-
legnje mladih biljaka i Rhizoctonia solani i Phytophthora
cryptogea trulez biljaka (Wright i Burge, 2000).

U prole¢e 2006. godine, u plastenicima u dva lokali-
teta u Srbiji uo¢ena je pojava masovnog izumiranja ka-
le. Prve promene su uoéene na nadzemnim delovima
biljaka u vidu uzduznih pega vlaznog izgleda, svetlo-
do zeleno-smede boje (Slika 1). Zahvaéeno tkivo vre-
menom gubi ¢vrsto¢u, razmeksava se i biljka poleze.
Kasnije, promene zahvataju korenov vrat i koren (Slika
2) na ¢ijem se popre¢nom preseku jasno vidi razlika iz-
medu zdravog i obolelog tkiva (Obradovi¢isar., 2006).
Sli¢ne promene zabelezene su i u Crnoj Gori na biljka-
ma kale gajenc u zaiti¢enom prostoru (Gavrilovié i sar.,
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Slika 1. P, carotovorum subsp. carotovorum. Simptomi na
cvetu kale tokom ¢uvanja. Prirodna infekcija.
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2003). Razvoj simptoma na nadzemnim i podzemnim
organima kale prerastao je u masovno izumiranje bilja-
ka. Promene na biljkama u vidu vlazne truleZi ukaziva-
le su na moguéu bakterioznu prirodu oboljenja. S obzi-
rom da simptome truleZi mogu prouzrokovati predstav-
nici rodova Pseudomonas i Pectobacterium (Obradovié,
1999; Krejzar i sar., 2008) pristupili smo laboratorij-
skim ispitivanjima u cilju proucavanja etiologije i iden-
tifikacije prouzrokovacda bolesti.

MATERIJAL | METODE
Biljni materijal i izolacija

Prikupljeni su nadzemni i podzemni delovi obolelih
biljaka kale sa karakteristi¢nim simptomima vlazne tru-
lezi u podetnoj fazi razvoja iz dva lokaliteta u Srbiji (oko-
lina PanéevaiZrenjanin). Nakon njihovog dopremanja
u fitobakteriolosku laboratoriju Poljoprivrednog fakul-
tetau Beogradu, biljni delovi su najpre isprani pod mla-
zom tekude vode kako bi se sa povrsine uklonile nedis-
toce i brojni saprofitski organizmi koji bi mogli otezati
izolaciju patogena. Izolacija je vriena iz macerata dobi-
jenog gnjelenjem biljnih fragmenata, uzetih na prelazu
zdravog u obolelo tkivo. Kap tako pripremljenog mace-
rata nanoSena je bakterioloskom petljom, metodom raz-
maza, po podlozi od hranljivog agara (HA) u petri-kuti-
jama (Klementisar., 1990). Kutije sa zasejanom podlo-
gom su postavljene u termostat pri 27°C. Posle 48 h in-

Slika 2. P carotovorum subsp. carotovorum. Vlazna trulez
korena kale. Prirodna infekcija.
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kubacije, odabrane su pojedina¢ne kolonije i presejane
na novu podlogu radi dobijanja ¢istih kultura. Sojevi su
odrzavani periodi¢nim presejavanjem, a u svim testovi-
ma kori$¢ene su sveze kulture bakterija, stare 24 h, gaje-
ne na HA podlozi u termostatu pri 26-27°C. Svi prou-
¢avani sojevi se ¢uvaju u hranljivom bujonu sa 30% gli-
cerola (Schaad i sar., 2001), pri temperaturi -80°C u ko-
lekciji fitopatogenih bakterija (KFB) Instituta za fito-
medicinu Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Sojevi
iz kale poreklom iz Crne Gore (Podgorica), prethodno
opisani kao P. carotovorum, uvani su u kolekeiji fito-
patogenih bakterija Instituta za zastitu bilja i Zivotnu
stedinu u Beogradu, i upotrebljeni su za dalja uporedna
proucavanja primenom standardnih i diferencijalnih
testova radi identifikacije do nivoa podvrste.

Test patogenosti

Patogenost sojeva proveravana je ve$tackom inokula-
cijom lisnih dr3ki kale i liski aloje (A/oe sp.) suspenzijom
bakterija koncentracije 1x108 bakterija/ml. Inokulacija
je vr$ena ubodom u biljno tkivo vrhom automatske pi-
pete i ispustanjem 15 pl inokuluma na mestu uboda.
Kao pozitivna kontrola kori$éen je soj KFB 68 (P. ca-
rotovorum subsp. carotovorum). Kao negativna kontro-
la, fragmenti drske lista kale i liske aloje tretirani su na
isti nacin sterilnom destilovanom vodom. Nakon ino-
kulacije biljni materijal je postavljen u plasti¢ne kuti-
je u uslove povisene vlaznosti pri sobnoj temperaturi,
a rezultati su o¢itavani 24, 48 i 72 h posle inokulaci-
je. Lis¢e duvana sorte Xanthi inokulisano je suspen-
zijom bakterija, koncentracije priblizno 1x10% bakte-
rija/ml u tkivo mezofila lista izmedu dva bo¢na ner-
va. Infiltracija suspenzije izvriena je medicinskim $pri-
cem, iglom u tkivo sa nali¢ja lista. Kao pozitivna ko-
trola kori$¢en je soj KFB 145 (Pseudomonas syringae
pv. tomato), a kao negativna sterilna destilovana voda
(Arsenijevi¢, 1997). Rezultati hipersenzitivnosti oita-
ni su 24 h posle inokulacije.

Bakterioloske odlike

U cilju identifikacije sojeva izolovanih iz kale u Srbiji
i Crnoj Gori, prou¢ene su biohemijsko-fizioloske karak-
teristike bakterije primenom standardnih i diferencijal-
nih testova. Reakcija po Gramu utvrdena je postupkom
sa 3% KOH (Arsenijevi¢ i Jovanovi¢, 1995). Kao pozi-
tivna kontrola kori$éen je soj CM-1 (Clavibacter michi-
ganensis subsp. michiganensis), a kao negativna soj B-56
(Pseudomonas fluorescens). Pekroliti¢ka akeivnost izolo-

vanih sojeva proverena je inokulacijom kriski krompi-
ra. Stvaranje ﬂuorescentnog pigmenta posmatrano je na
Kingovoj podlozi B (Schaad i sar., 2001). Od biohemij-
sko-fizioloskih odlika prouten je metabolizam glukoze,
indola, trehaloze i laktoze, aktivnost oksidaze, katala-
ze i lecitinaze (Lelliott i Stead, 1987; Obradovié, 1996;
Arsenijevi¢, 1997; Schaad i sar., 2001). Od odgajiva¢-
kih odlika prouéen je razvoj bakterija pri 37°C i tole-
rantnost prema 5% NaCl u podlozi. Za diferencijaciju
pekeoliti¢kih bakterija kori$é¢ena je Loganova podloga,
koja omogucava razlikovanje bakterija na osnovu izgle-
da, veli¢ine i boje njihovih kolonija (Obradovi¢, 1996,
1999; Arsenijevié, 1997).

REZULTATI

Na podlozi od hranljivog agara, 48 h nakon izolaci-
je bakterija, primedeno je vise razli¢itih tipova koloni-
ja, medu kojima su preovladivale sivkasto-bele, glatke,
okrugle i slabo ispupcene kolonije. S obzirom na njihov
izgled i brojnost, birane su pojedinac¢ne kolonije nave-
denogtipaipresejavane su na svezu podlogu od hranlji-
vog agara radi dobijanja ¢istih kultura. Iz biljnog mate-
rijala poreklom iz Srbije izolovano je vi$e sojeva od ko-
jih je za dalja prou¢avanja odabrano 15. Od sojeva izo-
lovanih tokom 2001.12002. godine na podrugju Crne
Gore prouceno je devet. Izbor sojeva za dalji rad vren
je na osnovu pektoliti¢ke aktivnosti na kriskama krom-
pira i hipersenzitivnosti duvana. Rezultati istraZivanja
ukazuju da sojevi bakterije, izolovani iz obolelih bilja-
ka kale, poreklom iz dva lokaliteta u Srbiji i jednog u
Crnoj Gori, poseduju zajedni¢ke patogene i biohemij-
sko-fizioloske karakteristike (Tabela 1).

Svi proucavani sojevi ispoljili su izrazenu pekrolitic-
ku aktivnost prouzrokujuéi vlaznu trulez lisne drske ka-
le, lista aloje ili sanseverije, i kriski krompira. Takode,
prouzrokuju i HR duvana. Testom patogenosti na fra-
gmentima lisnih drski kale reprodukovani su simptomi
prirodne infekcije. Na inokulisanim lisnim dr$kama,
uoene su uzduzne pege, vlaznogizgleda, svetlo-smede
boje, ve¢ 24 h posle inokulacije (Slika 3). Promene tipa
vlazne truleZi su se prosirile na okolno tkivo, razmeksa-
vajudi gaipretvarajudi ¢itav fragment u bezobli¢nu, Zit-
ku masu mrko-zelene boje tri dana nakon inokulacije,
podsecajuéi na simptome uocene u uslovima prirodne
infekcije. Na listovima aloje prve promene se uoc¢avaju
48 h posle inokulacije u vidu mrko-zelenih vodenastih
pega (Slika 4), a dan kasnije pojavljuju se kapi zamude-

ne te¢nosti na mestu inokulacije. Karakteristi¢na vlaz-
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Tabela 1. Osnovne karakteristike proucavanih sojeva u poredenju sa ostalim prouzrokova¢ima vlazne trulezi

roda Pectobacterium
Soj Proutavani Proucavani P. c. ssp. P. c.ssp. P.
soievi iz Srbije sojeviiz Crne  carotovorum atrosepticum chrysanthemi

Test ) ) Gore (KFB 68) (Lic.) (Lit.)
Bojenje po Gramu - - - - _
Trulez krompira + + + + +
HR duvana + / + / /
Fluorescentnost na KB . - - - _
Aktivnost oksidaze - / - R _
Aktivnost katalaze + / + + +
Metabolizam glukoze OF OF OF OF OF
Razvoj pri 37°C* + + + - +
Razvoj u 5% NaCl* + + + + _
Stvaranje indola* - - . _ +
Razgradnja laktoze* + / + n _
Kori$¢enje trehaloze* + + + + B
Aktivnost lecitinaze* - - - - +

+pozitivna rcakcija; -negativna rcakdja; / nije testirano; KB- Kingova podloga B; HR- hipcrscnzitivna rcakcija; *- difcrcncijalni testovi za

Pectobacterium spp.; OF - oksidativno-fermentativni metabolizam glukoze; Lic. - podaci iz licerature (Arsenijevic, 1996; Schaad i sar., 2001)

na truleZ zahvatila je u potpunosti inokulisane kriske
krompira ve¢ 24 h posle inokulacije. Svi prou¢avani so-
jevi prouzrokuju hipersenzitivnu reakciju duvana.

Proucavanjem bakterioloskih karakteristika utvrde-
no je da opisane promene na biljkama kale prouzrokuju
Gram-negativni, nefluorescentni, oksidaza-negativni,
katalaza-pozitivni i fakultativno-anaerobni sojevi bak-
terije koja prema navedenim karakteristikama pripada
rodu Pectobacterium. Proudavani sojevi se razvijaju pri
37°Ciu prisustvu 5% NaCl, razlazu laktozu i trehalo-
zu ali ne i indol i ne stvaraju lecitinazu. Na Loganovoj
podlozi proucavani sojevi su nakon 24 h formirali ru-
zicaste kolonije pre¢nika 1,5 mm sa crvenkastopurpur-
nim sredistem (Slika SA). Kontrolni soj P. c. ssp. atro-
septicum formirao je sitne, krem-bele kolonije, pre¢nika
manjeg od 0,5 mm (Slika 5B), dok su kolonije drugog
kontrolnog soja P. chrysanthemi bile intenzivno i ujed-
naleno tamnocrvene boje, pre¢nika oko 2 mm (Slika
5C). Navedeni rezultati biohemijsko-fizioloskih testo-
va i karakteristi¢an razvoj na Loganovoj diferencijal-
noj podlozi ukazuju da je vlaznu trulez korena i prize-
mnog dela biljaka kale prouzrokovala bakterija P. caro-
tovorum subsp. carotovorum.
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DISKUSUJA

Proizvodnja cveca i ukrasnogbilja dobija sve vedi zna-
¢aj u Srbiji u poslednjih nekoliko godina. Ekonomski
efekti opravdavaju ulaganja u ovu vrstu proizvodnje, pa
se tako iz godine u godinu beleZi stalni porast povr$ina
na kojima se ove biljke gaje. Medutim, ni proizvodnja
cveca nije izuzetak kada su u pitanju $tete koje nasta-
ju delovanjem fitopatogenih mikroorganizama. Jedan
od najznacajnijih patogena kale je prouzrokova¢ bak-
teriozne vlazne trulezi P. carotovorum subsp. carotovo-
rum. Stete koje nastaju delovanjem ove bakterije prili-
kom gajenja kale mere se desetinama miliona dolara na
godi$njem nivou (Wright i Burge, 2000).

Tako su se 2006. godine pojedini proizvodaci ka-
le kod nas suotili sa ozbiljnim problemom masovnog
izumiranja biljaka gajenih u plastenicima. Na obole-
lim biljkama je uoc¢ena vlazna trulez lisnog rukavca i
lisnih drski, pocev od osnove stabla ka gornjim delo-
vima. Tip promena na obolelim biljkama ukazivao je
na mogucu bakterioznu prirodu oboljenja. Nakon mi-
kroskopskog pregleda obolelog tkiva, fragmenti pod-

zemnih i nadzemnih delova su obradeni postupkom za
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Slika 3. P carotovorum subsp. carotovorum. Vlazna trulez
fragmenata lisnih drski kale. Vestacka infekcija.

Slika 4. Vlazna trulez listova aloje. Soj: Kal (levo), KFB 68
(u sredini) i negativna kontrola (desno). Vestacka
inokulacija.

izolaciju fitopatogenih bakterija. Laboratorijskom ana-
lizom prikupljenih uzoraka obolelih biljaka iz dva loka-
liteta dobijeni su sojevi bakterija. Prou¢avanjem njiho-
vih patogenih i bakterioloskih karakteristika, ovi soje-
vi identifikovani su kao P. carotovorum subsp. caroto-
vorum (sinonim: Erwinia carotovora subsp. carotovo-
ra). Razlikovanje P. carotovorum subsp. carotovorum
od sli¢nih bakterija (P. c. ssp. atrosepticum i P. chrysan-
themi) vi$i se na osnovu karakeeristi¢nog razvoja i izgle-

Slika 5. Loganova podloga. Izgled kolonija: P carotovorum subsp. carotovorum (A); P. carotovorum subsp. atrosepticum (B); P

chrysanthemi (C).
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da kolonija na Loganovoj podlozi, razvojem u hranlji-
vom bujonu pri 37°C i u podlozi sa 5% NaCl, razlaga-
njem laktoze i trehaloze i sposobno$éu stvaranja indo-
la. Bakterija P. carotovorum subsp. carotovorum opisa-
na je kao parazit velikog broja povrtarskih i ratarskih
biljaka, ali je isto tako Stetna i kao parazit cveca. Pojava
bakteriozne vlazne trulezi kale ve¢ je ranije opisana u
literaturi (Wright, 1998; Bonaurio i sar., 2002). U na-
$em okruzenju, Jovanovi¢isar. (1998) i Gavrilovi¢ i sar.
(2003) opisali su pojavu trulezi biljaka kale u Crnoj
Gori, ne navodedi vrstu bakterija ve¢ samo pripadnost
rodu Erwinia odnosno Pectobacterium. U ovom radu
su, pored izolata iz Srbije, proucavani i sojevi izolovani
u Crnoj Gori od strane Gavrilovi¢a i saradnika (2003).
Na osnovu bakterioloskih odlika i diferencijalnih testo-
vaza rod Pectobacterium sojeviiz Crne Gore takode su
identifikovanikao P. carotovorum subsp. carotovorum.
Ovaj patogen je do sada uglavnom proucavan kao pa-
togen pojedinih povrtarskih biljaka (Gavrilovi¢ i sar.,
2001) ili krompira (Obradovi¢, 1996, 1999; Obradovié
i Arsenijevi¢, 1997) u nasoj zemlji. Ovo je prvi nalaz na-
vedene bakterije na kali u Srbiji.

Iako su sorte kale sa obojenim cvetom, koje pripada-
ju podfamiliji Aestivea, podloznije Stetnom dejstvu bi-
otskih i abiotskih faktora (Snijder i Tuyl, 2002), samim
tim i patogenim mikroorganizmima, svi sojevi kori§¢eni
u ovom radu su izolovani iz biljaka sa belim cvetovima.
Ove biljke su gajene u zemljiStu bez dodataka posebnih
supstrata, a navodnjavanje biljaka je vr$eno plavljenjem
zemlji$ta u objektu. Poznavajuéi natin i tehnologiju ga-
jenja kale u ovom zasadu i epidemiologiju patogena, ni-
je tesko zakljuditi koji su sve faktori doprineli masovnoj
pojavi vlazne trulezi korena i prizemnog dela ovih bilja-
ka. Pretpostavlja se da je patogen veé bio prisutan u ze-
mlji$tu ili je tu donet sadnim materijalom. Zalivanje za-
sada natapanjem i plavljenjem potpomoglo je njegovo $i-
renje na celokupnu povrsinu u objektu, a branje cvetova i
uklanjanje najstarijih listova rezanjem otvorilo je dodat-
navrata za prodor patogena. Uslovi temperature i visoke
vlaznosti u objektu, kao i osetljivost biljaka, odnosno nji-
hova fizioloska oslabljenost u zavr$noj fazi vegetacije, po-
godovali su ostvarenju infekcije. U takvim okolnostima
doslo je do zarazavanja veéeg broja biljaka i brzog Sirenja
simptoma, prouzrokujuéi promene jaleg intenziteta.

ZAHVALNICA

Ovaj rad je rezultat aktivnosti u okviru projekta TR-
20051 ,,Optimizacija primene hemijskih sredstava u za-
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§titi bilja poveéanjem efikasnosti dijagnosti¢kih meto-
daiprocenom rizika pojave bolesti, §teto¢ina i korova®,
koji finansira Ministarstvo za nauku i tehnoloki razvoj

Republike Srbije.
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Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum - the Causal
Agent of Calla Soft Rot in Serbia
and Montenegro

SUMMARY

Bacterial strains were isolated from above- and underground parts of diseased calla
plants originating from different localities in Serbia and one locality in Montenegro. They
were characterized by studying their pathogenic, cultural, biochemical and physiological
characteristics. All investigated strains caused soft rot of calla leaf stalks, potato slices and
aloe leaves, and induced hypersensitive reaction on tobacco. Bacteriological properties of
the strains indicated that symptoms on calla plants were caused by Gram-negative, nonflu-
orescent, oxidase negative, catalase positive and facultatively anaerobic bacterium belong-
ing to the genus Pectobacterium. The investigated strains grew at 37°C and in 5% NaCl, uti-
lised lactose and trechalose, and produced neither indol nor lecitinase. These results, as
well as the characteristic growth on Logan’s differential medium indicated that soft rot of
tuber and stem base of calla plants was caused by Pectobacterium carotovorum subsp. caro-
tovorum. This is the first report of this pathogen affecting calla plants in Serbia.

Keywords: Calla; Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Stem and root rot;

Bacteriological characteristics
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