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U radu su proucene patogene i biohemijske odlike fitopatogenih bakterija izolovanih
iz glavica komoraca sa simptomima trulezi. Proucavani sojevi prouzrokuju trulez glavica
komoraca, vestacki inokulisanih, plodova paprike, kao i kriski mrkve i krompira i pri tome
ispoljavaju izrazenu pektoliticku aktivnost. Proucavanjem bakterioloskih odlika utvrdeno je
da su su izolovani sojevi Gramnegativni, ne fluoresciraju na Kingovoj podlozi B, glukozu
metaboliSu i u aerobnim i anaerobnim uslovima, ne stvaraju levan i oksidazu. Na osnovu
navedenih karakteristika zaklju€eno je da ispitivani sojevi pripadaju rodu Pectobacterium.

Proucavani sojevi ne stvaraju fosfatazu, lecitinazu, indol, redukujue supstance iz
saharoze, a na Loganovoj podlozi formiraju karakteristicne kolonije ruZziCaste boje sa
tamnim centrom. Na osnovu ovih, ali i rezultata ostalih diferencijalnih testova za vrste
roda Pectobacterium (metabolizam ugljenih hidrata, razvoj pri 5% NaCl, osetljivost prema
eritromicinu), zakljuceno je da vlaznu trulez komoraca prouzrokuje bakterija Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum. Ovo je prvo saopstenje o nalazu ove bakterije kao patogena
komoraca u Srbiji.

Kljucne reci: komora¢, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, vlazna trulez,
patogenost, bakterioloske odlike.
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UvVOD

Komorac¢ (Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae) je jednogodisnja zeljasta bi-
ljka poreklom sa podru¢ja Mediterana, gde se najvise i gaji, naro¢ito u Francuskoj
i Italiji. U ishrani se koristi lis¢e komoraca, kao i zadebljale lisne drske koje for-
miraju glavicu. Upotrebljava se kao zac¢inska biljka, a iz semena se mogu dobiti
etarska ulja lekovitih svojstava (Pinovi¢, 2000).

U nas se ne gaji u komercijalne svrhe, a i malobrojni pokusaji njegovog
gajenja su ostali bezuspesni, usled pojave trulezi uskladistenih glavica visokog
intenziteta.

Simptomi bolesti glavica se ispoljavaju u vidu trulezi tkiva glavice, koje
postaje mrke boje i izrazito vlazne konzistencije (sl. 1). Obolelo tkivo je mrke
boje, a nesto svetlije nijanse na granici obolelog i zdravog tkiva. Trulez se veo-
ma brzo §iri zahvataju¢i glavicu u celosti, koja postaje prakti¢no neupotrebljiva.
Bolest ubrzo zahvata i ostale glavice, narocito ako su mehanicki oste¢ene tokom
prikupljanja, transporta i dr.

S obzirom da simptomi vlazne trulezi raznih povrtarskih biljaka mogu biti
prouzrokovani infekcijom fitopatogenim bakterijma pektolitickih svojstava u
obolelom tkivu (bakterije rodova Erwinia i Pseudomonas), cilj istrazivanja je bio
da se identifikuje prouzrokovac¢ ovog oboljenja. Tim pre $to fitopatogene bakte-
rije paraziti komoraca do sada nisu opisani u nas.

MATERIJAL I METODE

Izolovanje bakterije

Obolele glavice komoraca sa simptomima trulezi su najpre ispirane pod mla-
zom tekuce vode u cilju odstranjivanja necistoca i smanjenja populacije saprofit-
nih bakterija koje mogu zagaditi hranljivu podlogu i na taj nacin otezati izolaciju
bakterija, stvarnog prouzrokovaca trulezi.

Izolacija bakterije je vrSena standardnim metodom razmaza macerata na me-
sopeptonsku podlogu (NA) i mesopeptonsku podlogu obogacenu s 5 % saharoze
(NAS), radi provere eventualnog stvaranja levana. Macerat je dobijen gnje¢enjem
biljnih fragmenata sa granice obolelog i zdravog tkiva u 1ml sterilisane vode u
keramickom avanu, takode prethodno sterilisanom (Klement, 1990; Arsenijevic,
1997). Pojedinacne kolinije bakterija su posle 36-48 sati razvoja pri 26°C prihva-
tane 1 nanos$ene na zakosenu mesopeptonsku podlogu obogacenu s 2% glicerola
(NAGQG), radi kraceg cuvanja u kolekciji tokom istrazivanja.
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Provera patogenosti

Patogenost proucavanih izolata proverena je vestackom inokulacijom gla-
vica komoraca (zadebljalih lisnih drski), kriski krompira i mrkve i plodova pa-
prike. (Arsenijevi¢, 1997; Obradovi¢, 1999; Jovanovié, 1998a).

Glavice komoraca i plodovi paprike inokulisani su ubodom bakterioloskom
iglom, pri ¢emu je na ozledeno mesto naneta kap suspenzije bakterija koncentra-
cije 10® cfu/ml. Kriske krompira i mrkve su inokulisane nanoSenjem suspenzije
bakterija iste koncentracije u prethodno pripremljene ,,bunarcice*. Rezultati te-
stova patogenosti su ocitavani posle 24 i 48 ¢asova od inokulacije (Jovanovic,
1998; Obradovi¢, 1999).

Bakterioloske odlike

U ciljuidentifikacije sojevaizolovanih iz glavicakomoraca proucene subiohe-
mijske odlike karakteristi¢ne za pektoloticke bakterije rodova Pectobacterium i
Pseudomonas: razlikovanje po gramu, fluorescentnost, metabolizam glukoze (O/
F test), stvaranje levana, aktivnost oksidaze. Takode, prouceni su i diferencijalni
testovi za detekciju bakterija roda Pectobacterium prouzrokovace vlazne trulezi:
aktivnost fosfataze, lecitinaze, stvaranje indola i redukujucih supstanci iz saharo-
ze; metabolizam laktoze, maltoze, trehaloze i a metil glukozida; razvoj u podlozi
sa 5 % NaCl i pri 37°C; karakteristike razvoja na Logan-ovoj podlozi i osetljivost
prema eritromicinu (Lelliott i Stead, 1987; Arsenijevi¢, 1997; de Boer i Kelman
2001; Gardan i sar., 2003).

Kao kontrolni sojevi u istrazivanjima su koris¢eni C-1 (P. marginalis), KFB-
07 (P. c. subsp. atrosepticum), KFB-08 (P. chrysanthemi), KFB-085 (P. c. sub-
sp. carotovorum). Kontrolne sojevi bakterija roda Pectobacterium dobijeni su
ljubaznoscu dr Alekse Obradovi¢a, vandrednog profesora Poljoprivrednog fakul-
teta u Beogradu, na cemu mu se ovom prilikom najsrdacnije zahvaljujemo.

REZULTATI

Na mesopeptonskoj podlozi (NA) posle 24-48 sati razvoja pri 26°C, uocavaju
se brojne kolonije bakterija bele boje. One su sjajne, glatke, blago ispupcene,
pre¢nika 1,5-2 mm. Na pomenutoj hranljivoj podlozi, obogaéenoj saharozom,
bakterija ne stvara levan.

Proucavani sojevi ispoljavaju izrazitu pektoliticku aktivnost pri proveri
patogenosti. Prvi simptomi vlazne trulezi glavica komoraca uocavaju se posle
24 sata od inokulacije. Inokulisano tkivo je svetlomrke boje, a daljim razvojem
bakterije, trulez se §iri i zahvata glavicu u celosti (sl. 2). Potpuna trulez glavice
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SL 1- Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Trulez glavica komoraca
(prirodna infekcija).

Fig. 1 - Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Soft rot og fennel
bulbs (natural infection).

SL 2 - Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Vlazna trulez inokuli-
sanih glavica komoraca.

Fig. 2 - Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. Soft rot oh artificial
inoculated fenel bulbs.
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pra¢ena dezorganizacijom tkiva nastaje 4-5 dana od inokulacije, pri ¢emu tkivo
dobija mrku boju.

Simptomi vlazne trulezi inokulisanih kriski krompira i Sargarepe se uocava
ve¢ posle 12-15 ¢asova od inokulacije, a potpuna dezintegracije tkiva posle 24
sata. Trulez inokulisanih plodova paprike se pojavljuje 24 sata posle inokulacije
i intenzivno se Siri zahvatajuéi ih u celosti. Obolelo tkivo ploda ne menja boju,
njegov epidermis ostaje kompaktan, dok tkivo mezokarpa istruli u potpunosti.

Proucavani izolati su Gram negativni, nefluresciraju na King-ovoj podlozi
B, glukozu metaboli$u i u aerobnim i anaerobnim uslovima i ne stvaraju levan i
oksidazu. Na osnovu ovih odlika zakljuceno je da sojevi izolovani iz trulih gla-
vica komoraca pripadaju rodu Pectobacterium. Rezultati diferencijalnih testova
za vrste ovog roda pokazuju da nasi sojevi ne stvaraju lecitinazu, indol, fosfatazu.
Pri ovim testovima s identi¢no ponasaju i soj KFB 07 (P. carotovorum subsp.
atrosepticum) 1 KFB-085 (P. c. subsp. carotovorum), dok kontolni soj KFB 08
(P. chrysanthemi) daje pozitivne rezultate (tab.1).

Tabela 1 - Rezultati diferencijalnih biohemijskih testova.
Table 1 - Results of differential biochemical tests.
Izolati - Isolates

Testovi komorac
Tests KFB-07* KFB-085® KFB-08°
- fenel

Aktivnost- Activity _ )
Lecitanaza-Lecithinase - - - +
Fosfataza- Phosphatase - - - +
Indol-Indole - - - +

Metabolizam-Matabolism
Laktoze-Lactose + + + -
Trehaloze- Trehalose - + + -
AMG- AMG ¢ - + - -

Razvoj pri - Growth at
37°C -+ - + +
5%NaCl "‘f + + -
Eritromicin-Erytromicin R R R S¢
RSS—RCC® - + - -

a  Kontrolni soj P. c. subsp. atrosepticum — Check strain of P. c. subsp. atrosepticum;

b Kontrolni soj P. ¢. subsp. carotovorum — Check strain of P. ¢. subsp. carotovorum;

¢ Kontrolni soj P. chrysanthemi — Check strain of P. chrysanthemi;

d  a-metil glukozid — o methyl glucoside;

e redukujuce supstance iz saharoze - RCC — reducing compounds from sucrose;

f  rezistenost — resistance;

g osetljivost — sensitivity;

h  pozitivan rezultat — positive result;

i negativan rezultat — negative result.
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Izolati sa komora¢a na Loganovoj podlozi formiraju ruzicaste kolonije
precnika oko 2 mm sa tamno ruzicastim centrom. Ovakve kolonije na ovoj podlo-
zi obrazuje 1 kontrolni soj P. c¢. subsp. carotovorum, i one se znacajno razlikuju
od soja P. chrysathemi koja na Loganovoj podlozi formira tamno crvene krupne
kolonije i P. c. subsp. atroseptica koja na Logan-ovoj podlozi obrazuje sitne ko-
lonije crvenkaste boje.

MetaboliSu maltozu i laktozu, ali ne trehalozu i metil glukozid, i ne stva-
raju redukujuce supstance iz saharoze; razvijaju se u podlozi s 5% NacCl ali se
odlikuju slabim razvojem pri 37°C 1 rezistentni su prema eritromicinu (diskovi
15 mikrograma na hranljivoj podlozi (tab. 1).

Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢eno je da vlaznu trulez uskladistenih
glavica komoraca prouzrokuje fitopatogena bakterija pektolitickih svojsta-
va Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, patogen Sirokog kruga
domacina koji obuhvata brojne zeljaste biljke razli¢itih familija i rodova.

DISKUSIJA

Fitopatogene bakterije roda Pectobacterium obuhvataju Gramnegativne
bakterije sa izrazenom pektolitickom aktivnoscu, odnosno sposobnosti razgra-
dnje ¢elijskih zidova, Sto za posledicu ima potpunu dezorganizaciju inficiranog
tkiva (Arsenijevi¢, 1997). Patogeni su Sirokog kruga domacina koji obuhvata
brojne zeljaste biljke, a naroCito one koje tokom svog razvoja obrazuju organe
bogate ugljenim hidratima (krtole, korenove, zadebljale listove , lisne drske i dr.)
(Arsenijevi¢, 1997).

Po svojoj rasprostranjenosti se naroCito isti¢e bakterija Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum koja parazitira veliki broj biljnih vrsta
prouzrokuju¢i na njima simptome trulezi (Bradbury, 1986; Arsenijevi¢, 1997).
U Srbiji je eksperimentalno potvrdena kao patogen krompira, mrkve, paprike,
kupusa, karfiola, salate, celera, pastrnaka (Arsenijevi¢ i sar., 1994; Obradovic,
1996; Obradovi¢, 1999; Jovanovic, 1998a, 1998b; Arsenijevic i sar., 1996, 1997,
Gavrilovi¢ i sar., 2001).

Utvrdena je i kao patogen cvetonosnih stabala kupusa, pri proizvodnji semena
prouzrokujuci trulez cvetnih drski i stabla (Arsenijevi¢ i Obradovi¢, 1996). Pored
povrtarskih biljaka, poslednjih godina sve cesce pojavljuje i kao parazit ukrasnih
biljaka (kala, lala i dr.) (Obradovi¢ i sar., 2009; Nuh i sar., 2006). Biljke domacine
parazitira u polju, ali i tokom skladiStenja narocito u neodgovaraju¢im uslovima
cuvanja. Pri zarazama visokog intenziteta znacajno se smanjuje prinos i kvalitet
plodova, korena, listova i drugih organa parazitiranih biljaka (Arsenijevi¢, 1997;
Obradovi¢, 1996; 1999).
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lako su simptomi bolesti koje prouzrokuju bakterije ovog roda veoma
karakteristi¢ni, sli¢ni se pojavljuju i u slucaju infekcije drugim fitopatogenim
agensima (gljivama, bakterijama drugih rodova) pa i abiotskim faktorima. Stoga
je neophodno izvrsiti izolaciju bakterije 1 prouciti njene patogene i bakterioloske
odlike sa ciljem pouzdane detekcije.

1z obolelih uzoraka glavica komoraca sa lako¢om je izolovan veéi broj soje-
va P. c. subsp. carotovorum, koris¢enjem mesopeptonske podloge na kojoj se
kolonije bakterije uoc¢avaju 2-3 dana posle izolacije. Pogodnost mesopeptonske
podloge za izolovanje ove bakterije isticu i drugi autori (Arsenijevié i sar., 1996;
Obradovi¢, 1996, 1999; Jovanovi¢, 1998).

Proucavani sojevi ne stvaraju fluorescentni pigment na King-ovoj podlozi B,
glukozu metabolisu kako u aerobnim tako u anaerobnim uslovima, ne stvaraju le-
van i oksidazu. Na osnovu ovih odlika isklju¢ena je mogucnost da trulez glavica
komoraca prouzrokuju pektolitiCke bakterije roda Pseudomonas (P. marginalis
i P. viridiflava) koje se takode odlikuju Sirokim krugom domacina i na parazi-
tiranim biljkama prouzrokuju simptome trulezi (Arsenijevi¢, 1997; Obradovic,
1999; Gavrilovi¢ i sar., 2007).

Na osnovu diferencijalnih biohemijskih testova za bakterije roda
Pectobacterium ispostavilo se da izolati pripadaju Siroko rasprostranjenoj vrsti
P. c. subsp. carotovorum. Oni ne stvaraju redukujuce supstance iz saharoze ¢ime
se odlikuje P. c. subsp. atroseptica ali ni indol, fosfatazu i lecitinazu Sto je ka-
rakteristika P. chrysanthemi. Takode, rezultati ostalih difencijalnih testova (me-
tabolizam ugljenih hidrata, izgled kolonija na Loganovoj podlozi, razvoj u po-
dlozi s 5 % NaCl i rezistentnost prema eritromicinu) (tab.1) ukazuju da izolati sa
komoraca ispoljavaju odlike P. c. subsp. carotovorum i u punoj su saglasnosti sa
literaturnim podacima (Cother i Sivasthimparam, 1983; Lelliot i Stead, 1987; de
Boer i Kelman2001; Gardan i sar. 2003) . Iznenedenje je slab razvoj proucavanih
izolata pri 37°C i ne kori$¢enje trehaloze u metabolickim procesima, §to su ka-
rakteristike ove bakterije. Medutim, Janse i Spit, (1989) osporavaju pouzdanost
nekih diferencijalnih testova a medu njima i razvoj pri ovoj temperaturi.

Predstavnici roda Pectobacterium parazitiraju veliki broj predstavnika familije
Apiaceae, kao patogen komoraca navodi se i Pectobacterium chrysanthemi takode
prouzrokujuci simptome trulezi (Farrar i sar., 2002). Pouzdana detekcija bakterija
ovog roda je veoma znacajna, jer i pored veoma sli¢nih simptoma koje prouzrokuju
na obolelim biljkama, razlikuju se u pogledu ekoloskih zahteva $to je od znacaja
za proucavanje njhove epidemiologije i razrada mera suzbijanja. lako su navedeni
diferencijalni testovi pouzdani, za detekciju ovih bakterija se u danasnje vreme
sa uspehom koriste molekularne metode, $to je od velikog znacaja za utvrdivanje
patogena u reproduktivnom biljnom materijalu, kao i u biljnom tkivu bez vidljivih
simptoma bolesti, zemljistu i vodi (Degefu i sar., 2008; Laurila i sar., 2009).
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Komorac je novi domacin bakterije P. c. subsp. carotovorum u Srbiji, §to
ukazuje da se bakterija intenzivno $iri, nanose¢i znacajne Stete i omugucuje po-
stojanje inokuluma za ostvarenje novih infekcija biljaka domacina. Bakterija se
uspes$no odrzava u zemljistu, biljnim ostacima, maSinama za obradu, pa i uvo-
di za navodnjavanje, $to predstavlja znacajan nacin njenog Sirenja (Arsenijevic,
1997; Laurila i sar.,2009).

Poslednjih godina su izvrSene i znacajne promene u taksonomiji bakterija
ovog roda, posto su primenom molekularnih metoda utvrdene znacajne razlike
medu sojevima poreklom sa razli¢itih domacina i lokaliteta. To je rezultiralo
uvodenjem novih vrsta pa ¢ak i novih rodova (Gardan i sar., 2003; Samson i sar.,
2004). Ova raznolikost zasigurno utice i na epidemioloske karakteristika ove gru-
pe bakterija, $to je od velikog znacaja sa stanovista njhovog suzbijanja.
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ETIOLOGY OF SOFT ROT ON FENEL BULBS

VELIKO GAVRILOVIC, ZARKO IVANOVIC, SVETLANA ZIVKOVIC’, NENAD TRKULJA
Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade, Serbia

SUMMARY

Soft rot bacterial strains were isolated from diseased fennel bulbs. They
were characterised on the basis of its pathogenicity morphological, cultural and
biochemical properties. All investigated strains caused the soft rot of inoculated
fenel bulbs, pepper fruits as well as clices of potato and carrot. Results of bacte-
riological properties show that soft rot of fennel bulbs were caused dy Gram ne-
gative, nonfluorescent, facultative anaerobic, levan and oxidase negative bacteria
belonging to the genus Pectobacterium. The investigared strains utilised lactose,
grew at 5% NaCl and weak growth was recorded on 37°C; they are resistent to
erytromicin. Negative results were recorded in indol, phospathase, lecithinase
and reducing compounds pf sucrose tests. These results as well as the characte-
ristics growth on Logan differential medium indicated that sof rot of fenel bulbs
was caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. This is the first
report of this bacterium affecting fennel bulbs in Serbia.

Key words: fennel, soft rot, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovo-

rum, bacteriological properties.
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