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Oreolna plamenjaca pasulja ¢iji je prouzrokovac fitopatogena bakterija Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola ekonomski je §tetno oboljenje ove gajene kulture kod nas. U
ovom radu vrSena je izolacija patogena iz obolelog lis¢a pasulja sorti Oplenac, Slavonski
zutozeleni 1 Zlatko na hranljivi agar (NA) i podlogu obogacéenu saharozom (NSA). Patogenost
izolata je dokazana infiltracijom bakterijske suspenzije u mlade mahune boranije i pozitivnom
hipersenzitivnom reakcijom (HR) na listu duvana i muskatle. Biohemijsko-fizioloske odlike
ispitane su standardnim bakterioloskim metodama.

Pripadnost dobijenih izolata fizioloSkim rasama odredena je kori§¢enjem diferencijalnog
sortimenta Phaseolus spp.: Canadian Wonder, ZAA54 (A52), Tendergreen, Red Mexican
U13, 1072 P. acutifolius, ZAAS5 (A53), ZAA12 (A43) i Guatemala 196-B. Inokulacija je
vrSena atomizerom, prskanjem nali¢ja primarnog li§¢a bakterijskom suspenzijom. Dobijeni
rezultati ukazuju na najvecu sli¢nost izolata sa rasom 1 ove bakterije.

Kljucne reci: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, pasulj, rase.

UvOD

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder 1926) Gardan et al.
1992, prouzrokovac oreolne plamenjace (halo blight) Siroko je rasprostranjena i
ekonomski Stetna bakterija boranije i pasulja u svetu (Bradbury, 1986). Belezene
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su Stete u prinosu od 43% u UK i od 23-43% u Micigen-u (USA) u eksperi-
mentalnim uslovima (CPC, 2004). Bakterija P. s. pv. phaseolicola vrsi infekci-
ju Phaseolus vulgaris L. tokom perioda nicanja, intenzivnog porasta, cvetanja i
sazrevanja mahuna, a moze inficirati list, stablo, tacke porasta, mahune i seme
(Frison et al., 1990; Franc, 1998; CPC, 2004). Razvoj bolesti favorizuje hladni-
je 1 vlazno vreme. Schwartz (2004) navodi da P. s. pv. phaseolicola predstavlja
ozbiljan problem ukoliko se u toku 24 sata ili duze pojavi umereno hladna tempe-
ratura, ispod 80F (26.7°C) i visoka vlaznost (visa od 95%).

Na proucavanju rasnog sastava bakterije P. s. pv. phaseolicola radio je veéi
broj istrazivaca (Walker i Patel, 1964; Epton i Deverall, 1965; Coyne et al., 1967;
Guthrie, 1968; Poryazov, 1976; Balaz, 1985, 1989; Edington, 1990; Mabagala
i Saettler, 1992; Taylor et al., 1996a, Fourie, 1998; Kiryakov, 2001; Lamppa et
al., 2002; Fourie et al., 2004). Prema ranijim navodima utvrdeno je postojanje
dve rase P. s. pv. phaseolicola (rasa 1 i1 2) na osnovu reakcije sorte Red Mexican
U13 (Walker i Patel, 1964). Ove dve rase opisane su u Evropi (Epton i Deverall,
1965; Wharton, 1967; Taylor, 1970), Novom Zelandu (Hale i Taylor, 1973),
Africi (Boelema, 1984; Msuku, 1986; Edington, 1990), Severnoj Americi (Patel i
Walker, 1965; Guthrie i Fenwick, 1967) i Latinskoj Americi (Buruchara i Pastor-
Corrales, 1981). Balaz (1985, 1989) je u nasoj zemlji utvrdila prisustvo rase 2
ove bakterije. Treca rasa poreklom iz Afrike opisana je na osnovu reakcije sorte
Tendergreen (Taylor i Teverson, 1985; Mabagala i Saettler, 1992).

Prema najnovijim literaturnim podacima (Taylor et al., 1996a, Fourie, 1998;
Kiryakov, 2001; Lamppa et al., 2002; Fourie et al., 2004) utvrdeno je 9 fiziolos-
kih rasa bakterije P. s. pv. phaseolicola na osnovu reakcije diferencijalnih sorti
P. vulgaris (Canadian Wonder, ZAA54 /A52/, Tendergreen, Red Mexican U13,
ZAAS5 /A53/ 1 Guatemala 196-B) 1 P. acutifolius (1072 1 ZAA12 /A43/). Taylor
et al. (1996a) navode da su rasa 1, kao i rase 5, 719 izvedene od originalne rase
1, rase 2, 6 1 8 od originalne rase 2, a rase 3 i 4 od od originalne rase 3.

Cilj ovog rada bio je prikupljanje veceg broja obolelih uzoraka pasulja, izo-
lacija i identifikacija P. s. pv. phaseolicola i identifikacija fizioloskih rasa patogena.

MATERIJAL I METODE

Izolacija bakterije vrSena iz tri obolela uzorka pasulja (sorte Oplenac,
Slavonski zutozeleni i Zlatko) iz macerata biljnih fragmenata dobijenih sa prela-
za zdravog i obolelog tkiva lista na hranljivu podlogu, NA (Nutrient Agar; Fahy
i Hayward, 1983) i podlogu obogacenu sa 5% saharoze, NSA (Lelliott i Stead,
1987). Za dalji rad je odabrano 6 reprezentativnih izolata, pod slede¢im Siframa:
TPS5, TP6 (poreklom sa sorte Oplenac), TP11, TP12 (poreklom sa sorte Slavonski
zutozeleni), TP16 i TP17 (poreklom sa sorte Zlatko).
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Provera patogenosti izolata vrSena je infiltracijom bakterijske suspenzije
(koncentracije 10°-107 ¢el/ml) pomocu medicinske igle u mlade mahune boranije
(Balaz et al., 1995) i u lis¢e duvana i muskatle (Klement et al., 1990).

Za proucavanja biohemijsko-fizioloskih odlika ispitivanih izolata izvedeni
su sledeci testovi: aktivnost oksidaze (Kovacs, 1956), katalaze (Dye, 1962), stva-
ranje zelenog pigmenta — fluorescencija (King et al., 1954), oksidativno-fermen-
tativni metabolizam glukoze (Hugh i Leifson, 1953), redukcija nitrata (Kiraly et
al., 1970), razlaganje zelatina (Lelliott i Stead, 1987), hidroliza skroba i eskulina
(Lelliott 1 Stead, 1987), stvaranje sumpor vodonika iz peptona (Goszczynska et
al., 2000), stvaranje indola (Kiraly et al., 1970) i stvaranje kiseline iz ugljenih
hidrata (Dye, 1968).

Odredivanje rasa prisutne bakterijske populacije bakterije P. s. pv. phase-
olicola vrseno je na osnovu reakcije diferencijalnih sorti Phaseolus sp., prema
metodi koju opisuju Taylor et al. (1996a).

Za ova proucavanja je koriS¢eno osam razlicitih genotipova Phaseolus spp.
(Canadian Wonder, ZAAS54 /A52/, Tendergreen, Red Mexican U13, 1072 P. acu-
tifolius, ZAASS /A53/, ZAA12 /A43/ 1 Guatemala 196-B). Biljke su gajene u
kontrolisanim uslovima staklenika. Sejanci razli€itih genotipova Phaseolus spp.
inokulisani su u fazi potpuno razvijenog primarnog lis¢a (10-ak dana nakon zase-
javanja semena). Inokulacija je vrSena atomizerom, prskanjem nali¢ja primarnog
lis¢a bakterijskom suspenzijom koncentracije 3x10® ¢el/ml (podeSene pomocu
McFarland-ove skale). Lis¢e je inokulisano prskanjem suspenzije u tkivo obe
strane glavnog nerva, pri ¢emu je rasprskiva¢ atomizera postavljen na udalje-
nost 1-2 cm od povrsine lista. Izvr§ena inokulacija se manifestovala pojavom
dve vlazne pege (water-soaked), pre¢nika oko 0,5 cm. Zatim je udaljavanjem
atomizera na razdaljinu 10-15 cm isprskana cela povrsina lista. Nakon izvrSene
inokulacije, biljke su odrzavane u klima komori, u uslovima visoke vlaznosti (90-
100%), temperaturi od 19+£1°C i dnevnom rezimu svetlosti.

Ocena ostvarene infekcije vrena je tokom 10 dana nakon inokulacije, kori-
S¢enjem skale od 1-5 koju navode Innes et al. (1984):

1 = crvenkastomrke nekroti¢ne pege u zoni inokulacije sa obe strane glavnog
nerva (visoko otporno),

2 = crvenkastomrke nekroticne pege sa vlaznim pegama u tragovima (ot-
porno),

3 = nekroza ali viSe rasprostranjene vlazne pege u zoni inokulacije (slabo
osetljivo),

4 = sitne vlazne pege (pre¢nika<lmm) rasprostranjene po celoj povrsini
nalicja lista (osetljivo),

5 =krupnije vlazne pege (prec¢nika 1-3 mm) rasprostranjene po celoj povrsini
nalicja lista (vrlo osetljivo).
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Na osnovu ispoljene reakcije lista, utvrdivana je pripadnost rasama prema
shemi datoj od Taylor et al. (1996a). Znakom + oznacene su sorte koje su ispoljile
reakciju sa ocenama od 3-5, a znakom — sorte sa ocenama 11 2.

Reakcija diferencijalnih Phaseolus spp. prema rasama P. s. pv. phaseolicola
(Taylor et al.,1996a)

Rase Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola

Sorta Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa Rasa
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Canadian Wonder + + + + + + + + +
ZAA54 (A52) + + + + — + + + +
Tendergreen + + - - + + + + +
Red Mexican U13 - + + + - + - + _
1072 P. acutifolius + - + - - + _ + +
ZAAS55 (A53) + + - - - + + + +
ZAA12 (A43) + - — _ _ + _ _ B
Guatemala 196-B - + - - — + _ + _

REZULTATI

Bakterija P. 5. pv. phaseolicola je uspesno izolovana iz obolelog lisc¢a pa-
sulja na standardnu hranljivu podlogu NA na kojoj su se nakon tri dana razvoja
obrazovale bele kolonije, okruglastog oblika, ravne, pre¢nika oko 2 mm. Na NSA
podlozi kolonije su biserno-bele, krupne, sluzave, konveksne, levan pozitivne.
Na King B podlozi svi izolati obrazuju zeleni fluorescentni pigment.

Na inokulisanim mahunama boranije su se tre¢eg dana nakon inokulacije
pojavile vlazne i masne pege u okviru tkiva infiltriranog bakterijskom suspenzi-
jom ispitivanih izolata. Beli¢ast bakterijski eksudat se obrazovao nekoliko dana
nakon inokulacije, a ivi¢ni deo pega je dobijao crvenkastu boju. Na lis¢u duvana
i muskatle izolati su prouzrokovali hipersenzitivnu reakciju, koja se ispoljila to-
kom 24 Casa od inokulacije.

Svi ispitivani izolati pripadaju grupi aerobnih bakterija (glukozu metabolisu
oksidativnim putem), ne stvaraju oksidazu, katalaza je pozitivna, stvaraju zeleni
fluorescentni pigment, ne redukuju nitrate, ne stvaraju indol, ne razlazu zelatin,
ne hidrolizuju skrob niti eskulin i ne stvaraju sumpor vodonik iz peptona.

Rezultati ispitivanja prisutnih rasa bakterije P. 5. pv. phaseolicola koris¢enjem
test sortimenta, kojeg Cini osam genotipova Phaseolus spp. inokulisanih sa Sest
nasih izolata ove bakterije su bili slede¢i:



Identifikacija rasa Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola ... 213

- sorte Canadian Wonder, ZAA54 (A52) i Tendergreen su ispoljile reakciju u
vidu sitnijih vlaznih pega rasprostranjenih po celoj povrsini nali¢ja lista, veliCine
oko 1mm, uz pojavu hloroze;

- kod linija 1072 P. acutifolius, ZAASS5 (A53) i ZAA12 (A43) na inokulisa-
nim listovima su se pojavljivale crvenkastomrke nekroti¢ne pege na mestu ino-
kulacije, sa po kojom sitnom vlaznom pegom, koje su se mogle primetiti samo u
zoni inokulacije;

- kod sorti Red Mexican U13 i Guatemala 196-B su se uglavnom pojavile
samo crvenkastomrke nekroti¢ne pege. Na sorti Red Mexican U13, oko pojedi-
nih crvenkastomrkih pega se nazirala tamnozelena, vlazna ivicna zona pege, a u
nekim slucajevima i jasno izrazene vlazne pege.

Na osnovu dobijenih rezultata i uporedenja sa skalom koju za ova ispitivanja
navodi Taylor et al. (1996a), nasi izolati pokazuju najvecu sli¢nost sa rasom 1
bakterije P. 5. pv. phaseolicola.

Na slicnost rasi 1 ukazuje Cinjenica da su se kod sorti i linija Canadian
Wonder, ZAA54 (A52) i Tendergreen pojavile sitne vlazne pege po celoj povrsini
nalicja lista, §to je prema skali Innes et al. (1984) oznacavalo osetljivu reakciju
(ocena 4). Kod linija 1072 P. acutifolius, ZAAS55 (AS53) i ZAA12 (A43) javile
su se crvenkastomrke nekroti¢ne pege na mestu inokulacije sa po kojom sitnom
vlaznom pegom, $to je karakteriti¢no za ocenu 3, odnosno slabo osetljivu reakci-
ju (Innes et al., 1984). Kod sorte Guatemala 196-B reakcija se javljala u vidu cr-
venkastomrkih nekroti¢nih pega, $to je prema Innes et al. (1984) visoko otporna
reakcija (ocena 1). Nedovoljno jasnu reakciju smo imali na sorti Red Mexican
U13 jer su se javile crvenkastomrke nekroti¢ne pege (visoko otporna reakcija,
ocena 1) oko kojih su se u pojedinim sluc¢ajevima nazirale i vlazne pege u tragovi-
ma (otporna reakcija, ocena 2) ili su bile i jasno izraZene (slabo osetljiva reakcija,
ocena 3). Prema tome, kod sorte Red Mexican U13 nismo sa sigurno$¢u mogli
odrediti da li je u pitanju otporna ili slabo osetljiva reakcija, a samim tim i sa
sigurno$¢u utvrditi pripadnost nasih izolata rasi 1 bakterije P. s. pv. phaseolicola,
sa kojom ispoljavaju najvise sli¢nosti.

DISKUSIJA

Proucavajuéi rasni sastav bakterije P. s. pv. phaseolicola na podru¢ju
Vojvodine Balaz (1985, 1989) navodi prisustvo rase 2 ovog patogena odredene na
osnovu reakcije sorte Red Mexican U13. Prema rezultatima dobijenim u nasem
radu, smatramo da proucCavani izolati P. 5. pv. phaseolicola pokazuju najvecu
sli¢nost sa rasom 1 ove bakterije. Slicnost rasi 1 ukazuje Cinjenica da se kod
sorti i linijja Canadian Wonder, ZAA54 (A52), Tendergreen, 1072 P. acutifo-
lius, ZAASS5 (AS53) i ZAA12 (A43) ispoljavala osetljiva reakcija, a kod sorte
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Guatemala 196-B otporna reakcija. Medutim, na sorti Red Mexican U13 nije sa
sigurno$¢u odredeno da li je u pitanju otporna ili slabo osetljiva reakcija, a sa-
mim tim 1 pripadnost izolata rasi 1 bakterije P. 5. pv. phaseolicola. Ovi rezultati
ukazuju na mogucénost promene rasnog sastava ove bakterije, jer je Balaz (1985)
utvrdila prisustvo rase 2 bakterije P. 5. pv. phaseolicola. Ova promena bi se even-
tualno mogla objasniti i potpunom izmenom sadasnjeg sortimenta P. vulgaris u
odnosu na 1980-te godine.

Kiryakov (2001) je na podrucju severoistocne Bugarske kod 42 ispitiva-
na izolata bakterije P. 5. pv. phaseolicola identifikovao 5 rasa (rase 1, 2, 6, 7 i
9), navode¢i pri tom da je 35.71% izolata pripadalo rasi 1. Prema Taylor et al.
(1996a) na podrucju Evrope je najzastupljenija i Siroko rasprostranjena rasa 6.

Prema Singh i Jauhar (2005) opisana je specificna i nespecifi¢na otpornost
prema rasama 1 i 2 bakterije P. s. pv. phaseolicola. Nespecificna otpornost je
pronadena kod sorti kao $to su GN Nebraska #1 Sel 27 (Coyne et al., 1967; Taylor
et al., 1978, 1996b) i PI 150414 (Taylor et al., 1978, 1996b). Ariyarathne et al.
(1999) navodi otpornost putem QTL u BelNeb-RR-1/A 55 populaciji pasulja.
Fourie et al. (2004) je identifikovao tri nezavisna dominantna gena za otpornost
prema rasama bakterije P. s. pv. phaseolicola, pod imenima Pse-1 (za otpornost
prema rasama 1, 7 1 9), Pse-3 (za otpornost prema rasama 3 i 4) i Pse-4 (za ot-
pornost prema rasi 5), istiCu¢i pri tome da nijedan od specifi¢nih gena ne pruza
otpornost prema najrasirenijoj i najvirulentnijoj rasi 6 ove bakterije.

Proucavanje rasnog sastava bakterije P. s. pv. phaseolicola nije nam dalo
jasnu sliku o pripadnosti ispitivanih izolata rasama ovog patogena kod nas, ali re-
zultati ukazuju na najvecu sli¢nost sa rasom 1 ove bakterije. Iz dobijenih rezultata
proizilazi da bi ova ispitivanja trebalo nastaviti, koriS¢enjem veceg broja izolata,
a verovatno postoji i objektivna poteskoc¢a u odredivanju rasa P. s. pv. phaseoli-
cola, jer prema raspolozivoj novijoj literaturi podaci o utvrdivanju 9 rasa ove
bakterije su vrlo oskudni. Navode se samo radovi Taylor et al. (1996a), Fourie,
(1998), Kiryakov (2001), Lamppa et al. (2002) i Fourie et al. (2004). Znatno veci
broj radova u vezi utvrdivanja rasa ove bakterije odnosi se na period kada su bile
poznate samo rasa 1 irasa 2 P. s. pv. phaseolicola (Walker i Patel, 1964; Epton i
Deverall, 1965; Patel 1 Walker, 1965; Guthrie i Fenwick, 1967; Wharton, 1967,
Taylor, 1970; Hale i Taylor, 1973; Buruchara i Pastor-Corrales, 1981; Boelema,
1984; Balaz, 1985, 1989; Msuku, 1986; Edington, 1990).
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SUMMARY

Halo blight caused by the phytopathogenic bacterium Pseudomonas savas-
tanoi pv. phaseolicola is economically important disease of bean in our area.
In the present study, the pathogen was isolated from the leaves of the diseased
bean plants, with the leaf samples having been collected from cultivars Oplenac,
Slavonski zutozeleni and Zlatko using a nutrient agar (NA) and the medium en-
riched with 5% sucrose (NSA). Pathogenicity of the obtained isolates was proved
by inoculation of young bean pods and by hypersensitive reaction (HR) on to-
bacco and geranium leaves. Biochemical and physiological characteristics were
tested by conventional phytobacteriological methods.

The race identity of the isolates was determined using a differential set of
Phaseolus spp.: Canadian Wonder, ZAA54 (A52), Tendergreen, Red Mexican
U13, 1072 P. acutifolius, ZAASS5 (A53), ZAA12 (A43) i Guatemala 196-B).
Inoculation was performed with atomizer, by spraying of bacterial suspension
onto the undersurface of primary leaves. Obtained results indicated that strains
showed the most similarity to race 1 of this bacterium.
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