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Biljne bolesti prouzrokovane fitopatogenim gljivicama su jedan od glavnih problema u
voénjacima u Srbiji. BioloSka kontrola patogena sve vise se koristi u upravljanju biljnim
bolestima kako bi se izbeglo koris¢enje hemijskih agenasa u velikoj meri. Jabuka kao ve-
oma znacajna vocarska kultura je domacin veoma agresivne fitopatogene gljive Venuria
inaequalis, prouzrokovaca ¢adave krastavosti ploda. U potrazi za ekoloSkim nacinima za
sprec¢avanje pojave i smanjenje simptoma bolesti, biolo§ka kontrola autohtonim izolatima
iz roda Pseudomonas je potencijalno moguce resenje. Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispi-
ta antifungalna aktivnost razli¢itih autohtonih izolata Pseudomonas (P16, B25 i PS2) protiv
fitopatogene gljive V. inaequalis koja zarazava jabuku. Autohtoni Pseudomonas izolati su
u in vitro uslovima pokazali inhibiciju rasta kolonija gljivice od 13.85% do 54.36% na WA
podlozi i od 11.37% do 58.33% na PDA. Ove izolate treba dalje analizirati kao grupu bio-
loskih agenasa koja moze imati veliki potencijal u suzbijanju V. inaequalis, prouzrokovaca
¢adave krastavosti jabuke.

Kljuc¢ne reci: Venturia inaequalis, jabuka, Pseudomonas, bioloska kontrola bolesti bilja

UVOD tivnih patogena. Cadava pegavost lista i krastavost

ploda (Venturia inaequalis) je jedna od ekonomski

Jabuka je najintenzivnije gajena vocarska najstetnijih bolesti jabuke u svim rejonima gde se

kultura na nasim prostorima sa veoma znacajnom ova vocéna vrsta gaji. Stete se odrazavaju kroz sma-

godiSnjom proizvodnjom plodova. Medutim, ovu njenje prinosa i pogorsanje kvaliteta plodova, sma-

proizvodnju ugrozava pojava raznih, veoma destruk- njuje se rodnost vo¢aka u narednoj godini i povecava
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osetljivost prema izmrzavanju. Gubici mogu biti i do
100% ukoliko se ostvare povoljni uslovi za razvoj pa-
togena (prohladno i kiSovito prolece i leto) (Ivano-
vi¢, 2001). Uspesna proizvodnja jabuke nije moguca
bez izvodenja hemijskih mera zastite. Obzirom na
nacin $irenja i karakter patogena neophodna je in-
tenzivna zastita jabuke koja se u najve¢oj meri izvodi
upravo protiv ovog patogena. Za zastitu jabuke od
¢adave krastavosti Koristi se Siroka paleta preparata
iz razli¢ith grupa jedinjenja i razli¢itih mehanizama
delovanja. To su preparati i razli¢itog nac¢ina dejstva
(preventivnog, preventivno-kurativnog, kurativnog
ili eradikativnog), koji se ¢esto zbog poboljsanog de-
lovanja ili izbegavanja rezistencije patogena, medu-
sobno kombinuju. Tokom vegetacije se, za suzbijanje
ovog patogena i zastitu jabuke izvede cesto i preko
20 tretiranja (Ivanovi¢, 2001). Ovako veliki broj tret-
mana razli¢itim, a ne retko i istim preparatima, ima
za posledicu i nepovoljne ekotoksikoloske efekte na
zemljiste i na zivotnu sredinu uopSte, a narocito se
njihov nepovoljan efekat odrazava na visok nivo os-
tataka u plodovima i prehrambenim proizvodima,
pa tako i direktno na zdravlje ljudi. U tom smislu su,
u novije vreme, znatno poostreni i kriterijumi i pro-
pisi o sadrzaju maksimalne dozvoljene koli¢ine po-
jedinih aktivnih supstanci u plodovima i prehram-
benim proizvodima, $to ograni¢ava i broj tretmana
u zasadima, kao i vreme primene i koli¢ine upotreb-
ljenih preparata i aktivnih supstanci ne samo pro-
tiv prouzrokovaca ¢adave krastavosti jabuke, nego i
protiv svih $tetnih organizama u biljnoj proizvodnji.
Situacija u zastiti jabuke od prouzrokovaca ¢adave
krastavosti je mozda najdrasti¢nija, jer se protiv ovog
patogena izvodi veliki broj tretmana. To je uzroko-
valo i pojavu smanjene osetljivosti patogena prema
fungicidima sa specifitcnim mehanizmom delova-
nja, koji se ¢es¢e upotrebljavaju, zahvaljujudi velikoj
sposobnosti patogena za variranje i prevladavanje
prepreka koje pred njega postavlja priroda ili covek,
Sto predstavlja drugi veliki problem. Iz svih navede-
nih razloga je izuzetno vazno da se u zastitu jabuke

i zastitu bilja uopste, uvode novi preparati koji ne-
maju nepovoljan uticaj na zdravlje i Zivotnu sredinu
ili je taj uticaj znatno smanjen i prihvatljiv. Jedan od
nacina da se pomenuti problemi prevazidu i ostvari
nastojanje da se smanji upotreba potencijalno Ste-
tnih aktivnih supstanci i prosiri paleta proizvoda u
cilju izbegavanija rezistencije patogena, je i uvodenje
preparata na bazi bioloSkih agenasa u zastitu jabuke
koji ¢e svojim antagonisti¢ckim delovanjem spreciti
ili usporiti razvoj patogena i na taj nacin obezbediti
zastitu prinosa.

Bioloska kontrola predstavlja efikasan alterna-
tivni ili dodatni na¢in zastite bilja i redukcije upotrebe
hemijskih sredstava (Postma i sar., 2003; Welbaum i
sar., 2004). Efikasni agensi koji se koriste u bioloskoj
kontroli su brojni mikroorganizmi, a posebnu grupu
¢ine rizosferne bakterije koje istovremeno i stimulisu
rast biljaka - plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) (Cattelan i sar., 1999; Zehnder i sar., 2001).
Bakterije roda Pseudomonas se ubrajaju u najbrojni-
je i najefikasnije PGPR u bioloskoj kontroli razli¢itih
biljnih patogena - gljiva, bakterija i virusa (Cattelan
i sar., 1999; Gerhardson, 2002). Pseudomonas vrste
produkuju brojne sekundarne metabolite sa anta-
gonistickim efektima: antibiotike (fenazine, 2,4-di-
acetylphloroglucinol, pioluteorin, pirolnitrin), side-
rofore, cijanovodonik, tenzin, homoserin laktone,
cikli¢ne lipopeptide (Nielsen i sar., 2002; Raaijma-
kers i sar., 2002; de Souza, 2003; Nielsen i Sorensen,
2003), pa su producenti ovih materija ¢esto korisc¢eni
pri kontroli razli¢itih patogena.

Cilj ovog rada je ispitivanje antagonisti¢kog
delovanja autohtonih rizosfernih izolata bakterija iz
roda Pseudomonas koji produkuju antibiotike fena-
zinskog tipa prema Venturia inaequalis, prouzroko-

vacu ¢adave krastavosti jabuke.

MATERIJAL 1 METODE

Ogledi su izvedeni tokom 2012. godine u labo-

ratorijama Instituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu,
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Beograd. U in vitro uslovima ispitivano je inhibitor-
no delovanje tri izolata bakterija roda Pseudomonas
(Q16, B25 i PS2) na porast kolonija izolata V. inaequ-
alis izolovanih sa inficiranih listova jabuke prikuplje-
nih u tretiranim i netretiranim voénjacima tokom
2011. godine. Izolati gljive, prouzrokovaca ¢adave kra-
stavosti, dobijeni su monokonidijalnom izolacijom
prema metodi Bori¢ (1987), Aleksic¢ (1996) i Aleksi¢ i
sar. (2005), na KDA podlogu. U ispitivanjima su ko-
riS¢ena tri izolata V. inaequalis (M, N i N1) poreklom
iz dva lokaliteta sa podrucja Srbije (Morovi¢ i Nestin).
Izolati iz lokaliteta Morovic¢ uzorkovani su iz komer-
cijalnog zasada jabuke povrSine 100 ha, u kome se
sprovode intenzivne mere zastite dugi niz godina.
U ovom vocnjaku se koristi ¢itava paleta fungicida
registovana za suzbijanje prouzrokovaca ¢adave kra-
stavosti jabuke. Izolati iz lokaliteta Nestin su uzeti sa
pojedinac¢nih stabala jabuke udaljenih od bilo kakvog
komercijalnog zasada. Na tim stablima se ne sprovo-
de mere zastite prouzrokovaca ¢adave krastavosti, pa
se ovi izolati mogu smatrati divljim izolatima.
Fragmenti micelije veli¢ine Imm, uzimani su
sa kolonija izolata i prenoSeni u Petri kutije na pod-
logu. Za ispitivanja su koris¢ene dve vrste podloga:
krompir glukozni agar (PDA) i Waxman (WA). Kon-
trolne Petri kutije su sadrzale odgovarajucu podlo-
gu bez nanesenih bakterija. Ogledi su izvodeni u 6
ponavljanja. Kulture V. inaequalis su inkubirane na
18°C tokom tri nedelje u uslovima tame, posle ¢ega
je unoSen odgovarajudi ispitivani izolat bakterije.

Pseudomonas izolati su gajeni na te¢noj Waxman

podlozi na 26 °C uz orbitalno me$anje od 100 rpm
u toku 24h i optimizirani na OD600= 0,625. Po 10
ul bakterijske kulture naneto je pored gljive na dve
tacke unakrsno. Posle tri nedelje, $to je prakti¢no
bila Sesta nedelja od zasejavanja gljive, meren je po-
rast kolonija gljive kako bi se utvrdilo inhibitorno
delovanje bakterija. Pre¢nik kolonije gljive meren
je unakrsno (Bori¢, 1985). Dobijeni rezultati su sta-
tisticki obradeni analizom varijanse i Duncan i LSD
testom.

Procenat inhibicije je izra¢unavan po formu-
li: S(R- r) / RC x 100, gde je R- porast gljive u kontro-
li, a r - porast u tretmanu izolatima bakterija (Gado,
2007).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Poslednjih nekoliko dekada aktivno su istra-
zivani uticaji rizosfernih izolata Pseudomonas vrsta
na biljne patogene, posebno za primenu u organskoj
proizvodnji. U ovim istrazivanjima Kkorisc¢eni su au-
tohtoni izolati kod kojih je detektovana produkcija
antibiotika iz grupe fenazina i to fenazin-hidrok-
silne koseline (PCA) i 2-OH- fenazina (2-OH-PCA)
(Josic i sar., 2012a).

Rezultati uticaja bakterijskih izolata Pseu-
domonas Q16, B25 i PS2 na porast kolonija gljive
V. inaequalis izolata M, N i N1 prikazani su u tabe-
li 11 grafikonima 1-9. Ispitivanja su radena na dve
hranljive podloge: PDA-krompr glukozni agar i
WA-Waxman.

Tabela.1. Uticaj izolata bakterija na porast izolata M, N i N1 gljive V.inaequalis.
Table 1. Effect of bacterial isolates on the growth of M, N and N1 V.inaequalis isolates.

IZOlE.lt. gljive Podloga Izolati.ba.kterija
Fungi isolates Medium K Bacterial isolates LSD00 5
Q16 B25 PS2
M PDA 58.67a* 47.33¢ 52.00b 51.33b 2.93
WA 43.33a 32.67¢c 35.00bc 37.33b 4.08
N PDA 64.00a 49.00c 54.33b 26.67d 5.38
WA 49.67a 22.67d 40.00b 26.67¢ 3.12
N1 PDA 53.00a 38.67¢c 42.00bc 44.00b 4.82
WA 46.33a 25.00b 25.67b 26.00b 2.57

PDA - krompir dekstrozni agar, WA - Waxman podloga, K-kontrola, *Duncan test-vrednosti obelezene istim slovima se ne razlikuju

statisti¢ki znacajno.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se za-
kljuciti da su izolati bakterija efikasnije sprecava-
li porast izolata gljive na WA nego na PDA podlozi
(tab.1.). Na osnovu statisti¢kog poredenja dobijenih
rezultata najvecu efikasnost u sprec¢avanju porasta
izolata gljive pokazao je Pseudomonas izolat Q16
(sl.1.), zatim PS2, a najslabiju efikasnost ispoljio je
izolat B25. Na osnovu Duncan testa vidi se da je izo-
lat bakterije Q16 ispoljio statisit¢ki znacajne razlike
u odnosu na druga dva izolata u sprecavanju pora-
sta kolonija gljive. Utvrdene su znacajne statisticke
razlike u porastu kolonija gljive u kontroli u odno-
su na porast kolonija gljive sa ispitivanim izolatima
bakterija. Najveca efikasnost u inhibiciji porasta V.
inaequalis iskazana je prema izolatu N1, zatim pre-

ma izolatima N i M.

Inhibicija porasta kolonija gljive usled prime-
ne ispitivanih izolata bakterija data je u tabeli 2. Ras-
pon inhibicije porasta izolata gljive najujednaceniji je
kod izolata Pseudomonas Q16 i on se na WA podlozi
krece od 24.60-54.36%, dok je kod izolata PS2 i B25
znatno vedi raspon inhibicije (13.85-46.30 odnosno
19.22-44.59%). Na PDA podlozi je izolat PS2 pokazao
najvisi nivo inhibicije kod izolata gljive N (58.33), ali
je kod druga dva izolata gljive uzrokovao znatno nizi
nivo inhibicije. S druge strane, izolat Q16 pokazuje
stabilnu, iako malo nizu inhibiciju porasta svih izola-
ta gljive (19.33-27.04). Visi nivo inhibicije porasta ko-
lonija ispoljen je prema izolatima gljive N i N1, $to je
ocekivano s obzirom da su to izolati iz divlje popula-

metabolita Pseudomonas izolata.

SI. 1. Antifungalna aktivnost izolata Q16 prema izolatu N V. inaequalis.

Fig. 1. Antifungal activity of Q16 isolate against N isolate of V. inaequalis.
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Graf.1. V.inaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive

izolata M.

Graf.2. V.inaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive

izolata M.

Graf'l. Effect of isolate Q16 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.3. V.iinaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive

izolata M.

Graf.3. Effect of isolate PS2 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.5. V.iinaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive

izolata N.

Graf.5. Effect of isolate B25 on the growth of N fungi isolate.

Graf.2. Effect of isolate B25 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.4. V.inaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive

izolata N.

Graf.4. Effect of isolate Q16 on the growth of N fungi isolate.
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Graf.6. V.inaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive

izolata N

Graf.6. Effect of isolate PS2 on the growth of N fungi isolate.
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Graf.7. V.inaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive Graf.8. Viinaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive
izolata N1. izolata N1.
Graf.7. Effect of isolate Q16 on the growth of N1 fungi isolate. Graf.8. Effect of isolate B25 on the growth of N1 fungi isolate.
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Graf.9. V.inaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive
izolata N1.

Graf.9. Effect of isolate PS2 on the growth of N1 fungi isolate.

Tabela 2. Inhibicija porasta izolata V.inaequalis na razli¢itim podlogama pod uticajem autohtonih izolata Pseudomonas sp.
Table 2. Growth inhibition of isolates V.inaequalis on different surfaces under the influence of indigenous isolates of Pseudomonas sp.

Inhibicija
. ] Inhibition (%)
V.inaequalis PDA WA *Ms
Ql6 B25 PS2 Q16 B25 PS2
M 19.33 11.37 12.51 24.60 19.22 13.85 16.81
N 23.44 15.11 58.33 54.36 19.47 46.30 36.17
N1 27.04 20.75 16.98 46.04 44.59 43.88 33.21

*Ms - srednja vrednost inhibicije
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Razli¢ite vrste roda Pseudomonas ispolja-
vaju Sirok spektar antifungalne aktivnosti prema
razli¢itim fitopatogenim gljivama (Couillerot i sar.,
2009; Srivastava i Shalini, 2008). P aeruginosa
BFPB9, P. plecoglossicida FP12 i P. mosselli FP13 su
efektni antagonisti Rhizoctonia solani, Macropho-
mina phaseolina, Fusarium oxysporum f. sp. cu-
bense, E. oxysporum f. sp. vasinfectum, i inhibiraju
rast micelije u razli¢itom procentu (Jha i sar., 2009).
Burr i sar. (1996) su ispitivali uticaj velikog broja ri-
zosfernih izolata na klijanje konidija V. inaequalis
in vitro i supresiju infekcije na mladim sadnica-
ma jabuke, ali nisu ustanovili korelaciju izmedu in
vitro antibioze i sposobnosti spre¢avanja infekcije
mladih sadnica jabuke. Jedino izolat koji je identifi-
kovan kao Pseudomonas syringae 508 inhibirao je
klijanje konidija i efikasno suprimirao ¢adavu kras-
tavost do nivoa uporedivog sa delovanjem fungicida
kaptana. Ranija istrazivanja (Djuri¢ i sar., 2011; Jo$i¢
i sar., 2012b) pokazala su da je autohtoni Pseudo-
monas izolat PS2 efikasan antifungalni agens us-

led produkcije razli¢itih ekstracelularnih produka-

ta - hitinaza i siderofora, a sva tri ispitivana izolata
produkuju heterocikli¢ne antibiotike fenazinskog
tipa (PCA i 2-OH-PCA) (JoSi¢ i sar., 2012a). Pseu-
domonas izolati Q16, B25 i PS2 su u razli¢itom, ali
visokom procentu (81.5-90.6%) inhibirali infekciju
bosiljka (Ocimum basilicum) izazvanu vestackom
infekcijom fitopatogenom gljivom Alternaria tenu-
issima u gnotobioti¢kim uslovima, iako je inhibicija
porasta micelija gljive u in vitro uslovima iznosila
27.5-38.75% (Jo$i¢ i sar., 2012¢). Inhibicija rasta V.
inaequalis (11.37 do 58.33%) u in vitro uslovima
koji ne pogoduju rastu bakterija i poc¢etna favori-
zacija razvoja micelije gljive daju dobru osnovu za
dalja istraZivanja u gnotobiotickim uslovima sa
razli¢itim varijantama koncentracije i ucestalos-
ti aplikacije bakterija i njihovih ekstracelularnih
produkata.
ZAHVALNICA

Ova istrazivanja su realizovana u okviru pro-
jekata 11146007 Ministarstva prosvete, nauke i teh-
noloskog razvoja Republike Srbije.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF INDIGENOUS RHIZOSPHERIC ISOLATES

SUMMARY

PSEUDOMONAS SPP. AGAINST VENTURIA INAEQUALIS

GORAN ALEKSIC!, MIRA STARQVIC!, SLOBODAN KUZMANOVIC!, TATJANA POPOVIC!,
DOBRIVOJ POSTIC!, SNEZANA PAVLOVIC, DRAGANA JOSIC?

! Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade
?Institute for Soil Science, Belgrade

e-mail: algoran@sezampro.rs

Plant diseases caused by phytopathogenic fungi are one of the major problems in orchard
plants in Serbia. To avoid the use of chemical agents in high percent, biological control is
becoming promising method in plant disease management. It has been showed that apple
is host of Venturia inaequalis, a very aggressive phytopathogenic fungus known for produ-
ction scab. In search for ecological ways for prevention and reduction of disease symptoms,
biological control with indigenous fluorescent Pseudomonas isolates has been offered as
a possible solution. The aim of this study was to examine antifungal activity of different
indigenous fluorescent Pseudomonas isolates (Q16, B25 and PS2) against phytopathogenic
fungus V. inaequalis which had infected apple. Indigenous Pseudomonas isolates showed
in vitro inhibition of fungal growth 13.85% to 54.36 % on WA and 11.37 % to 58.33% on PDA.
These isolates should be further analyzed in order to classify them as promising group of

biocontrol agents against diseases of apple scab caused by V. inaequalis.
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