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Uticaj pH podloge i difuzne i veStacke svetlosti na porast i sporulaciju Venturia
inaequalis ispitivan je in vitro. Optimalna pH vrednost za porast kolonija je pH 5,9 a na pH
8,0 utvrdena je najintenzivnija sporulacija patogena. Kiselost podloge uti¢e i na morfoloski
izgled kolonija.

Svetlost stimulativno deluje na porast i sporulaciju patogena u odnosu na tamu, ali
izmedu vestacke i difuzne svetlost i duzine trajanja osvetljenja nema zakonitosti.

Kljucne reci: Venturia inaequalis, pH vrednost podloge, svetlost, razvoj kolonija,
intenzitet sporulacije.

UvOD

Proucavanje pojave smanjene osetljivosti patogena prema upotrebljavanim
fungicidima je proces od izuzetne vaznosti u uslovima sve intenzivnije zastite
poljoprivrednih kultura. Jedan od najznacajnijih patogena jabuke kao najintenzi-
vnije gajene vocarske kulture, koji moze izazvati ogromne Stete na ovoj biljnoj
vrsti, je Venturia ianequalis (Cooke) Winter, prouzrokova¢ ¢adave krastavosti
ploda (Ivanovi¢, 1992). Prema ovom patogenu sprovode se veoma intenzivne
mere hemijske zaStite u cilju smanjenja Steta koje moze izazavati u proizvo-
dnji plodova ove voéne vrste. Ovakav pristup suzbijanju prouzrkovaca adave
krastavosti jabuke rezultirao je pojavom smanjenje osetljivosti patogena prema
upotrebljavanim fungicidima. U cilju proucavanja ove pojave u laboratorijskom
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uslovima veoma je vazno pored optimalne temperature i najpovoljnije podloge
(Aleksi¢ i sar. 2005; Bori¢ i sar., 1994) utvrditi i optimalnu pH vrednost podloge
i uticaj svetlosti radi jednostavnijeg i efikasnog gajenja i proizvodnje inokuluma
patogena u uslovima in vitro.

MATERIJAL I METODE
Uticaj pH vrednosti podloge

Ispitivanje uticaja pH vrednosti podloge na porast i morfoloske odlike kolo-
nija gljive, vrSeno je na ¢vrstoj hranljivoj podlozi od slada, dok je za utvrdivanje
intenziteta sporulacije koriS¢ena i ista kosa podloga u epruvetama. Vrednosti pH
regulisane su metodom pH-metrijske titracije, dodavanjem hranljivoj podlozi 0,1
N HCl ili 0,1 N NaOH. Po zavrsenoj sterilizaciji podloge, univerzalnim papir
indikatorom (Advantec), vrSeno je merenje novonastalih vrednosti na ocvrslim
podlogama, i tako izmerene vrednosti uzimane su za konac¢ne tokom ispitivanja.
One su iznosile: 3,0; 4,0; 4,5; 5,1; 5,9; 7,0; 8,0 1 9,0. Podloga sa pH 3,0 1 4,0
ocvrsla je tek sa pove¢anim dodatkom agara i smanjenjem perioda sterilizacije sa
15 na 7 minuta, dok su podloge sa pH vrednostima 8,0; 9,0 1 10,0 posle steriliza-
cije uvek, ponovo imale pH vrednost 7,0. Da bi se odrzale pH vrednosti na nivou
7,0; 8,0 1 9,0 odustalo se od sterilisanja podloge u autoklavu, pa je sterilizacija
vrSena samo iskuvavanjem podloge u zatvorenim epruvetama u trajanju od 15
minuta. Podloga sa pH 10,0 je i posle sterilizacije otkuvavanjem ponovo imala
pH vrednost 9,0 pa je to i ostala zadnja vrednost u skali pH vrednosti ogleda.

Hranljive podloge su zasejavane fragmentom vazdusnog dela kolonije V.
inaequalis koja poti¢e od monosporne kulture sa podloge od slada (Korhonen and
Hintikka, 1980) i ostavljene su 6 nedelja u tami pri temperaturi od 20°C. Razvoj
kolonija meren je svakih 7 dana (merenjem njihovog pre¢nika — najveceg i naj-
manjeg), dok je za konacan porast uzet pre¢nik izmeren 42. dana od zasejavanja
podloga (Bori¢, 1985 a, b, ¢). U tom vremenskom periodu utvrdivan je pocetak
razvoja kolonije, prac¢eno je i obrazovanje reproduktivnih organa putem svako-
dnevnih pregleda kolonija i utvrden intenzitet sporulacije odnosno gustina spora
u 1 ml suspenzije (Aleksic¢ i sar., 2005). Ogled je postavljen u 5 ponavljanja. Za
ispitivanje je koris¢en izolat iz Leskovca.

Uticaj svetlosti

Ispitivanje uticaja svetlosti vr$eno je na ¢vrstoj hranljivoj podlozi od slada
(u Petri kutijama precnika 6 cm) pri temperaturi od 20°C. Kolonije su izlagane



Uticaj pH vrednosti podloge i svetlosti na rast kolonija Venturia inaequalis 155

uticaju vestacke i difuzne svetlosti u tarjanju od 8, 16, 24, 48 i 72 sata, a uku-
pan razvoj kolonija je trajao Sest nedelja. Kontrolne kulture su drzane u tami.
Vrednosti intenziteta vestacke i difuzne svetlosti utvrdivane su luks-metrom.

Intenzitet svetlosti meren je luks-metrom u intervalima od 15 minuta, a po
zavrSenom ogledu izracunat je proseCan intenzitet osvetljenosti tokom izlaganja
kolonija. Kulture koje su izlagane svetlosti, kao i one u marku, bile su pod
priblizno istim uslovima temperature.

Intenzitet sporulacije, odnosno gustina spora u 1 ml suspenzije utvrdivana
je posle 30 dana od zasejavanja podloga pomoc¢u hemocitometra (Aleksi¢ i sar.,
2005).

Hranljive podloge su pojedinacno zasejavane fragmentom vazdusnog dela
kolonije V. inaequalis, koji poti¢u od monosporne kulture sa podloge od slada.
Ogled je postavljen u 5 ponavljanja.

REZULTATI
Dejstvo pH podloge na porast kolonija i sporulaciju V. inaequalis

Najvec¢i porast kolonija je na slabo kiseloj podlozi (pH 5,9) (tabela 1).
Medutim, i na umereno kiseloj (pH 5,1), kao i na neutralnoj (pH 7,0) podlozi, a
takode i na slabo baznoj (pH 8,0) i umereno baznoj (pH 9,0), patogen se dobro
razvija, mada je na ovim podlogama ukupan porast kolonija vidno manji nego na
slabo kiseloj podlozi (pH 5,9). Najmanji porast kolonija je na podlozi sa pH 9,0.

Kiselost podloge ima uticaja i na morfoloske odlike kolonija V. inaequalis.
Na nizim (pH 5,11 5,9), kao i na visim pH vrednostima podloge (pH 8,0 i 9,0),
kolonije su tamno maslinaste boje bez vidljivo izrazenog prstena po obodu. Na
neutralnoj pH vrednosti, sredisnji deo kolonija ima svetlomaslinastu boju i rub
tamnije nijanse. Kolonije na svim pH vrednostima su skoro pravilno kruznog
oblika sa difuznom ivicom.
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Tabela 1 — Uticaj razlicitih pH vrednosti podloge
na porast kolonija V. inaequalis

Table 1 — Effect of medium pH on colony growth of V. inaequalis

Hpodoge ORGP omy
oot ST cosom e
3,0 B _ _

4,0 ] _ )

4,5 ] _ ]

5.1 48 33,1 b¢ 0,79
5,9 48 36,6 a 0,87
7,0 48 33,4b 0,80
8,0 48 33,1b 0,79
9,0 48 31,9b 0,76

a  Podloga od slada je podesena dodavanjem 0,1 N HCl ili 0,1 N NaOH na pH nakon sterilizacije na 3.0,
4.0,4.5,5.1,5.9,7.0, 8.019.0. — Malt extract agar was adjusted by 0,1 N HCI or 0,1 N NaOH to pH
3.0,4.0,4.5,5.1,5.9,7.0, 8.0 and 9.0.

b Porast kolonija drzanih u mraku pri 20°C meren nakon 6 nedelja. Podaci predstavljau proseke pet
ponavljanja. — Colony growth at 20°C in darknes after 6 weeks

¢ Nema porasta — No colony growth

d  Vrednosti u koloni obelezene istim slovom nisu statisti¢ki zna¢ajne na osnovu Dankanovog testa (P005)
— Data in column marked with the same letter are not different signicantly accordin Dunncan’s multiple
range test (P005)

Intenzitet sporulacije kolonija V. inaequalis takode zavisi od kiselosti pod-
loge. Najbolje sporulisu kulture na podlozi sa pH vrednosc¢u 8. Na ostalim pH
vrednostima intenzitet sporulacije kolonija je znatno slabiji. Kolonije na podlo-
gama sa pH vrednos¢u 5,9 i 7,0 imaju u proseku skoro 3 puta slabiju sporulaciju
nego one na podlozi sa pH vrednos¢u 8,0. Najslabiju sporulaciju imaju kolonije
koje se razvijaju na podlozi sa pH vrednoscu 9,0. (tabela 2)
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Tabela 2 — Uticaj razlicitih pH vrednosti podloge
na sporulaciju V. inaequalis

Table 2 — Effect of medium pH on sporulation of V. inaequalis

pH podloge® Br. konidija po mm? Gustina konidija u 1 ml (x 10%)
Medium pH No og conidia on mm? Conidial density in 1 ml (x 10%)

3,0 - -

4,0 - -

4,5 - -

5,1 - -

5,9 8,81 44 062,5

7,0 7,56 37 812,5

8,0 27,31 136 562,5

9,0 4,44 22 187,5

Uticaj svetlosti na razvoj i sporulaciju patogena

U ispitivanjima uticaja svetlosti, Ciste kulture V. inaequalis, uzgajane na
podlozi od slada, izlagane su dejstvu vestacke i difuzne svetlosti i drzane u tami.
Kolonije V. inaequalis ispitivane tokom ovog ogleda, izlozene su priblizno istim
uslovima temperature. Vrednosti intenziteta difuznog osvetljenja bile su od 220
do 940 lux-a (u proseku 638 luxa), a intenzitet vestacke svetlostio iznosio je 940
luksa.

Uslovi osvetljenja ne uticu znacajno na pocetak razvoja micelije. Utvrdeno
je da je kod svih tretmana micelija pocela da se razvija posle 24 Casa od zaseja-
vanja podloga. Porede¢i ukupan porast kolonija gljive pri razli¢itim uslovima
osvetljenja, uocava se da su najmanji porast imale kolonije gajene u tami (39,8
mm), dok su kolonije izlagane uticaju svetlosti imale veéi porast (tabela 3). I
pored toga, na osnovu dobijenih rezultata ne moZze se sa sigurnoscu tvrditi koji
uslovi osvetljenja i duZzina ekspozicije stimulativno deluju na porast kolonija,
jer su razlike medu tretmanima minimalne, a statiasticko poredenje podataka
ukazuje na nepostojanje funkcionalne zavisnosti medu njima. Medutim, general-
no se moze zakljuciti da svetlost stimuliSe razvoj micelije u odnosu na tamu, Sto
se moze videti i iz rezultata statistickog poredenja podataka.

Razliciti uslovi osvetljenja nisu znacajnije uticali na izgled, boju i strukturu
kolonija V. inaequalis. Sve kolonije pa i one koje su se razvijale u tami priblizno
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su iste boje, kruznog oblika sa difuznom ivicom. Takode je utvrdeno da razliciti
uslovi osvetljenja nisu znacajno uticali ni na pocetak i intenzitet sporulacije u kul-
turi. Pocetak sporulacije u svim varijantama utvrden je posle 72 sata od pocetka
razvoja micelije.

Tabela 3 — Uticaj svetlosti na razvoj kolonija V. inaequalis

Table 3 — Effect of artificial and diffuse light
on colony growth of V. inaequalis

Period izlaganja (h) PocC. razvoja  Porast kolonija— Colony growth (mm)

Exposition (hr) micel. (h) VeAétgékg svetlost  Difuzna svetlost
rtificial light Diffuse light

398 ¢ 39,0 bc

24 40,7 be 422a

16 24 422a 39,9 be

24 24 40,0 ¢ 395 ¢

48 24 41,7 ab 411 ab

72 24 41,2 ab 41,5 ab

Gustina spora utvrdena pomoc¢u hemocitometra po Thom-u, kretala se od
312,5 spora/ml u kontroli i nekim varijantama ogleda izlaganim uticaju svetlos-
ti pa do 937,5 u drugim varijantama izlaganim vestackoj (48") i difuznoj (72")
svetlosti (tabela 4). Medutim, nema pravilnosti u intenzitetu sporulacije patogena
medu varijantama, pa se ne moze sa sigurnoscu tvrditi koji uslovi osvetljenja i
u kom trajanju stimulativno deluju na sporulaciju, ali je u globalu gustina spora
veca u varjantama izlaganim uticaju svetlosti nego u kontroli u tami.
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Tabela 4 — Uticaj svetlosti na intenzitet sporulacije
(broj konidija u 1 ml) kultura V. inaequalis

Table 4 — Effect of light on sporulation (no of conidia in 1 ml)
of V. inaequalis

Izlaganje svetlosti (h) Difuzna svetlost Vestacka svetlost
Exposition to light (hr) Diffuse light Artificial light
0 312 312
8 312 625
16 469 625
24 312 312
48 937 625
72 625 937
DISKUSIJA

Proucavajuéi porast na podlogama sa razli¢itom pH vrednoscu, ustanovlje-
no je da je najbolji porast kultura V. inaequalis na slabo kiseloj podlozi (pH =
5,9). Porasta nema na pH vrednostima podloge 3,0; 4,0 i 4,5 , dok su ostale pH
vrednosti, na kojima je bilo porasta kolonije (5,1; 7,0; 8,0; 9,0), sli¢no uticale na
porast kolonija i medu njima nisu utvrdene statisticki znacajne razlike. Identi¢ne
rezultate saopstili su Raa i Overeem (1968), prema kojima je optimalna za porast
kolonija V. inaequalis in vitro pH vrednost oko 6,0 (loc.cyt. Mac Hardy, 1996).
lako je ispitivao razlicite izolate V. inaequalis na drugim vrstama hranljivih po-
dloga, Wiesmann (1931) je takode utvrdio da se u kiselijoj sredini, kulture bolje
razvijaju nego na neutralnoj ili baznoj.

Kiselost podloge uti¢e i na morfoloski izgled kolonija, a takode i1 na intenzitet
sporulacije V. inaequalis. Najbolje sporulisu kulture na podlozi sa pH vrednoscu
8,0. Na ostalim ispitivanim pH vrednostima, intenzitet sporulacije patogena je
znatno manji.

Razli¢iti uslovi osvetljenja ne utiCu znacajnije na porast, morfoloske oso-
bine kolonija i sporulaciju V. inaequalis. Medutim generalno se moze zakljuciti
da svetlost stimuliSe porast kolonija u odnosu na uslove kontinuirane tame. Isti
efekat svetlost ispoljava i na sporulaciju kolonija, koja je u ovom slucaju vecéa
u varijantama izlaganim uticaju svetlosti nego u kontroli, u tami. Ovi rezultati
se u potpunosti slazu sa rezultatima koje navodi Mac Hardy (1996), da razlic¢ita
duzina dana (osvetljenja) ne utice na obrazovanje konidija, ali je u uslovima kon-
tinuirane tame sporulacija redukovana za 32%.
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SUMMARY

The effect of medium pH and artificial and diffuse light on growth and sporu-
lation of Venturia inaequalis was studied in vitro. Optimal pH for colony growth
was 5,9 and at pH 8,0 the best sporulation of pathogen was detected. Morphology
of coloneis depends on pH of medium. Both diffuse and artificila light stimulated
colony growth and sporulation compared to the darkness, but there no regulari-
ties between sourece of light and exposure period.
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