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IZVIESTAJ
O ISPITIVANJU VIRULENTNOSTI GLJIVE HELMINTHOSPORIUM TURCICUM
PASS, IZAZIVACA SIVE PJEGAVOSTI LISTA KUKURUZA

UuvobD

Helminthosporium turcicum Pass. je parazitsko gljiviéno oboljenje kuku-
ruza, na ¢ijim listovima izaziva Siroke sive ovalno-dugoljaste mrlje, paralelne ner-
vaturi lista. Ovaj gljiviéni parazit izaziva uvenuce lis¢a poznato pod imenom
paleZi, a takoder i ¢adavosti uslijed tamnih fruktifikacija na li¢u, koje su cesto
vrlo brojne i bujne.

Eksperimenti na ispitivanjima virulentnosti ove gljive provedeni su na terenu
i u laboratoriju na kukuruzu pomocu umjetno izazvane epifitocije sa uzro¢nikom
ove bolesti Helminthosporium turcicum Pass., kroz viSe godina (1959.—1962.), sa
ciljem da se utvrde otporne linije kukuruza na ovu bolest kako bi dobivene
najotpornije linije mogle dalje posluziti za ukrStavanje kukuruza na otpornost
novih sorata, odnosno hibrida.

Buduéi da se u ranijim ispitivanjima kod nas provedenim (1959. god.) zapa-
7ala izvjesna razlika u napadu ovog parazita na jednu te istu liniju kukuruza,
to se uz promatranje l.agroklimatskih uslova pokusalo slijedecih godina uporedo
i sa utvrdivanjem; 2. patogeniteta, odnosno virulentnosti samog uzroénika, tj. nje-
gove sposobnosti za infekciju kulturne biljke.

1. $to se tice agroklimatskih uslova, zapaZeno je kroz viegodi$nje ocjenji-
vanje napada umjetne infekcije kod nas na terenu da umjerena temperatura, te
Zeste kide i rose za vrijeme vegetacije vrlo pogoduju Sirenju ove bolesti.

2. Isto tako kod nas su studirane kulturalne i patogene promjene izolata
dobivenih iz sive pjegavosti lista kukuruza pri cemu je utvrdeno, da se uzro¢nik
Helminthosporium turcicum Pass. razlikuje u virulentnosti, no te razlike nisu bile
uniforme iz godine u godinu.

Variranja napada bolesti na istoj liniji kukuruza kroz razne vegetacijske
sezone ispitivana kod nas bila su vrlo signifikantna iz kojeg se razloga pristupilo
ispitivanju varijabiliteta virulentnosti navedenog parazita, posto je varijabilnost
u patogenitetu uzro¢nika ove oblesti u pravilu odgovorna za vecu ili manju otpor-
nost i same linije kukuruza. :

Veé tokom prvih izolacija ovog uzro¢nika kod nas i njegovog uzgoja na
umjetnom supstratu (2% krumpir — dekstrozni agar) zapaZene su signifikantne
raziike u kulturalnim karakterima i to u boji, bujnosti kulture, produkciji koni-
dija i dr. Isto su tako precjepljivanjem na isti supstrat zapaZeni razni saltanti
u uzgoju Ciste kulture ove gljive, koji su se znacajno razlikovali od roditeljske
kulture, kako u morfologiji, tako i u fiziologiji (virulentnosti).

3. Otpornost kukuruza prema toj gljivicnoj bolesti, kako je to studirano i
utvrdeno u Sjedinjenim Americkim Drzavama genetski odreduje nekoliko gena,
tako da je koncentracija gena na otpornost prema ovom parazitu studirana u
9_generac‘1]§|’, pri ¢emu su dobiveni i razli¢iti rezultati. No, dosada nije utvrdena
nijedna linija kukuruza, koja bi bila imuna prema toj bolesti, $to znac¢i da za
sada postoje samo manje ili jafe otporne linije.

MATERIJAL I METODA RADA
Izolacije gljive Helminthosporium turcicum Pass. u nasem ispitivanju uzete

su sa napadnutog lidca kukuruza iz 7 raznih lokaliteta u NRH kroz period od
4 godine. Izolati su uzgajani na umjetnom supstratu, na 2% krumpir — dekstroz-
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hom agaru, u Petrijevim posudama. Spore (konidije) za izolacije dobivene su sa
mrlja lis¢a kukuruza prirodno inficiranog sa gljivom Helminthosporium turcicum
Pass. koje su mrlje stavljane u vlaznu komoru kod temperature od 15°C u trajanju
od 24—96 sati. Pomocu sterilne igle za mikroskopiranje spore (konidije) preno-
Sene su pojedina¢no sa nosioca konidija (konidiofora) na tvrdi agar u Petrijeve
posude na koji su nacin dobivene &iste kulture monokonidijskog tipa ove gljive.
Osim toga izvrSena je izolacija i hifalnog tipa kulture ove gljive na taj naéin,
da su konidije stavljane najprije na klijanje u viseéu kap( u tzv. van Thiegemove
komore), te nakon §to se isklijala hifa (nit klice vegetativnog tijela gljive) pocela
razgranjivati vreno je rezanje dijelova hife koristeéi se oStrim sterilnim skalpe-
lom i konacno jzvrSenc prenosenje djelova hifa na umjetno hranjivi supstrat.
Svaki dio hife isklijale iz jedne jedine stanice stavljen je u jednu Petrijevku. Na
taj nacin dobivena su dva tipa uzgoja Ciste kulture ove gljive i to:

a) monokonidijski tip kulture uzgojen iz jedne jedine konidije;

b) hifalni tip kulture, uzgojen od dijelova hife jedne jedine isklijale konidije.

Ispitivanja i promatranja cistih kultura ove gljive vrSena su u oba tipa u
Petrijevim posudama veli¢ine promjera 100 mm na istom umjetnom supstratu (2%
krumpir — dekstrozni agar) uzgojenih u termostatu kod iste temperature od 25°C,
kao optimalne za razvoj gljive.

Monokonidijski tip ove gljive izrastao na gore navedenom hranjivom sup-
stratu posluzio je kao inokulum za test na virulentnost u poljskim pokusima.

Inokulum je pripremljen na taj naéin, da su &iste kulture ove gljive iz dviju
Petrijevih posuda zajedno sa hranjivom podlogom — agarom mjeSane dvije mi-
nute na situ u cca 200 ccm destilirane vode, te nakon dobrog homogeniziranja
ovog materijala, dodana je voda u koli¢ini do 1 lit.

Test na virulentnost odnosno na patogenitet ove gljive, izvrien je i u staklc
Rillgéxs )na kukuruzu vrlo osjetljivom na ovu bolest sa oznakom (Botinec — linij:

Prva inokulacija kukuruza u polju izvrSena je u vrijeme kada su biljke kuku
ruza bile u visini od 30—50 cm tj. u vrijeme 10—14 dana prije izbacivanja m
lica, dok je druga inokulacija izvr§ena sedam dana nakon prve (po metodi Ull-
strup). Svaki se test sastojao od dvije repeticije sa po 10 biljaka u redu, tj. uku-
pno 20 biljaka.

Inokulacije u stakleniku izvrSene su prskanjem inokuluma na mlade biljke
kukuruza u stadiju od 5—6 lista, koje su rasle u loncima veli¢ine promjera 8 cm
u steriliziranoj zemlji. Inokulirane biljke smje$tene su odmah iza inokulacije u
vlaznu komoru kod temperature od 24—29,4°C u trajanju od dva dana (48 sati),
a nakon toga premjestene u staklenik kod temperature izmedu 24 i 32°C.

Prva zapaZanja i oCitavanja pokusa u polju vriena su u vrijeme kada se
pocetna infekcija sasvim razvila $to je uobicajeno uslijedilo od 14—17 dana na-
kon izvrSene prve inokulacije $to je redovno uvijek uslijedilo prije pocetka se-

kundgrnsih infekcija. Ocjena virulentnosti izvrena je u viSe stupanja napada i to
od 0,5—5.

_ Stupanj virulentnosti, koji je bio utvrden za pojedini test i interpretiran kao
vrijednosni faktor virulentnosti pomnozen je sa postotkom inficiranih listova na koji

je nacin dobivena ja¢ina napada. Do kraja pokusa izvrSeno je ukupno 4 oditava-
nja rezultata.

VARIJABILNOST UZGOJA CISTIH KULTURA GLIJIVE

Za vrijeme cetirigodis$njeg rada uzgoja cistih kultura gljive Helminthospo-
rium turcicum Pass., zapaZeno je da se kulturalni karakter monokonidijskih izo-
lata, kao i izolata hifalnog tipa iz istih lokaliteta i sa istih mrlja na listu medu-
sobno razlikuje na istom umjetnom hranjivom supstratu, u brzini rasta, zatim u
boji i tipu é&iste kulture, nadalje u bujnosti vegetativnili organa (micelija), odno-
sno generativnih organa gljive (konidija), kada je prenoSenje izvrieno iz iste mo-
nokonidijske kulture — roditelja, na podkulturu (subkulturu).

Boja pojedinih uzgoja ¢iste kulture gljive prelazila je od bjelkaste do masli-
nasto-sive sa prelazima u tamno-maslinastu boju. Rast micelija se takoder razli-
kovao, tako da je postojao ¢itav niz prelaza od plosnate teksture priljubljene na

369



hranjivu podlogu do pahuljasto-pamué¢ne strukture micelija sa zra¢nim uzrastom.
Zrac¢ni rast micelija prelazio je od oblika vrlo oskudnog, pa sve do obilnog rasta,
no uvijek je bio dovoljno uocljiv. Na nekim ¢istim kulturama gljive sa pocetnim
laganim pahuljastim rastom micelija, kasnije se zapaZalo postepeno_lagano ovla-
Zenje povrsine sa prelazom u plosnati micelij, priljubljen na hranjivu podlogu.
Micelijski splet hifa u kulturi ovoga tipa imao je mnogo jakih razgranjenja rasta.
Tamne kulture su u pravilu imale slabije razvijeni zra¢ni rast micelija gljive, no
sa vecom produkcijom konidija kao generativnih organa gljive. Brzina rasta kul-
tura kod 25°C kao optimalne temperature za rast ove gljive bila je takoder razli-
¢ita. Za tjedan dana neki su izolati prekrili cijelu povrinu hranjive podloge u
Petrijevim posudama, dok su drugi izolati rasli sporije i nepravilno.

U vedini uzgoja cistih kultura konidije su se pocele formirati ve¢ unutar
tjedan dana razvoja, dok se u manjem broju uzgoja Cistih kultura konidije nisu
formirale, ve¢ samo vegetativno tijelo gljive tzv. micelij, a u pojedinac¢nim cistim
kulturama pojavljivale su se kasnije i abortivne konidije nepravilne forme. Naj-
vi§e fertilnih konidija formirano je od 10—20 dana rasta, kada je i inokulum
uobi¢ajeno u starosti od 14—20 dana uziman za vrSenje umjetne infekcije za
poljske i laboratorijske pokuse.

Kad se izolati ovoga parazita prenose iz originalnih prvobitnih roditeljskih
uzgoja €istih kultura na podkulture, na istu hranjivu podlogu u pravilu ne os-
taju isti.

VARIJABILNOST U VIRULENCI

Da bi se utvrdilo kako monokonidijski izolati gljive Helminthosporium tur-
cicum Pass., diferiraju u njihovoj sposobnosti da izazovu sivu pjegavost lista ku-
kuruza, u poljskim i laboratorijskim pokusima kroz duZi niz godina, inokuli-
rane su biljke vrlo osjetljive sorte kukuruza sa izolatima sa 7 lokaliteta u NRH
kako je naprijed navedeno.

Buduci da test umjetne infekcije u stakleniku nije ocitovao signifikantne
razlike u stupnju virulence, to se radi toga nije ni uzeo u obzir za tu svrhu.

U poljskim pokusima virulenca se ocitovala u stupnjevima i to od vrlo
visoke virulentnosti do samih tragova bolesti sa utvrdenom razlikom izmedu
izolata, no bez korelacije sa lokalitetom iz kojeg je gljiva potekla.

. Osim toga izvriena je takoder i reizolacija ovoga parazita, odnosno izolacija
sa listova kukuruza umjetno izvriene infekcije, sa kojom je izolacijom vriena
ponovna umjetna infekcija, odnosno reinfekcija slijede¢im pasazama:

a) samo kroz biljku hraniteljku, odnosno biljku kukuruza;

b) pomocu Cistog uzgoja kulture gljive na uvijek istu umjetno hranjivu pod-
logu 2%-tni krumpir — dekstrozni agar).

REZULTATI

Cetverogodisnji rezultati dobiveni inokulacijom pokazali su, da se monoko-
nidijski izolati gljive Helminthosporium turcicum Pass. medusobno morfoloski
razlikuju, kao i da variraju u njihovoj sposobnosti da inficiraju biljku — hrani-
teljku kukuruza iz godine u godinu. Ova se pojava ocitovala u svim slu¢ajevima,
bilo da su izolati odrzavani na umjetno hranjivoj podlozi, bilo da su prolazili
pasazom kroz osjetljivu biljku hraniteljku i odrzavani samo u tkivu lista kukuruza
sve do vremena vrienja infekcije u poljskim pokusima.

Pasazom parazita kroz biljku — hraniteljku ili odrzavanje parazita na umjet-
noj i hranjivoj podlozi nije zapaZen neki stabilni nacin u nuznom povecavanju ili
smanjenju njegove virulence, U nekim sluajevima je pasa’a parazita kroz biljku-
hraniteljku o¢itovala pojacanu virulentnost, a u drugim slu¢ajevima opet pasaZa
kroz umjetni supstrat, no $to uobi¢ajeno nije bila konstantna pojava.

Rezultati ovih testova pokazuju da varijante parazita koji medusobno dife-
riraju po svojoj virulenci mogu istu pojaéati u tkivu osjetljive biljke hraniteljke.
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$to pokazuje da se virulenca jednog izolata moze uocljivo mijenjati prolaze¢i kroz
Zivi organizam biljke hranitel Jke, kao i prolazeéi kroz mrtvi umjetni supstrat hra-
njive podloge. .

Qve uocene promjene gljive ne otituju neku utvrdenu stabilnost iz godine
u godinu, ve¢ se mjenjaju pod utjecajem klimatskih faktora, tako da nije dosada
zapazen ni jedan stabilan tip ovog parazita koji bi se kroz du#i niz godina do-
sljedno provla¢io u konstantnosti jatine patogeniteta ili virulence, odnosno u spo-
sobnosti za infekciju biljke, koju napada. :

Poljski su testovi jasno pokazali da postoji mnogo patogenih varlacija para-
zita, no one nisu parzistentne.

Iako ove varijante diferiraju u stupnju virulence na jednu te istu liniju ku-
kuruza kroz duZi niz godina, one se ipak ne mogu izdvojiti u separatne fizioloske
rase, buduc¢i da one nisu konstantne u svom patogenitetu iz godine u godinu, iz
kojeg razloga ne mogu ni biti identificirane kao definitivne fizioloske rase.

Dosada je vrlo malo poznato u pogledu porijekla ovih kulturalnih i pato-
genih varijanata gljive Helminthosporium turcicum Pass., odnosno jo§ je uvijek
nepoznat razlog njihove nestabilnosti. Pretpostavke za objadnjenje ovih promjena
mogu se djelomice svesti na uéinak okoline i klimata, ¢iji faktori okruzuju dva
Ziva organizma i uti¢u kako na biljku kukuruza kao hraniteljku ove parazitske
gljive s jedne strane, tako i na zivi organizam same parazitske gljive s druge
strane, Cije djelovanje u duZem periodu trajanja moze eventualno dovesti do for-
miranja novih patogenih varijanata gljive i do nestabilnije otpornosti, odnosno
osjetljivosti same ispitivane &iste linije kukuruza,

Ukoliko bi se tim ispitivanjem tokom daljnjih viSegodi$njih ispitivanja
mozda mogla utvrditi izvjesna stabilnost u varijabilnosti virulence, u tom bi se
slucaju moglo pretpostaviti i na utvrdivanju fizioloskih rasa, kao $to je to sluéaj
kod druge helminthosporioze kukuruza koju izaziva druga vrsta uzro¢nika — Hel-
minthosporium carbonum kod kojeg su dosada utvrdene dvije fizioloike rase,
no ¢iji uzro¢nik ne predstavlja znacajni problem kod bolesti kukuruza.

ZAKLJUCAK

Ispitivanje virulentnosti gljivicnog parazita Helminthosporium turcicum
Pass. koji uzrokuje sivu pjegavost lista kukuruza vréi se paralelno sa ispitivanjem
otpornosti linija i hibrida kukuruza prema toj bolesti i to:

a) u laboratoriju i

b) na terenu.

Buduci da je kroz viSegodi$nja ispitivanja i ocjenjivanja zapazeno, da se ot-
pornost iste linije kukuruza mijenja uslijed varijabilnosti u virulenci samog uz-
ro¢nika bolesti, to je potrebno i redovno vréiti ova ispitivanja u oba pravca, da

se dobiju $to tacnije prosje¢ne ocjene u otpornosti linija, odnosno hibrida ku-
kuruza.
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