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BAKTERIJSKI RAK TRESNJE I VISNJE
SAZETAK

Bakterijski rak tresSnje i visnje uzrokuju dva patovara bakterije Pseudomonas
syringae: pv. syringae van Hall i pv. morsprunorum (Wormald) Young et al.
Oba patogena varijeteta uzrokuju vrlo sliéne simptome koji mogu varirati
ovisno o virulentnosti soja, starosti stabla i osjetljivosti kultivara. TreSnja je
najosjetljivija na tu bakteriozu iako sve kosticave vocke mogu biti zarazene.
Zaraze su obicno povezane s duljim hladnim i vlaznim razdobljima, kasnim
proljetnim mrazovima ili olujnom kiSom koja oStecuje cvat i listove. U 2014. i
2015. godini analizirali smo viSe uzoraka tre$nje. Identificirana su oba patovara
Pseudomonas syringae u uzorcima tre$nje i viSnje iz Medimurske, Zadarske i
Slavonsko-baranjske Zupanije.

Kljucne rijeci: Pseudomonas syringae, patovar, detekcija, identifikacija, PCR
UvOD

Visnje i treSnje se u Hrvatskoj uzgajaju na nesto vise od 3500 ha, a urod je
oscilirao od 10825 do 16980 tona u razdoblju od 2010. do 2014. godine
(Anonim 2015). Neujednacenost uroda uzrokovale su nepovoljne klimatske
prilike i1 napadi Stetnih organizama (Voncina i sur. 2014), pa su u pojedinim
godinama urodi bili smanjeni (Subi¢ 2016.). Bakterijski rak tresnje uzrokuju dva
patovara bakterije Pseudomonas syringae: pv. syringae van Hall i pv.
morsprunorum (Wormald) Young et al. Oba patogena varijeteta uzrokuju vrlo
slicne simptome koji mogu varirati ovisno o virulentnosti soja, vremenu
infekcije, starosti stabla i osjetljivosti kultivara. JaCe zaraze su Cesto povezane s
duljim hladnim i1 vlaZnim razdobljima, kasnim proljetnim mrazovima ili
olujnom kiSom koja oSteCuje cvat i listove. Bolest se Cesce javlja na teskim
zbitim tlima, koja nisu idealna za uzgoj kosticavih vocaka, a i na tlima s
nedostatkom kalija. Da bi se sa sigurnoscu identificirala vrsta, a napose patogeni
varijetet bakterije, potrebno je koristiti viS§e metoda i kombinirati njihove
rezultate da bi se postavila konacna dijagnoza. Najcesce se koriste klasi¢ne
mikrobioloske tehnike (uzgoj bakterijske kulture na hranjivoj ili selektivnoj
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podlozi, biokemijski i nutritivni testovi) u kombinaciji s brzim seroloskim ili
molekularnim metodama 1 testom patogenosti. Pseudomonas syringae jest
Gram-negativna bakterija koja pripada rodu Pseudomonas sensu stricto u y
podrazredu proteobakterija. Jedna je od najvaznijih fitopatogenih bakterija,
velike raznolikosti, Sirokoga kruga biljaka domacina koji ukljucuje brojne vrste
vocaka, povréa i ukrasnoga bilja te vise od 50 opisanih patogenih varijeteta
(patovara). Bakterija je aerobna, Stapicasta i pokrece se

spomocu jednog ili nekoliko polarnih biceva.

Znaci bolesti mogu se pojaviti na gotovo svim vidljivim dijelovima stabla:
izbojcima, granama, deblu, listovima i plodovima. Simptomi ovise o sorti,
starosti stabla, soju bakterije i drugim ¢imbenicima. Rak-rane mogu nastati na
stablu i granama. Najc¢es¢e nastaju na mladicama, i to na mjestu na kojem je
cvjetna stapka pri¢vr§éena za izbojak, ali mogu nastati i na mjestima povreda ili
rana. Na mjestu infekcije kora zaraZzenih mladica i grana puca i nastaju rak-rane.
Na mjestu rak-rana pojavljuje se smola kao reakcija tkiva na prisutnost patogena
(slika 1) dok provodno tkivo ispod kore mijenja boju i nastaje nekroza floema
(slika 2.13.).

Slika 1. Smola iznad rak-rane (snimila J. Plavec)

. A o
Slika 2. i 3. Nekroza floema (snimila J. Plavec)

Oboljele mladice zaostaju u porastu, pozute i suse se. Deblje zarazene grane
takoder usporeno rastu, a kad rak rana obuhvati cijelu granu, ona se osusi. Za
jakih zaraza djelomic¢no se ili potpuno suse ¢itava stabla.

Kad je zaraza ve¢ prisutna, pupovi se ne otvore i ostaju sasuseni na mladici.
Ako infekcija nastane tijekom otvaranja pupova, zarazeni lisni i cvjetni pupovi
uopce se ne otvore, a drugi ostanu uspavani, kasnije krecu i kolabiraju pocetkom
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ljeta. Uz zaraZeni pup na mladici se moze primijetiti mala nekroza. Simptom
paleza cvijeta javlja se kad je u prethodnoj godini zaraza lista bila jaka.
Inficirani cvjetovi gube turgor, venu i na kraju se osuse, a osuseni cvjetovi ¢esto
ostaju prilijepljeni uz mladicu. Kada su u proljece razdoblja vlaznog i hladnog
vremena dulja, zaraza zahvati list i plod neposredno nakon cvatnje. Na plojci
lista nastaju tamno smede okrugle do uglate pjege katkada sa svijetlo zutim
rubom. Sredi$nji se dio pjege osusi i moze ispasti pa plojka ostaje Supljikava i
podsjeca na Supljikavost lista koju uzrokuje Stigmini carpophila (slika 4.). Pjege
se mogu spojiti, osobito na rubovima plojke, zahvac¢ajuéi ve¢u povrsinu lista.
Suse se listovi na kojima je zahvacena veca povrSina plojke. Stariji listovi rjede
su napadnuti (adultna otpornost).

Slika 4. Listovi zarazeni P. s. pv. Slika 5. Zarazeni plodovi (snimio B.

Morsprunorum (snimio M. Cvjetkovic)
Scortichini)

Zaraze ploda nisu Ceste, ali mogu prouzroCiti znatne gubitke jer zaraZeni
plodovi nemaju trznu vrijednost. Simptomi bolesti na nezrelim, jo§ zelenim
plodovima, jesu ovalne pjege smede boje, a rub pjege tamnije je zelen i izgleda
kao da je natopljen vodom. S vremenom tkivo odumire, a na mjestu pjege ostaje
crno udubljenje sa Zuto obojenim rubom (slika 5.).

Na kasnije inficiranim plodovima nastaju vlazne, tamnosmede pjege. Pjega na
peteljci ploda tamno je smeda i ima vodenasti rub.

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum i P. s. pv. syringae prezimljavaju
na oboljelim stablima u inficiranim pupovima i na rubovima rak-rana na kori. P.
S. pv. Syringae moze se umnazati mnogo brze negoP. s. pv. morsprunorum pa
postaje dominantan u infekcijama. Kada nema uvjeta za infekcije, oba patovara
mogu prezivjeti na listovima kao epifiti od cvatnje do opadanja listova, a da ne
uzrokuju simptome. P. s. pv. syringae moze uzrokovati sistemi¢nu zarazu.
Nakon prezimljenja u pupovima i rak-ranama, bakterije se po€inju razmnoZzavati
u inficiranom tkivu te se na stablu i u vo¢njaku $ire kiSom na druge mlade biljne
organe. Bakterije ulaze kroz prirodne otvore - puci i hidatode, ili kroz
mehanicke ozljede tkiva biljke. Manji broj bakterija sacuva vitalnost tako §to su
zaSti¢ene od vanjskih utjecaja u substomalnoj Supljini. Taj mali broj prezivjelih
bakterija ponovo se aktivira i postaje izvor zaraze. Bakterije u jesen, kiSom,
dospijevaju na izboje, pupove, grane i deblo. Infekcije se ostvaruju kroz oziljke
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koji nastaju na mjestu otpadanja lista ili
kroz rane (slika 6).

Bakterija P.s. pv. syringae ali ne i P. s.
pv. morsprunorum, 1ima Siroki krug
domacina te korovi i biljni ostatci mogu
biti vazan izvor zaraze. Razvoju bolesti
pogoduju  stresni  uvjeti. Dolaskom
proljeca, u kiSovitim 1  vlaZnim

?ﬁﬁ/ 55‘ %J ntesell razdobljima uz obilje mladog i osjetljivog
idtom %, '. / lis¢a, nastaju povoljni uvjeti za infekcije.
\ g %’% Prisutnost vode na povrSini listova i
§ o % -kﬁ%&. visoka relativna vlaga najmanje 24 sata
PREZIMLJENJE &’ prije oluja preduvjet su jakim zarazama. U

\ Csrmm— "‘ takvim okolnostima simptomi se mogu
Baktarija prozimijava pojaviti pet dana nakon infekcije pri

u rak-ranama i pupovima

temperaturama od 20 do 26 °C. Povrede
kore nastale od rujna do svibnja, napose
od tuce, preduvjet su za infekcije grana i
pojavu rak-rana. Na osnovi simptoma
tesko je odrediti koji je patovar uzrocnik, a
za sigurnu  dijagnozu potrebna je
laboratorijska analiza.

Slika 6. Shematski prikaz
zivotnoga ciklusa bakterije
Pseudomonas syringae

MATERIJALI I METODE

Na dostavljenim uzorcima bili su vidljivi simptomi koji su upucivali na
mogucu zarazu bakterijom Pseudomonas syringae (slike 1., 3.15.). Iz oboljelog
biljnog tkiva pripremljen je ekstrakt koji je nanesen na hranjivu podlogu King's
B (King i sur. 1954, prema Braun-Kiewnick i Sands, 2001.) u decimalnim
razrjedenjima. Dio biljnoga tkiva iskoriSten je i za izolaciju nukleinskih kiselina
DNeasy Plant Mini kitom (Quiagen). Nakon trodnevne inkubacije na 25 °C
kolonije koje svojom morfologijom odgovaraju ocekivanoj morfologiji za tu
vrstu dalje su presadene na nove podloge da bi se uzgojila Cista kultura za
daljnje testove. Za izdvojene izolate smo odredili Gram-reakciju s 3% KOH
(Suslow i sur. 1982) te su za test likvifikacije (razgradnje) zelatine koriSteni
izolati za koje je potvrdeno da su Gram-negativni. Za test likvifikacije
pripremljeno je po 5 ml medija (pepton 5 g/L i zelatina 120 g/L vode) u
epruvetama od 15 ml koje su inokulirane 24-satnom bakterijskom kulturom.

S podloga je takoder uzet i ,,presjek* kolonija bez obzira na morfologiju te je
koriSten za izolaciju DNA prije navedenim kitom (bio-PCR). Da bi se potvrdila
identifikacija vrste, koristili smo metodu lancane reakcije polimerazom (PCR
od en. polymerase chain reaction) s pocetnicama kojima se umnaza ITS1 regija
vecine P. syringae patovara (Manceau i Horvais, 1997.).
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REZULTATI I RASPRAVA

Identifikacija uzro¢nika bolesti po¢inje dobrim poznavanjem biljke domacina i
proucavanjem simptoma, $to je vazno i na terenu i u laboratoriju. Osim toga,
pravilno i pravovremeno uzorkovanje moze katkad imati odlucujuéi utjecaj na
rezultat laboratorijske analize.

Da bi se sa sigurno$¢éu mogli razlikovati patogeni varijeteti bakterije
Pseudomonas syringae potrebno je provesti nekoliko testova te zajedno tumaciti
dobivene rezultate. Populacije P. s. pv. syringae vrlo su raznolike, $to je i
ocekivano s obzirom na to da imaju vrlo Sirok krug domacina. Zbog toga
biokemijski i nutritivni testovi katkad nisu jednoznac¢ni Cak i za isti patogeni
varijetet.

Pokazalo se da su rezultati za molekularne metode bolji kada se koristi DNA
izolirana iz uzgojenih bakterijskih kultura (bio-PCR).

U dostavljenim uzorcima tresnje i viSnje potvrdena je sumnja na bakterijski
rak. Ovisno o godini i porijeklu uzorka, u Hrvatskoj su identificirana oba
patovara: P. syringae pv. Syringae u uzorcima treSnje i P. syringae pv.
morsprunorum 1 jednom uzorku visnje.

ZASTITA

O zastiti treba razmisljati ve¢ pri podizanju voénjaka te pri odabiru polozaja za
sadnju. Treba izabrati dobre polozaje s povoljnim edafskim i klimatskim
uvjetima za rast i razvoj vocke. Potrebno je izbjegavati mjesta na kojima se
dugo zadrzava vlaga u zraku i kro$nji stabla, a osobito je vazno izbjegavati
mjesta na kojima se pojavljuju kasni proljetni mrazovi. Relativno su rezistentne
neke sorte treSanja napr. Merla, Merman, Merpet, Regina i Rainier, a od viSanja
sorte Stevnsbir, Schattenmorelle 1 Kelleris 16. Otpornima se smatraju podloge
Kolt, F12-1 Mazzard i Changer, a osjetljiva je Gisela 6. (Scortichini, M 1995).
Rezidbom treba odstraniti sve zarazene izboje i grane te odrezane dijelove
iznijeti iz voénjaka i spaliti. Mjesta reza moraju se premazati nekom od pasta za
premazivanje rana ili 2-postotnom otopinom nekog od fungicida na osnovi
bakra. U programu zaStite protiv gljiviénih bolesti zasStita se provodi u dva
termina fungicidima na osnovi bakra, i to jednim ili dva prskanja u jesen u
vrijeme otpadanja listova te prskanjem u proljece u doba kretnja vegetacije.
Takav program daje odredenu zastitu i protiv bakterija. Lisna gnojiva koja u
svom sastavu imaju bakar u kelatnom obliku s glukonskom kiselinom (Scudo,
FitoLabicuper i drugi), kao i stimulatori obrambenih mehanizama u biljaka,
pokazuju posredni u¢inak u smanjenju zaraze.

SUMMARY
BACTERIAL CANKER OF SWEET AND SOUR CHERRY

Bacterial canker of sweet and sour cherry is caused by two pathovars of

VOl 16 /B3 eeeseseccsssscccccccososossssssssssssccccccccssssssss 305



Glasilo biline zastite 3/2016

Pseudomonas syringae: pv. syringae van Hall and pv. morsprunorum
(Wormald) Young et al. Regardless of the causal agent, symptoms can be very
alike. Severity of symptoms can vary depending on the strain virulence,
condition and age of the tree and between different cultivars. Infections can
often be linked to prolonged periods of cold weather with high humidity, late
spring frost and hail storms. In 2014 and 2015 several samples of both sweet
and sour cherry from Medimurska, Zadarska and Slavonsko-baranjska counties
were analysed. Both pathovars were identified in Croatia.

Keywords: Pseudomonas syringae, pathovar, detection, identification, PCR
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