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UTICAJ pH VREDNOSTI HRANUIVOG SUBSTRATA NA MORFOLO~KE 
I PATOGENE ODLIKE FUSARIUM OXYSPORUM VAR. ORTHOCERAS 

FORMA PIN!, SA OSVRTOM NA ENCIMA SISTEM 

Vera Plavsic 

UVOD 

Koncentracija jona vodonika je veoma znacajna za fiziolo~ku aktiv­
nost i razvice mikroorganizama. Vodonik i hidroksil joni su prisutni u 
svim sredinama na kojima rastu glji.vicni organizmi u prirodi i imaju pre­
sudan znacaj za velicinu i brzinu porasta, kao i za neke druge zivotne 
procese. 

Uticaj pH vrednosti hran1jivog substrata se direktno odrazava i na 
patogena svojstva prouzrokovaca bi1jnih bolesti (L i 11 y V. G., Barnett 
H. L., 1951). 

U ovom radu ispitivan je uhcaj razlicitih pH vrednosti hranljivog 
substrata na Fusarium oxysporum var. orthoceras f. pini. Prema rezultatima 
na~ih istrazivanja (Pen o M., P 1 a v sic V. Popovic J.), ova gljiva 
pi1icinjava znatne ~tete u ~umskim rasadnicima, prouzroklujuci propadanje 
semena, ponika i sadnica eetinarskih vrsta drveca. 

Istovremeno proucavan je i njen fermentni sistem, na osnovu cega 
je dobijena predstava o fizioloskim aktivnostima ove gljive. Na osnovu do­
bijenih rezu1tata moze se svrstati medu najopasnije patogene vrste u ~Uillr 

skoj rasadnickoj proizvodnji. 

MATERIJAL I METOD 

Kao test organizam koriScen je i:lolat g1jive iz rizosfere i sa korena 
po1eg1og ponika crnog bora iz rasadnika u Sremcici. Izo1acija je obav1jena 
u prolece 1968. godine. G1jiva je determinisana od Pen o M., P 1 a v Si. c 
V. i Popo·vic, J., 1970., kao Fusarium. oxysporum S c h 1 e c h ·t. emend. 
Snyder et Hans. var. orthoceras (App. et Wr.) B i 1 a i comb. nova f. 
pini (Sekcija Elegans). 
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Monosporijalna kultura je uspostavljena na taj nacm, sto je matic­
na, u vise mahova preciscava:na kulrura (metodom iscrplji.vanja) na KGA, 
gajena u tecnoj sredini krompi;r.,glukoza. Kultura stara sectam dana je 
centrifugirana 20 minuta na 2000 obrtajajmin., pa je gornji sloj filtrata, 
u kome je mikroskopiranjem konstatovano i.skljucivo prisustvo mikrokoni. 
dija, ko riscen za osnivanje monosporijalne kulture. Po 0,2 ml. filtrata je 
me5ano sa 10 rnl sredine KGA, a zatim su presejavane pojedine kolo.nije 
na kosi KGA. Odabrana kultura je konacno umnozena i slluzila je kao 
test organizam za seriju ispitivanja. 

Za potrebe ogleda koriSceno je seme crnog bora poreklom iz Ti.to­
vog Uzica. Pre upotrebe, dva puta je propusteno kroz aparat za odbaciva­
nje nekvalitetnih 2Jrna, pa je potom jzvrseno isp.itivanje energije k1ijavosti. 

Uticaj pH vrednosti hranljivog substrata. - Kao osnovna hranljiva 
sredina korgcena je tecna i cvrsta Capek~Doks sinteticka podloga (B i I a i 
V. i Pi do p 1 i c k o N. M., 1970. i dr.). Merenjem na pehametru (Pedolos­
ka laboratorija lnstituta za surnarstvo i drvnu industriju, Beograd) konsta­
tovane su pH vrednosti tecne sredine: 

- pre sterilizacije 
- posle sterilizacije 

4,3 

4,0 
Reagens papirom ustanovljena je pH vrednost cvrste sredine posle 

sterilizacije 5,5. 
Za oglede su koriscene sledece nepufer.isane pH vrednosti: 2, 25, 35, 4s, 

55, 65, 75, 85 i 10, jer se prema podacima iz literature, visoko puferisane 
sredine koriste ograniceno, npr. za odredi.vanje pH granice iii za specijalne 
pmbleme (Lilly V. G. i Barnett H. L., 1951). 

Doterivanje odabranih pH vrednosti obavljeno je odredivanjem pu­
fernog kapaciteta teonih i cvrstih hranljivih sredina posle steriiJi.zacije, 
titracijom odredenili kolicina (100 odnosno 50 ml) sredine standardnom ki­
selinom i alkalijom, tj. sa 100/o HCL i NaOH, a po preporuci istih autora. 

Ogled je sproveden u dve serije od 12 Erlenmayer boca od 250 ml 
sa 100 ml, tecne sredine, odnosno 12 Petri casa sa 10 ml cvrste sredine, 
kao i u epruvetama na kosom agaru. Inokulacija tecnih sredina razlicitih 
pH vrednosti vrlena je sa 0,5 ml suspenz!,je spora i micelije koncentra­
cije 1<1 1 , maticne ku~ture sa KGA, dok je inokulacija cvrstih sredilna oba:v­
ljena koriscenjem komada micelije 3 x 3 mm, na uobicajeni nacin. Kullture 
su gajene u terrnostatu na temperaturi 25°C const., u mraku. 

Posle per.ioda od 6, 9 i 20 dana, merena je na pehametru promena 
inicijalnih pH vrednosti metaboUtiCkih teonosti gljive. 

Za ispitivanje uticaja razliCi!tih pH vrednosti na morfoloske odlike 
patogena, koriscene su kulture sa ovrstih hranljivih sredina stare sedam 
dana, dok su za ispi.tivanje uticaja na patogene odlike, upotrebljene kul­
ture sa teen~h i cvrstih sredina. 

Seme crnog bora sterilisano je 30 minuta u 15°/o rastvoru vodonik­
superoksida, zatim suseno u sterilnim uslovirna na filter papiru 3 casa, a 
potom inficirano u suspenziji spora i micelije koncen tracije 1C- 1 , sa kul­
tura gajenih 7 dana na cvrSJtoj sredini navedenih pH vrednosti, tokorn 20 
minuta. Za ispitivanje patogenih odlika, za inficiranje semena su koriScene 
i metaboliticke teanosti razlicitiih pH vrednosti, filtrirane u sterilnim uslo-
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vima kroz pamucnu vatu. Inficirano seme, po 100 komada, ubacivano je 
u Erlenmayer boce od 1000 ml na agarizovanu vodu. 

Fermentna aktivnost. - Za inokulaciju hranljivih s.redina koriScena 
je s.uspencija spora i miceHje koncentracije 10- ·, odnosno komadi inokw­
luma velicine 3 x 3 mm, poreklom od maticne kuL1.ure gajene sedam dana 
na cvrstoj sredini KGA, u uslovima mraka, na 25°C u termostatu. 

Destrukcija celuloze. - Po metodi Lutz L.. 1934., koriscen je 
hranljivj substrat tecna Capek-Doks sredina, bez secera, sa adekvatnom ko­
licinom pamucne vate (3°/o), kao izvorom ugljenika. Inicijalno pH 4. Ogled 
je sproveden u seriji od 20 Erlenmayer boca od 250 m1 sa po 100 ml 
hran1jive sredine. Kolicina inoku1uma: 0,5 ml suspencije spo,ra i miceLije. 
Posle perioda uzgoja od 90 dana, identifikovana je c e 1 u l a z a reakcijom 
redukcije pomocu smese reaktiva Fehling I i II. 

Degradacija skroba. - Identifikacija hldrolize skrobnih zrna obav­
ljena je na bazi red-oks reakcija opstepoznatog principa jodometrije 
(T r pin a c P., 1947). Hranljivi substrat sinteticki agar sa 30fo kukuruznog 
skroba. Ogled je sproveden u sedji od 25 Petri posuda. Inokulum: komad 
kuLture 3 x 3 mm. Posle perioda uzgajanja kulture od sectam dana na 25°C. 
u termostatu, dokazano je prisustvo amilaze pomocu reaktiva rastvora 
Lugola, a prema metodi preporucenoj od Swatek E. F., 1969. 

Hidroliza pektinskih substanci. - Koriscena je metoda Be 1 t j u­
k o v a K. I., M a t i s e v s k a j a M. C., K u l i k o v s k a j a M. D. i S i­
do r en k o S. S., 1968. Gljiva je gajena u tecnoj Capek-Doks hranljivoj 
sredini sa lOfo jabucnog pektina. sa inidjalnim pH 5. Inokul!um: 0,2 ml 
suspenzije spora i micelije. Ogled je sproveden u seriji od 20 Erlenmayer 
boca od 100 ml, sa 30 ml hranljive sredine. Aktivnost p rot ope k t lin a z e 
dokazivana je potapanjem komada krompira u filtrat kulturalne teenosti, 
posle perioda razvoja organizma od 30 dana, na 25°C. 

Proteoliticka aktivnost. - Razlaganje be1ancevina cenjeno je prema 
intenzitetu razlaganja zelatina i pi'OCesa peptonizacije mleka. 

Za razlaganje zelatina koriscen je hranljivi substrat priprem1jen pre­
rna metodi M ii 11 e r J. i Me 1 chin g e r H., 1964., na s1edeCi nacin: u 
vodu je stavljeno 20% zelatina, skuvano, raz1,iveno po 10 ml. u epruvete i 
sterili.sano. Inokulacija sredine obavljena je ubadanjem iglom uz nanosenje 
inokuluma u dub1je s1ojeve sredine. Epruvete su drlane na sobnoj tempera­
turi. Raz1aganje zelatina cenjeno je na osnovu t:ransformacije istog u proiz­
vod teene konsistencije. Ogled je izveden u seriji od 25 epruveta. Inincijal­
no pH 6. 

Peptonizacija m1eka radena je po metodi preporucenoj od Swat e k 
E. F., 1969. Obrano mleko razliveno je u 25 epruveta i sterili~ano, a zatim 
inokulisano sa 0,5 m1 suspenzije spora i micelije. Inicijalno pH 6. Proces 
se odvijao u termostatu na 25°C const. 

Destrukcija Iignina. - Ispitivanje f e no 1 o k s i d a z n e aktivnosti 
vrseno je po metodi D a w i. d son R. W., Camp be 11 B. i B l a i IS de 11 
J. D., 1938. Gljivicni organizam je gajen sectam dana na sobnoj tempera­
turi, na hranljivom substratu male agar sa 0,50fo tan:inske i galne kiseline, 
u Petri posudama. Za svaku kilselinu koi'IiSceno je po 15 Petri posuda. Oksi-
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dazne reakcije cenjene su na osnoVill porasta micelije i veliCine i boje di­
fuznih zona. Pozitivno reagujuce gljive luce fen o 1 o k s ida z u, ko1a 
difunduje u sredinu, oksidiSe taninsku i galnu k.iseliillu, zbog cega se stva­
raju mrki oreoli ispred granice dopkanja micelije. 

Asimilacija glukoze. - Prisustvo g 1 u k o z n e a e r o d e hid r o g e­
n a z e proucavano je koriScenjem metoda M ti 11 e r J. i Me 1 chin g e r 
H., 1964., i Swatek E. F., 1969. Osnovna sredina sastavljena iz 0,2 gr 
KCL i 1 gr NH4 P04 sa 10fo glukoze i 1,5% agara, kao i sa 1% indikatora 
purpurnog brom krezola, posle dve steriliaacije, inolmlisana je u Petri 
posudama gljivom iz maticne kulture. Ukoliko organizam raspolaze siste­
mom asimilacije glukoze, doci ce do obezbojavanja 1jubicaste obojenog 
hranljivng substrata. Ogled je izveden u seriji od 20 Petri posuda. 

Redukciona aktivnost. - Prisustvo red u k t a z a dokazivano je me­
todom K r s t t c M., 1956., na hranljivom substratu Capek-Doks agar, uz 
indikator rnetil zeleno. U sterilisani Capek-Doks agar, dodaje se 0,10fo ra­
stvor indikatora u steriln.oj vodi, u kolicini da boja sredine postane plava. 
Sredina se razliva u steri.Jn.e Petri posude i inokulise glji.vorn. Porast mice­
lije odvija se u termostatu na 25°C. Ogled je izveden u seriji od 25 Petri 
posuda. Prisustvo red u k t a z a rnanifeg.tuje se obezbojavanjern zeleno­
plave boje hranljivog substrata. 

U okviru redukcion.ih aktivn.osti, 1spitana je i moe redukcije nitrata 
u nitritie, metodorn preporucenorn od Swatek E. F., 1969., prema kojoj 
se gljiva gaji u hranljivoj sredini sledeceg sastava: 

Ek!strakt mesa 
Pep ton 
KNOa 
Dest. voda 

0,6 gr 
1,0 " 
0,2 " 

200,0 ml 

Reaktiv difenilamin, pripremljen je prema preporuoi A r in us k i­
n a E. V., 1961., i Swatek E. F., 1969. lsti je vrlo slaba baza i reaktiv 
je za kolorirnetrijsko odredivanje azotne kiseline ($ o 1 aj a B., 1950). 

Hranljiva Soredina je razlivana u epruvete, sterilisana i inokulisana sa 
0,5 ml suspenzije spora i micelije. Inicijalno pH 6. Kultrua se razvijala 
u termostatu na 25°C, const. Ogled je izveden u 25 epruveta. 

Kao kontrola, u svim navedenim ogledima, posluzilo je po 15 pdme­
raka neinokulisanih hranljivih sredina u odgovarajucim posudama. 

REZULTATI I DISKUSIJA 

Uticaj metaboliticke aktivnosti gljive na promenu incijalne pH vred­
nosti hranljivog substrata. - Usled metaboli:ticke aktivnosti gljive doslo 
je do promene inicijalnih pH vrednosti hranljivog substrata, sto se vidi 
iz Graf. 1, 2 i 3. 

Iz Graf. 1. je vidljivo, da je posle uzgojnog perioda organizma od 
6 i 9 dana, doslo do neutralizacije inicijalnih, nepuferisanih pH vrednosti, 
tj. od 2--4,5. Iz Graf. 2. se vidi, da su inicijalne pH vrednosti od 5--6, 
takode pretrpele promenu. Do sestog, odnosno devetog dana, metabolitic-
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ke tecnosti su bile kiselije od pocetnih vrednosti, da bi do dvadesetog dana 
postale neutralne do slabo alkalne. Podac.i Graf. 3. pokazuju, da je do 
devetog dana doslo do zaldseljavanja substrata (inicijalno pH 6,5-10), da 
bi do dvadesetog dana sve hranljive sredine postale alkalne . 
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INFLUENCE OF THE pH VALUE OF THE NUTRITIOUS MEDIUM ON THE 
MORPHOLOGIC AND PATOGENIC CHARACTERISTICS OF FUSARIM OXY­

SPORUM VAR. ORTHOCERAS F. PIN/, WITH REFERENCE TO THE 
ENZYMATIC SYSTEM 

Summary 

The fungus Fusarium oxysporum S c h 1 e c h t. emend. Snyder et Hans. 
var. orthoceras (A p p. et W r.) B i 1 a i comb. nova f. pini, isolated from the rhysosphe­
re and roots of the layed down black pine seedlings iln the Institute's nursery in 
Sremcica, was grown .,in vitro" on a nutritious medium of different, inicial. un­
buffered pH values of 2-10. 

It was notliced that the fungus was developing on the mentioned pH values 
of the medium. At the end of the observation period there occured the neutraliza­
tion and alcalization of the nutritious medium of the inicial pH values 2-8,5, 
except in the case of the pH value 10, when a slight dealcalization of the medium 
took place. 

In all situations the fungus has shown the basic morphologic characteristics 
and demonstrated pathogenic properties, causing embryo and radicel decay and 
sapling laying down. 

In enzymatic aotiv~ty the following hydrolytic enzymes were established: cel­
'lulase, amylase, protopectinase, gelatinase and peptidase, as well as the oxidative­
-reductive ones: phenoloxydase, glucose aerodehydrogenase, nitrate and other 
reductase. 

It comes out from the above resu1ts that the fungus, by its physiological 
activities, has provided an apsolute pathogenic potential. It represents a conti­
nuous danger for bladk pilne seeds and saplings, demanding a constant application 
of preventive measures in seedling production in the nurseries. 
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