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VOVED

MATERIJAL I METODI NA RABOTA

Crnilkata na tutunot (Phytophthora
parasitica var. nicotianae) e edna od najdes-
truktivnite i najopasnite bolesti na tutu-
not. Prv pat e zabele`ana vo 1893 na Dale~-
niot Istok, na ostrovite Java i Sumatra.
Podocna, (1915god) se pojavuva vo SAD, kade
se odgleduvaat {irokolisnite tutuni od
tipot virxinija i berlej. Ovaa bolest pret-
stavuva problem i kaj zemjite proizvoditeli
na orientalskite tutuni i tutunite za puri.

Crnilkata e polifagen parazit i
predizvikuva {teti kaj pove}e doma}ini.
Gabata Phytophthora parasitica var. nicotianae,
pokraj site vidovi od rodot Nicotianae, gi
napa|a i drugite kulturni rastenija (domat,
piperki, ricinus, jagoda i dr.). Ra{irena e
vo reonite na potopla klima, vo Evropa,
Afrika, Azija, Amerika i Avstralija, i toa
prete`no na povr{ini koi se navodnuvaat.
Nejzinoto prisustvo e zabele`ano i vo na{i-
te sosedni zemji Bugarija i Grcija. Vo Buga-
rija, crnilkata e najmnogu zastapena vo
Pirinska Makedonija po dol`inata na
rekata Struma. Vo zemjite od angliskoto
govorno podra~je, ovaa bolest se sre}ava pod

imeto "Black shank", {to zna~i crno steblo.
 Vo R.Makedonija ovaa bolest e zabe-

le`ana vo prilepskiot proizvoden reon vo
1986 godina. Vo 1987 godina, crnilkata e
registrirana kaj pogolem broj parceli i zagu-
bite iznesuvaat 10-15%. Vo 1988 godina
o{tetuvawata se dvi`at od 20-40% (J.Mic-
kovski,1988). Ottoga{ pa navamu, do 1997
godina, pojavata na bolesta varira i pogolem
zamav zema vo vla`ni i topli godini (pri
sparno vreme).

 Vo  ovoj nau~en trud, }e izneseme del
od na{ite ispituvawa. Po izoliraweto na
gabata Phytophthora parasitica var. nicotianae,
vr{eni se istra`uvawa vo nasoka na iznao-
|awe na najadekvatna hranliva podloga za
odgleduvawe na patogenot  vo laboratoriski
uslovi.

Iznao|aweto na najkompatibilna
hranliva podloga e zna~ajno zaradi uspe{no
prou~uvawe na biologijata na pri~initelot
i negovite morfolo{ki karakteristiki i za
iznao|awe na najadekvatni merki  za elimi-
nirawe na ovoj opasen parazit na tutunskoto
rastenie.

Parazitot {to ja predizvikuva cr-
nilkata na tutunot, spored Van Breda de Haan
(1896) i Tucker (1931) e gabata Phytophthora
parasitica var.nicotianae. Taa spa|a vo fami-
lijata Peronosporaceae, red Peronosporales,
klasa Oomycetes, pododdel Mastigomycotina

(vistinski zoosporni gabi). Izolacijata na
ovoj parazit e vr{ena od zarazeni rastenija
koi bea zemeni od na{ite polski opiti
locirani vo prilepskiot region. Vo opitite
bea zastapeni dve sorti - Prilep 12-2/1 i
Jaka 125/3, a sekoja sorta se nao|a vo pet
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povtoruvawa. Izolacijata e vr{ena vo tekot
na 1996 i 1997 godina. Vo ovoj trud }e bidat
prezentirani prose~nite rezultati od dvete
godini.

Patogenot e izoliran od razli~ni
delovi na tutunskite rastenija (koren, kore-
nov vrat, steblo, list) i od po~vata kade se
proizveduva rasadot i po~vata kade e pos-
taven opitot. Po~veni probi i probi od ras-
tenija bea zemani i od razli~ni lokaliteti
vo prilepskiot region. Probite bea posta-
veni na sedum razli~ni hranlivi podlogi,
vo 20 povtoruvawa, so cel da se iznajde naj-
adekvatnata podloga za izolacija na pri~i-

nitelot. Toa ponatamu  ni ovozmo`i uspe{no
prou~uvawe na crnilkata i na vlijanieto na
ekolo{kite faktori vrz pojavata na ovoj
opasen parazit kaj tutunskoto rastenie. Site
ovie istra`uvawa se neophodni za iznao-
|awe na mo`ni merki za za{tita na tutun-
skoto rastenie od ovaa bolest.

Izolacijata na patogenot se vr{e{e
na slednive hranlivi podlogi:

1. Kompir-glikozen  agar, 2. p~eni~en
agar, 3. ovesen agar, 4. malt agar, 5. ~apekov
agar, 6. skrobno-amonija~en agar, 7. te~na
hranliva podloga.

Kaj site izolati dobieni od razli~-
nite delovi na tutunskite rastenija, na
razli~na hranliva podloga i vo 20 povto-
ruvawa, vr{eni se merewa na brzinata  na
porastot na koloniite od pri~initelot na
crnilkata. Zaradi skratuvawe na obemot na
trudot, }e bidat prika`ani samo prose~nite
rezultati od  20-te povtoruvawa.

 Podlogite bea izleani vo petrievi
kutii, osven te~nata hranliva podloga, koja
be{e postavena vo kolbi. Posle be{e izvr-
{eno zasejuvawe na kulturata na razli~ni
hranlivi podlogi. Potoa, bea ispituvani
morfolo{kite svojstva na parazitot, oku-
larno i mikroskopski. Okularno se prou~u-
va{e izgledot na kolonijata i formata na
rabot. Rab vo vid na zraci ima na kompir-
glikozniot i na p~eni~niot agar.  Kaj drugite
podlogi ima pove}e ili pomalku ramen rab,
a na malt agar ima branoviden rab.

 Mikroskopskite nabquduvawa gi
vr{evme direktno od petrievite kutii, ona-
mu kade ima{e razviena i razgraneta voz-
du{na  micelija.

Prigotvuvavme i vodena kultura so
sterilna voda na predmetno staklo na koe
nanesuvavme del od gabata. Potoa vr{evme
mikroskopirawa pri koi zabele`avme pos-
toewe na bezbojna neseptirana micelija,
karakteristi~na za klasata Phycomyceteae,
sporangiofori so sporangii i sporangii vo
faza na segmentirawe, spori i spori vo faza
na 'rtewe, hlamidospori. Ovie fazi na raz-
voj gi zabele`avme kaj site podlogi, osven
kaj mineralnite, kaj koi zabele`avme posto-
ewe  samo na  micelija. Sporangiite imaat
limonesta forma (so izrazena papila),
karakteristi~na za rodot Phytophthora.

 Hranlivite podlogi: kompir-gliko-
zen agar, p~eni~en agar, ovesen agar, malt
agar, ~apekov  agar, skrobno-amonija~en  agar,
se nao|aat vo te~na agregatna sostojba pri
prigotvuvaweto, me|utoa po izlevaweto na
podlogata vo petrievite kutii (so pre~nik
90mm), taa se ladi i se stvrdnuva. Cvrstite
hranlivi podlogi se pogodni za prou~uvawe
na morfolo{kite karakteristiki na para-
zitot, a te~nata hranliva podloga e najade-
kvatna za dobivawe na kulturalen filtrat
od gabata odgleduvana na taa hranliva sre-
dina.

Sledej}i go razvojot na parazitot
(Phytophthora parasitica var. nicotianae) vrz
ispituvanite hranlivi podlogi, zaklu~ivme
deka toj razviva dva tipa na kolonii, {to
voedno pretstavuvaat i dve razli~ni rasi
(biotipovi) od istiot patogen mikroorgani-
nizam. Ednata rasa ima supstratna i vozdu{-
na micelija, koja e gusta, bela i ima izgled
na gusti pamu~ni vlakna. Drugata rasa ima
isto taka bela boja, pomala gustina, poizra-
zena vozdu{na micelija (ja zafa}a celata
petrieva kutija do nejziniot kapak) i li~i
na krzno. Ovie kolonii se najrazvieni i
najrazgraneti na malt agar, {to verojatno e
rezultat na visokata hranliva vrednost na
ovaa podloga. Taa sodr`i mnogu visok pro-
cent na minerali i vitamini. Od posebna
va`nost se vitaminite od B-kompleksot, koi
se neophodni za rastot i razvojot na crnil-
kata, a niv vo malt agarot gi ima vo golema
koli~ina. B-kompleksot go ima i vo ovesniot
i p~eni~niot agar, no ne vo tolku golem pro-
cent, kako vo malt agarot. Mineralnite pod-
logi (^apekov i skrobno-amonija~en agar) ne
se pogodni za razvoj na gabata, bidej}i nedo-
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stigaat vitaminite od B-grupata.
Te~nata hranliva podloga ja upotre-

bivme za odgleduvawe na gabata i dobivawe
na kulturalen filtrat od Phytophthora para-
sitica var. nicotianae i utvrduvawe na negovata
aktivnost. Za dobivawe na kulturalen fil-
trat gabata se kultivira na te~na hranliva
sredina vo erlenmaerova  kolba,  na toj na~in
{to vo kolbata se vnesuva del od cvrstata
podloga na koja ima razviena micelija od
gabata.

Po izvr{enata inokulacija na te~na-
ta hranliva sredina, kultiviraweto se vr{i
vo tek na 12 dena na temperatura od 25OS, vo
stati~na polo`ba na kolbata. Za toa vreme
se razviva micelijata od gabata na povr{i-
nata na podlogata. Potoa micelijata se odde-
luva so filtrirawe preku filter-hartija i
koncentracijata se namaluva na 10% od prvo-
bitniot obem na dobieniot kulturalen  fil-
trat. Kulturalniot filtrat se sterilizira

studeno preku Millipore filter. Od nego so poseb-
na postapka se dobiva pre~isten toksin od
gabata, koj ponatamu mo`e da se koristi za
utvrduvawe na otpornosta ili osetlivosta
na tutunskite rastenija sprema gabata. Ova
se raboti pri selekcija na otporni sorti so
in vitro tehnika. Toa e vozmo`no, bidej}i e
utvrdena korelacija pome|u otpornosta kon
patogenot in vivo i otpornosta vo kulturata
na tkivo kon toksi~nite metaboliti produ-
cirani od patogenot (Earle, 1982; Gendlof et
al., 1987; Ishida i Kumashiro,1988)

Kaj te~nata hranliva podloga kolo-
niite od gabata ja zafa}aat celata povr{ina
na podlogata vo kolbata po dvanaesettiot
den.

Kaj cvrstite hranlivi podlogi vr{e-
ni se sekojdnevni merewa na porastot na ko-
loniite od gabata Phytophthora parasitica var.
nicotianae i istite se prika`ani tabelarno
i so grafikon:

BRZINA NA PORAST NA KOLONIITE OD GABATA Phytophthora parasitica var. nicotianae
VO ZAVISNOST OD HRANLIVATA PODLOGA (sorta PRILEP 12-2/1)

RAPIDITY OF GROWTH OF Phytophthora parasitica var. nicotianae
DEPENDING ON THE KIND OF NUTRITIVE MEDIUM  (variety Prilep 12-2/1)

podloga
medium

kompir-
glikozen
agar (1)
potato-

succrose agar
br. den.
nb. day

p~eni~en
agar (2)

wheat agar

malt
 agar (4)

malts agar

ovesen
agar (3)
oat agar

skrobno-
amonija~en

agar (6)
amilo-amonia

agar

~apekov
agar (5)
chapec

agar

Tabela 1.   Dijametar na koloniite (mm)
Table 1.   Diametar of colonies (mm)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

/
/
/
1
7
17
21
29
39
43
46
55
61
61

/
/
2
9
20
35
42
59
73
80
84
86
86
86

/
/
3
10
22
37
45
61
78
83
91
92
92
92

/
2
6
18
29
38
47
63
79
93
100
100
100
100

/
/
/
1
4
10
15
20
26
31
38
43
43
43

/
/
/
1
5
9
13
17
23
28
32
34
35
35
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BRZINA NA PORAST NA KOLONIITE OD GABATA Phytophthora parasitica var. nicotianae
VO ZAVISNOST OD HRANLIVATA PODLOGA (sorta JAKA 125/3)
RAPIDITY OF GROWTH OF Phytophthora parasitica var. nicotianae

DEPENDING ON THE KIND OF NUTRITIVE MEDIUM  (variety Jaka 125/3)

podloga
medium

kompir-
glikozen
agar (1)
potato-

succrose agar
br. den.
nb. day

p~eni~en
agar (2)

wheat agar

malt
 agar (4)

malts agar

ovesen
agar (3)
oat agar

skrobno-
amonija~en

agar (6)
amilo-amonia

agar

~apekov
agar (5)
chapec

agar

Tabela 2.   Dijametar na koloniite (mm)
Table 2.   Diametar of colonies (mm)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

/
/
/
1
6

13
19
24
35
40
45
51
58
58

/
/
/
2
11
19
27
38
47
58
64
71
80
80

/
/
1
5
13
24
36
47
58
71
81
90
91
91

/
2
5
17
28
34
45
63
77
88
97
100
100
100

/
/
/
/
2
12
16
21
26
32
39
44
44
44

/
/
/
1
3
7
10
14
20
25
31
34
35
35
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Grafikon 2
Grafic 2

Vrz osnova na dobienite rezultati
mo`at da se izvle~at slednive pova`ni
zaklu~oci:

1.Pri zasejuvawe na gabata Phyto-
phthora parasitica var. nicotianae vrz hranliva
podloga taa razviva kolonii.

2.Brzinata na porastot i razvojot na
koloniite od parazitot zavisat od vidot i
sostavot na hranlivata podloga.

3.Spored na{ite ispituvawa, Phyto-
phthora parasitica var.nicotianae dava najraz-
vien i najrazgranet micelium vrz malt agar.

4. Vrz malt agar Phytophthora para-
sitica var. nicotianae dava dva  vida na kolonii,
{to voedno pretstavuvaat i dve razli~ni
fiziolo{ki rasi od patogenot.

5.Te~nata hranliva podloga slu`i za
kultivirawe na gabata, koja podocna se ot-
stranuva so filtrirawe, podlogata se kon-
centrira i taa toga{ pretstavuva kultura-
len filtrat.

6.So posebna postapka od kultural-
niot fitrat se izdvojuva fitotoksinot, koj
ponatamu mo`e da poslu`i kako selektiven
agent za in vitro selekcija na otporni rastenija.
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S U M M A R Y

Subject of investigation in this scientific work are biological and morfological chracteristics of
the fungus Phytophthora parasitica var. nicotianae, the causing agent of "black shank" on tobacco
and it`s attributes depending on the kind of nutritive medium.

From the two-year laboratory assays we conclude that for growth of this fungus artificial
nutritive medium made by cereals: malts agar, oat agar and weat agar are suitable, because they are
rich with nutrients, essentialy with vitamins. The most suitable medium is malt agar, on which the
fungus has utermost speed of growth of their plantations.The mineral mediums are not suitable for
growth and developmant of "black shank".

During the fungus growtjh on organic nutritive media in laboratory assays, the fungus shows
many specifics and we isolated two various races of "black shank".

The fluid nutritive medium was good for the growth of Phytophthora parasitica var. nicotianae
and we acquire cultural filtrate and from filtrate we obtain selective agent for in vitro selection of
resistant plants.
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