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 Od golem broj nau~ni rabotnici vo
svetot, koristeni se pove}e tehniki za
ispituvawe na otpornosta na tutunot sprema
patogenot Phytophthora parasitica var. nicotianae
pri~initel na bolesta crnilka. Za ispi-
tuvawe na otpornosta kaj  krupnolisnite
tutuni upotrebena e tehnikata na inoku-
lacija na  lenti od tutunski listovi.

Spored W i l l s  i C r e w s (1964)
otpornosta kon crnilkata na tutunot e
izrazena i vo lisnoto tkivo na virxiniskite
tutuni. Ovie avtori vr{ele sporedba na
otpornosta kon crnilkata kaj lenti od
tutunski listovi i celi rastenija. Rezul-
tatite {to gi dobile na lisnoto tkivo bile
statisti~ki sli~ni so rezultatite dobieni
vo staklara na celi rastenija.

Sli~ni ispituvawa se vr{eni i od
strana na W i l l s (1971), kade e pravena
sporedba me|u inokulacijata na tutunski

listovi i celi rastenija. Vo negovite
ispituvawa se zabele`ani golemi varirawa
vo otpornosta kaj testot na list i celi
rastenija zavisno od sortata. Od strana na
T e d f o r d (1990) i T a { k o s k i (2003, 2005),
za otkrivawe na otpornosta kon crnilkata
e koristena tehnikata na otkinati listovi
sporedena so tehnikata na inokulacija na
korenot i stebloto.

 Celta na ova ispituvawe be{e da ja
proverime otpornosta  na nekoi krupnolisni
sorti tutun sprema crnilkata preku inoku-
lirawe na listot koriste}i ja tehnikata na
lenti od tutunski listovi, bidej}i istata
pretstavuva i prv vakov opit kaj nas za
izrazuvawe na otpornosta kaj krupnolisnite
tutuni. Samata tehnika e ednostavna za
izveduvawe, mo`e da se povtoruva i pove}e
pati vo tekot na vegetacijata, evtina e i ne
bara mnogu prostor i vreme.

MATERIJAL I METODI NA RABOTA

Kako materijal za ispituvawe bea
koristeni listovi od krupnolisni tutuni,
lenti izvadeni od tutunskite listovi i
izolati od gabata.

Stepenot na otpornost sprema crnil-
kata kaj ispituvanite sorti tutun be{e
proveren  po metodot na W i l l s  i  C r e w s
(1964), preku inokulirawe na lenti od
tutunski listovi postaveni vo suspenzija od
micelija na gabata sporeden so celi
tutunski listovi inokulirani so fragment
od micelija postaven na glavnoto rebro, po
metodot na T e d f o r d (1990).

Koristej}i gi ovie dva metoda  sakav-
me da napravime sporedba pome|u otpor-
nosta kon crnilkata kaj lenti od tutunski

listovi i pri inokulirawe na glavnoto
rebro kaj celi listovi.

Sortite tutun koi bea zemeni za ova
ispituvawe se odlikuvaat so razli~en
stepen na otpornost. Ky14 e berlejska sorta
osetliva na rasite 0 i 1, Ky14 x L8 isto taka
berlejska sorta so visoka otpornost na
rasata 0, no osetliva na rasata 1. Virxi-
niskata sorta NC2326 e slabo otporna, a
berlejskata sorta V37 e umereno otporna na
dvete rasi. Za visoko otporni kon dvete rasi
se smetaat sortite Coker 371 i Beinhart 1000.

Tutunot be{e odgleduvan vo biolo{-
ka laboratorija, na temperatura od 25-28OS,
so primena na voobi~aena agrotehnika.

Testiraweto e napraveno so inoku-
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lirawe na lenti od tutunski listovi poto-
peni vo suspenzija od micelija i celi listo-
vi inokulirani so fragment od micelija
postaven na glavnoto rebro.

Za proveruvawe na otpornosta na
sortite tutun  po metodot na lenti od tutun-
ski listovi postaveni vo suspenzija napra-
vena od micelijata na gabata, bea koristeni
zdravi listovi od sredniot pojas na raste-
nieto. Istite pred upotrebata bea promiva-
ni so voda od ~e{ma i dezinficirani so
formaldehid. Od sekoj list, od sekoja strana
na glavnoto rebro be{e izvadena po edna
lenta so dol`ina 20 cm i {irina 10 - 12 mm.
Krajot na sekoja lenta se previtkuva kako
kvadrat i se potopuva vo staklen sad so
suspenzija podgotvena od micelija na gabata.
Lentite za kontrola bea potopeni vo des-
tilirana voda. Inokuliranite lenti bea
inkubirani 7 dena vo vla`na komora na
temperatura od 25OS i dnevno osvetluvawe
od 12 ~asa. Opitot e povtoren tri pati.

Za inokulirawe  bea koristeni pet
izolati od gabata, od koi ~etiri pripa|aa
na rasata 0 (P4, P10, S45 i P 54), a eden
izolat (P14) na rasata 1. Gabata be{e odgle-
duvana 20 do 30 dena na podloga kompir dek-
strozna ~orba. Pred podgotvuvaweto na ino-
kulumot, izolatite bea podgotveni po meto-
dot na  M a i a (1995), a potoa sodr`inata od
sekoja Petrieva kutija e miksirana so 200ml
destilirana voda. Dobienata suspenzija od

micelija na gabata ja koristevme za inoku-
lirawe na lentite od tutunskite listovi.

Za sporeduvawe na stepenot na otpor-
nost kaj ispituvanite sorti tutun primeneta
e i tehnikata na inokulirawe na tutunskite
listovi so fragment od  ~ista kultura na
gabata postaven na glavnoto rebro. Koris-
teni se zdravi listovi od sredniot pojas na
rastenieto. Listovite bea promivani so
voda od ~e{ma i  dezinficirani so formal-
dehid. So pomo{ na sterilna mikrobiolo{ka
igla se napraveni povredi na glavnoto
rebro. Fragmentot od kulturata so pre~nik
od okolu 10 mm e postaven na o{tetenoto
mesto od glavnoto rebro i pokrien so par~e
vla`en pamuk. Listovite koi slu`ea kako
kontrola na o{tetenoto mesto imaa posta-
veno samo vla`en pamuk. Inokuliranite
listovi se inkubirani 8 dena vo vla`na
komora. Opitot e povtoren tri pati.

Za inokulirawe bea koristeni istite
izolati od gabata. Izolatite bea odgledu-
vani 10 dena na agar od ovesovo bra{no vo
termostat na temperatura od 25OS.

Intenzitetot na bolesta be{e odre-
den vrz baza na procentot na inficirana
lisna povr{ina po metodot na T e d f o r d
(1990), odnosno stepenite na zaboluvawe bea
klasificirani vo 5 kategorii (0-4), 0 = sorti
so visoka otpornost, 1 = otporni sorti, 2 =
sredno otporni, 3 = osetlivi, 4 = silno
osetlivi.

REZULTATI I DISKUSIJA

Razvojot na nekrozata pri inokuli-
rawe na lentite od tutunski listovi so sus-
penzija od patogenot e prika`an vo Tabela
1, a intenzitetot na bolesta vo Tabela 3.

Prvite simptomi na zaboluvawe kaj
osetlivite sorti bea zabele`ani po 48 ~asa
od postavuvaweto na lentite vo inokulumot.
Po lisnata povr{ina se pojavuva{e nekroza
koja se {ire{e po dol`inata na lentite (Sl.
1, 2 i 3). Kaj sortata Ky14 vo prvite denovi
od inokulacijata postoeja pogolemi razliki
vo razvojot na nekrozata kako pome|u
izolatite taka i vo odnos na drugite sorti,
a na sedmiot den ovie razliki skoro i se
izedna~uvaa. Taka, na vtoriot den razvojot
na nekrotiziranoto lisno tkivo kaj ovaa
sorta iznesuva{e 6,66 mm so izolatot P54,
do 21,66 mm so izolatot P10. Na sedmiot den
dol`inata na nekrozata kaj istata sorta
dostigna od 55,00 mm so izolatot P4 rasa 0,
do 74,66 mm so izolatot P14 rasa 1, pri {to

bolesta dostigna intenzitet od 27,50% do
37,33% (Tabela 3).

Pogolemi razliki vo pojavenata
nekroza se zabele`uvaat pome|u izolatite
kaj sortata Ky14 x L8. Na vtoriot den od
inokulacijata, nekroza na lisnoto tkivo
mo`e{e da se zabele`i samo kaj izolatite
P10 rasa 0 i P14 rasa 1, dodeka kaj izolatite
S45 i P54 rasa 0, nekroza se pojavi na
tretiot den. Samo kaj  izolatot P4 rasa 0,
nekrozata be{e zabele`ana duri ~etvrtiot
den od inokulacijata. Na sedmiot den od
inkubiraweto, pri ot~ituvaweto be{e
izmerena nekroza so dol`ina od 45,66 mm
kaj izolatot P54 do 66,33 mm kaj izolatot
P10 rasa 0, a intenzitetot na bolesta se
dvi`e{e pome|u 25,33% i 33,16%.

Zaradi vaka visokiot intenzitet na
bolesta,  dvete sorti se oceneti so najvisok
indeks na zaraza 2. Vo ova ispituvawe
nema{e golemi razliki vo razvojot na boles-
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ta pome|u sortite Ky14 i Ky14 x L8. Iako
sortata Ky14 x L8  poka`uva otpornost na
rasata 0 pri inokulacija na korenot i
stebloto, sepak ne poka`a otpornost kon
dvete rasi od patogenot pri inokulirawe na

Tabela 1 - Razvoj  na nekrozata  kaj inokuliranite lenti od tutunski listovi so
suspenzija od P. parasitica var. nicotianae

Table 1 – Development of the necrosis in tobacco leaf bands inoculated with suspension of
P. parasitica var. nicotianae

lisnoto tkivo. Istoto e konstatirano i vo
ispituvawata na T e d f o r d (1990), kade
razvojot na leziite na listovite od Ky14 x
L8 inokulirani so rasa 0 se sli~ni kako kaj
listovite od osetlivata sorta Ky14 .

Sepak, treba da se naglasi deka
visokiot stepen na otpornost sprema rasata
0 kaj ovaa sorta doa|a do izraz pri inoku-
lirawe na korenot i stebloto, {to e potvr-
deno i pri na{ite ispituvawa.

Vakvata pojava, sekako, se dol`i na
razli~nite odbranbeni mehanizmi koi se
sretnuvaat kaj listovite i kaj stebloto.

Reakcijata na sortite NC2326 i B37
be{e sli~na sprema dvete rasi. Ovie sorti

ne bea inficirani so izolatite P4 i P54
rasa 0, dodeka kaj ostanatite izolati ima{e
pribli`no ist intenzitet na bolesta.  Sor-
tata Coker371 be{e inficirana samo od
izolatite P10 rasa 0 i P14 rasa 1, a ne be{e
inficirana so ostanatite izolati. Simpto-
mite na bolesta za prv pat bea zabele`ani
tretiot den po inokulacijata so pojava na
nekroza po lisnata povr{ina. Vo narednite
denovi nema{e promeni vo razvojot na

P. Ta{koski: Ispituvawe na  otpornosta kaj nekoi krupnolisni sorti tutun sprema bolesta crnilka
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nekrozata sé do posledniot  den od nabqudu-
vaweto, koga be{e izmerena nekroza so
dol`ina od 6,66 mm kaj P10 i 10,00 mm kaj
P14. Ne{to pojak razvoj na nekroza be{e
pojaven kaj sortata Beinhart1000 so izolatite
P10 i S45 rasa 0 i P14 rasa 1, a ostana bez
infekcija od izolatite P4 i P54 rasa 0.

Kako {to mo`e da se vidi od podato-
cite vo Tabela 1, niedna sorta osven Ky14 i
Ky14 x L8, ne be{e inficirana od izolatite
P4 i P54 rasa 0, koi poka`aa i najslaba
agresivnost.

Spored intenzitetot na bolesta,
indeksot na zaraza kaj sortite NC2326 i B37
iznesuva 0 kaj izolatite P4 i P54 do 2 kaj
ostanatite izolati od rasa 0 i rasa 1. Zaradi
najmaliot intenzitet na napad {to be{e
registriran kaj sortite Coker371 i
Beinhard1000, indeksot na bolesta se dvi`e-
{e pome|u 0 i 1. Intenzitetot na bolesta kaj
sortata Coker371 iznesuva{e 3,33% so
izolatot P10 rasa 0 i 5,00% so izolatot P14
rasa 1. Sprema drugite izolati na rasa 0,
istata poka`a celosna otpornost. I sortata
Beinhard1000 be{e celosno otporna na izola-
tite P4 i P54, dodeka pri inokulirawe so
izolatite P10 i P14 intenzitetot na boles-
ta iznesuva{e 26,66% i 22,66% (Tabela 3).

Ovie dve sorti go poka`aa svojot
visok stepen na otpornost kon dvete rasi od
patogenot.

Spored W i l l s  i C r e w s (1964), vo
prvite 48 ~asa nema razlika vo pojavata na
nekroza kaj   ispituvanite sorti. Po 48 ~asa
stepenot na nekroza opa|a vo lisnoto tkivo
kaj otpornite sorti.

So cel da se napravi sporedba pome|u
intenzitetot na bolesta, pokraj inokuli-
rawe na lenti od tutunski listovi be{e
koristena i tehnika na inokulirawe na celi
listovi so fragment od kultura na gabata.

Kaj listovite inokulirani so frag-
ment od micelijata, simptomite na bolesta
se razvivaa po tretiot den od inokulacijata
so poslab ili posilen intenzitet, vo zavis-
nost od otpornosta {to ja poseduvaat samite
sorti. Site ispituvani izolati predizvikaa
brz razvoj na nekrozata kaj najosetlivata
sorta Ky14, kaj koja ima{e i najvisok inten-
zitet na zaraza, od 39,46% do 78,27%
(Tabela 3). Kaj sortata Ky14 x L8, koja se
odlikuva so visoka otpornost kon rasata 0,
ne dojde do izraz nejzinata otpornost sprema
dvete rasi pri inokulirawe na lisnoto
tkivo. Sepak, ima{e izvesna razlika vo
inficiranata lisna povr{ina pome|u
izolatite so rasa 0 i rasa 1 (Tabela 2), kade

se dadeni prose~nite vrednosti od trite
povtoruvawa. Kaj ovaa sorta inokulirana so
izolatot P14 rasa 1 be{e izmerena najgo-
lema dol`ina na nekrozata od 17,00 cm i
intenzitet na bolesta 62,95%, a so izolatot
P54 rasa 0, samo 8,66 cm i intenzitet na
zaboluvawe od 31,45%. Vrz osnova na
poka`aniot intenzitet na zaraza, indeksot
na bolesta kaj ovie dve sorti se dvi`i
pome|u 2 i 4, {to vsu{nost pretstavuva i
najvisok indeks kaj site ispituvani sorti.

Kaj slabootpornata sorta NC2326
ima{e pojaveno  sli~na zaraza kako i kaj
sortata Ky14. Razvojot na nekrozata be{e
pribli`no ist kaj site izolati. Na osmiot
den od nabquduvaweto, kaj srednootpornata
sorta V37 inokulirana so site izolati be{e
registriran mnogu poslab razvoj  na nekroti-
ziranoto lisno tkivo. Od iznesenite poda-
toci vo Tabela 2 se gleda deka kaj ovaa sorta
razvojot na nekrozata e za polovina pomal
vo odnos na nekrozata izmerena kaj prethod-
nite sorti. Indeksot na bolesta kaj sortata
NC2326 kaj site izolati prete`no be{e 2, a
kaj sortata B37 ne{to ponizok, pome|u 1 i 2
zavisno od izolatot (Tabela 3).

Pogolemi razliki vo inficiranata
lisna povr{ina mo`ea da se zabele`at kaj
sortite Coker371 i Beinhart1000. Sortata
Coker371 ne be{e inficirana od izolatot P4
rasa 0, a slaba osetlivost poka`a sprema
drugite izolati so dol`ina na nekrozata od
2,00 do 6,66 cm, kade i intenzitetot na
bolesta be{e najslab. I sortata Beinhart 1000
poka`a visoko nivo na otpornost pri inoku-
lirawe na lisnoto tkivo. Najslaba infek-
cija ima{e kaj izolatot P4 rasa 0 (1,00 cm),
a celosna otpornost poka`a sprema
izolatot P54 rasa 0, kade ostana bez infek-
cija. Najvisok intenzitet na bolesta be{e
registriran so izolatot P14 rasa 1, koj kaj
sortata Coker371 iznesuva{e 18,72%, a kaj
sortata Beinhart1000, 16,81%.

Vrz baza na intenzitetot na bolesta,
odreden e i indeksot na otpornost kaj ovie
sorti. Sprema dobienite indeksi, sortata
Ky14 se smeta za silno osetliva, Ky14 x L8
za srednootporna do osetliva, a NC2326 i
B37 kako srednootporni. Samo sortite
Coker371 i Beinhart1000 koi imaa najmal
indeks (0 i 1), se poka`aa kako otporni do
visokootporni kon oddelni izolati.

Spored W i l l s (1971), sortata
Beinhart1000 ima visoka otpornost kon dvete
rasi pri inokulirawe na listot i stebloto,
{to se potvrdi i vo na{eto ispituvawe.
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Sl. 1 - P. parasitica var. nicotianae –  Ve{ta~ki inokulirani lenti od tutunski
listovi so izolatot P4 - rasa 0

Fig. 1 - P. parasitica var. nicotianae – Artificially inoculated tobacco with P4 isolate – race 0

Sl. 2 - P. parasitica var. nicotianae –  Ve{ta~ki inokulirani lenti od tutunski
listovi so izolatot S45 - rasa 0

Fig. 2 - P. parasitica var. nicotianae – Artificially inoculated tobacco with S45 isolate – race 0

Sl. 3 - P. parasitica var. nicotianae –  Ve{ta~ki inokulirani lenti od tutunski
listovi so izolatot P54 - rasa 0

Fig. 3 - P. parasitica var. nicotianae – Artificially inoculated tobacco with P54 isolate – race 0

P. Ta{koski: Ispituvawe na  otpornosta kaj nekoi krupnolisni sorti tutun sprema bolesta crnilka
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Tabela 2 - Razvoj na nekrozata kaj inokulirani celi listovi od tutun so fragment od
micelija na gabata P. parasitica var. nicotianae

Table 2 – Development of necrosis in whole tobacco leaves inoculated with mycelial fragment of
P. parasitica var. nicotianae

Analiziraj}i gi vrednostite na
intenzitetot na bolesta i indeksite vo
Tabela 3, mo`e da se konstatira deka
stepenot na otpornost e poizrazen pri
inokulirawe na lisnoto tkivo preku len-
tite od tutunski listovi. Kaj site sorti pri
inokulirawe na glavnoto rebro kaj lis-
tovite so fragment, intenzitetot na bolesta

e mnogu povisok vo sporedba so onoj kaj
inokuliranite lenti. Vakvi rezultati se
dobieni kako kaj osetlivite taka i kaj
otpornite sorti i kon dvete rasi. Ova ni
poka`uva deka bolesta mnogu pobrzo se {iri
po nervaturata odnosno po sprovodnite
sadovi, zaradi {to ima pojava i na povisok
intenzitet na bolesta.

Tutun/Tobacco, Vol.58, No 1-2, 27-34, 2008
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Tabela 3 - Intenzitet na bolesta kaj inficiranite lenti od tutunski listovi i celi
listovi  so inokulum od gabata P. parasitica var. nicotianae

Table 3 - Disease index in whole leaves and in bands of tobacco infected with inoculum of the fungus
P. parasitica var. nicotianae

Pri ispituvaweto na otpornosta
sprema crnilkata kaj krupnolisnite tutuni
bea koristeni dve tehniki: inokulirawe na
lenti od tutunski listovi so suspenzija i
inokulirawe na glavnoto rebro kaj tutun-
skite listovi so fragment od kultura na
patogenot. Intenzitetot na bolesta be{e
promenliv kaj testiranite tipovi i sorti
tutun sprema dvete rasi od patogenot (rasa
0 i rasa 1), inokulirani po dvata metoda.
Analiziraj}i gi rezultatite dobieni od
ispituvaweto za otpornosta preku lenti od

Z A K L U ^ O K

tutunski listovi i celi tutunski listovi,
mo`e da se zaklu~i slednovo:

Ispituvanite sorti od krupnolisni
tutuni  inokulirani po dvata metoda
poka`aa zna~itelni razliki vo otpornosta
sprema dvete rasi od gabata, {to sekako
be{e vo zavisnost od samata otpornost na
sortata kako i od agresivnosta na izolatot
od patogenot.

Stepenot na otpornost e poizrazen
pri inokulirawe so suspenzija na lenti od
tutunski listovi, dodeka pri inokulirawe

P. Ta{koski: Ispituvawe na  otpornosta kaj nekoi krupnolisni sorti tutun sprema bolesta crnilka
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na glavnoto rebro kaj listovite so fragment
kaj site sorti intenzitetot na bolesta e
mnogu povisok.

Bolesta mnogu pobrzo se {iri po
nervaturata odnosno po sprovodnite sadovi,
zaradi {to ima i pojava na povisok inten-
zitet na bolesta kaj inokuliranite celi
listovi.

Najslaba otpornost kon dvete rasi
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INVESTIGATION OF THE RESISTANCE TO BLACK SHANK DISEASE
IN SOME LARGE LEAF TOBACCOS

P. Taskoski
Tobacco Institute-Prilep

SUMMARY

Two techniques were used in investigations of  large leaf tobacco resistance to black shank
- inoculation of leaf tissue strips with suspension and inoculation of the main nerve with a fragment
of pure culture of the pathogen. Intensity of disease in the tested species and varieties was variable
upon both pathogen races (race 0 and race 1), inoculated by both techniques.

Analysis of the results for the resistance in leaf strips and whole leaves shows the following:
Investigated tobacco varieties showed significant differences in resistance against both races,
depending on the resistance of variety and aggressiveness of the pathogen isolate.

Resistance degree is more expressed through inoculation of tobacco leaf tissue strips than in
inoculation of the main nerve with fragment, where intensity of disease is much higher.

The higher intensity of disease in inoculated leaves is a result of rapid spreading of infection
through the conductive vessels.

The lowest resistance against both races was noticed in varieties Ky14 and Ky14xL8, with
disease index ranging between 2 and 3, depending on the inoculation technique. Varieties Coker 371
and Beinhart 1000 confirmed a high resistance degree against both races with indexes 0 and 1 in
inoculation of tobacco leaf tissue strips and of the main nerve.
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L I T E R A T U R A

poka`aa sortite Ky14 i Ky14 x L8 kaj koi
indeksot na bolesta se dvi`e{e pome|u 2 i
3, vo zavisnost od metodot na inokulirawe,
a sortite Coker371 i Beinhart1000 go potvrdija
visokiot stepen na otpornost kon dvete rasi
preku indeksite 0 i 1, dobieni pri inoku-
lirawe na lenti od tutunski listovi i pri
inokulirawe na glavnoto rebro od tutun-
skite listovi.
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