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Izvoren nau~en trud

MATERIJAL I METODI NA RABOTA

Brojnite gabni, virusni i bakteriski
bolesti na tutunot go namaluvaat negoviot
prinos i kvalitet. Tuka spa|a i bolesta
kafena damkavost, predizvikana od pato-
genata gaba Alternaria alternata, koja vo pos-
ledno vreme e sÔ poprisutna vo tutunopro-
izvodstvoto na R. Makedonija. Ovaa bolest
gi napa|a site tipovi, degradiraj|i go kvali-
tetot na tutunot. So toa e namalen negoviot
ekonomski efekt, a zemaj}i go predvid
socioekonomskoto zna~ewe na tutunot za R.
Makedonija, ovaa bolest mo`e da ima golemo
negativno vlijanie vrz tutunoproizvod-
stvoto.

[tetite mo`at da bidat u{te pogole-
mi bidej}i e potvrdeno deka pokraj tutunot,
nejziniot pri~initel parazitira i na drugi
rastitelni vidovi kako domatot, piperkata,
kompirot, modriot patlixan  (Jovan~ev,  1997).

Poradi toa, prou~uvaweto na
patogenot A. alternata e od osoben interes
pred sé za fitopatolo{kata nauka, a potoa
i za re{avawe na problemite povrzani so
bolesta kafena damkavost kaj tutunot.

Ekolo{kite faktori imaat vlijanie
vrz nejziniot razvoj, no i vrz drugi osobini
na patogenot, {to celokupno vlijae vrz

patologijata na bolesta.
Vlijanieto na hranlivata sredina

vrz razvojot na ovoj patogen e ispituvano od
strana na Gveroska (2006), pri {to se
utvrdeni razliki vo brzinata na razvoj na
kolonijata, oboenosta i konzistencijata.

Isto taka, postojat i razliki vo
sporulacijata na A. alternata vo zavisnost od
hranlivata sredina. Rotem (1994) istaknuva
deka site vidovi Alternaria podobro sporu-
liraat na hranlivi podlogi siroma{ni so
{e}er.  Simmons (1992) predlaga tri podlogi
za podobruvawe na sporulacijata.

Sostavot na hranlivata sredina
mo`e da vlijae i vrz morfologijata na
gabata, {to doveduva do odredeni zabludi
(Misaghi et al., 1978)

Metodolo{kiot pristap vo oblasta
na fitopatologijata e od golemo zna~ewe za
razre{uvawe na odredeni dilemi pri
istra`uvawata, pa prodlabo~uvaweto na
metodite na istra`uvawe i vo slu~ajot na
ovoj patogen e od golema korist. Poradi toa,
na{ata cel vo ova istra`uvawe be{e so
primena na nekolku metodi da se utvrdi
vlijanieto na hranlivata sredina vrz A.
alternata kaj tutunot.

Vo istra`uvawata be{e koristena
~ista kultura od gabata, izolirana od preod-
niot del me|u zdravoto tkivo i kafenata
damka na inficirani tutunski listovi.
Izolacijata be{e izvr{ena po standardna
laboratoriska metoda, na voden agar, a
potoa kulturata be{e preseana na kompir-
dekstrozen agar i inkubirana 15 dena na
temperatura od 25OS. Dobienata ~ista kul-
tura od gabata be{e koristena za zasejuvawe

vo slednite istra`uvawa.
Za da se utvrdi vlijanieto na

hranlivata podloga vrz sporulacijata i
morfolo{kite osobini na gabata, odnosno
goleminata na konidiite, bea koristeni
pove}e hranlivi podlogi:  kompirdekstrozen
agar, ovesov agar, ^apekov agar, agar od
morkov, gra{ok, luk i V-8 xus podloga
(Markovi}, 1979). Podlogite bea podgotvuvani
po soodvetni recepturi, sterilizirani vo
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avtoklav i razlevani vo petrievi kutii.
Opitite bea izveduvani tri pati, a

pri sekoe povtoruvawe bea zaseani po 5
petrievi kutii od sekoja podloga so
fragmenti (3-5 mm2) od ~istata kultura.
Zaseanite petrievi kutii bea inkubirani 15
dena na temperatura od 25OS. Sekojdnevno
bea sledeni porastot na kolonijata,
brzinata na razvitok, vidot i oboenosta na
samata kolonija. Po 15 dena be{e odreduvan
intenzitetot na sozdavawe na konidii so
direktno nabquduvawe na kolonijata pod
mikroskop, kako i mikroskopirawe na
preparati od prigotvenata suspenzija od
konidii od gabata odgledana na razli~ni
hranlivi podlogi. Ocenata ja vr{evme so
pomo{ na samostojno izgradenite kriteriumi
niz prethodnite izolacii pri prou~uvaweto
na problemot na ovaa patogena gaba. Vo
zavisnost od gustinata na konidiite,
intenzitetot na sporulacijata be{e
klasificiran vo ~etiri grupi: +-  - slaba, +
- dobra, ++ -mnogu dobra i +++ - obilna
sporulacija.

Vlijanieto na sekoja hranliva pod-
loga vrz morfologijata na gabata be{e odre-
duvano so mikroskopski merewa na golemi-

nata (dol`ina i {irina) na konidiite.
Merewata bea vr{eni so pomo{ na

okularmikrometar, po prethodno ba`darewe
i odreduvawe na faktorot na soodvetnoto
zgolemuvawe spored metodata na Ziberoski
(1998). Bea podgotveni po 5 mikroskopski
preparati za sekoja hranliva podloga, od
kultura stara 7-10 dena. Dol`inata i {iri-
nata na konidiite bea mereni na 100 prime-
roci slu~ajno izbrani pri mikroskopira-
weto na preparatite.

Vlijanieto na hranlivata podloga
vrz prinosot na suva biomasa na kolonijata
be{e odreduvano spored metodata na Sari}
(1986). Ispituvanite podlogi se podgotvuvaa
kako te~ni, se razlevaa po 20 ml vo epruveti.
Po  sterilizacijata se razlevaa vo petrievi
kutii so dijametar od 90 mm. Podlogite se
zasejuvaa so fragmenti od vozdu{nata
micelija so pomo{ na sterilna igla, a potoa
bea inkubirani na 25OS. Po 15 dena be{e
vr{eno oddeluvawe (filtrirawe) na gabata
od te~nata podloga, a potoa su{ewe na
temperatura 25-28OS  do 3 posledovatelni
merewa so konstantna vrednost. Srednata
vrednost od site povtoruvawa go prika`uva
prinosot na suva biomasa izrazena vo mg.

Pri izolacija na patogenata gaba A.
alternata po standarna laboratoriska metoda
na kompirdekstrozen agar (KDA) i inkubacija
na 25OS se dobiva kolonija  koja naj~esto ima
temnosiva do kafena boja, so svetol prsten
na krajot na kolonijata, koja se razviva
radijalno (Sl. 1). Kolonijata ~esto ima izra-
zita vozdu{na micelija,  no kaj nekoi izola-

Vlijanie na hranlivata podloga vrz sporulacijata

ti ima mnogu slab porast na vozdu{nata
micelija. Hifite od gabata se isprepleteni,
septirani i se granat pod razli~en agol.
Formiranite konidii na KDA imaat kafena
boja, razli~na forma, naj~esto elipsovidna,
kru{kovidna ili cilindri~na i razli~na
golemina (Sl.2). Tie se septirani, so
razli~en broj nadol`ni i napre~ni septi.

Sl. 1 A. alternata - Kolonija
Ph. 1 A. alternata -The colony

Sl. 2 A. alternata - Konidii vo ~ista kultura
Ph. 2 A. alternata - Conidia in the pure culture
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Hranlivata sredina ima golemo vli-
janie vrz razvojot na ovaa gaba. Isto taka,
taa ima vlijanie vrz intenzitetot na obrazu-
vawe na konidii (Tabela 1).

Kaj podlogite V-8 xus i podlogata od
luk konstatirana e slaba  sporulacija. Na

Tabela  1. Vlijanie na razli~ni hranlivi podlogi vrz intenzitetot na obrazuvawe na
konidii, goleminata na konidiite i suvata biomasa na kolonijata

Table 1. The effect of nutrient medium upon the intensity of conidia formation, conidia size and dry
mass of the colony

+-   slaba sporulacija;   +      dobra;  ++     mnogu dobra;   +++   obilna sporulacija
+-    poor sporulation;    +       good;  ++     very good;   +++    abundant sporulation

kompirdekstroznata, ovesovata i podlogata
od gra{ok sporulacijata na A. alternata e dob-
ra, a na podlogata od morkov sporulacijata
e mnogu dobra. No, gabata obilno sporulira
na ̂ apekoviot agar.

Vlijanie na hranlivata podloga vrz goleminata na konidiite

Vo zavisnost od hranlivata sredina,
A. alternata obrazuva konidii so razli~na
golemina.  Taka, spored Tabela 1, konidiite
mo`at da imaat dol`ina od 16 do 52 µm.
Najmala dol`ina imaat konidiite na agarot
od luk (16,00 do 28,00 µm), a najgolema na
kompirdrkstrozniot agar - 24-52 µm i na
^apekoviot agar- 26-38 µm, kade ima pomali
varirawa na vrednostite.

Najmalata {irina na konidiite na

pove}eto podlogi iznesuva 8,00 µm. Kaj aga-
rot od morkov i luk konidiite imaat najgole-
ma {irin 12,00 µm, kaj agarot od gra{ok, V-8
xus podlogata i ̂ apekoviot agar 14,00 µm. Naj-
golema {irina na konidiite e konstatirana
kaj kompirdekstrozniot agar (10,00 - 14,00 µm).

Prose~nata golemina na konidiite e
najmala kaj agarot od luk (21,80 h 10,40 µm),
a najgolema kaj ̂ apekoviot (32,46 h 11,85 µm).

B. Gveroska i sor.: Vlijanie na hranlivata podloga vrz sporulacijata,goleminata na konidiite i prinosot na
suvata  biomasa na Alternaria Alternata kaj tutunot
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Vlijanie na hranlivata podloga vrz prinosot na suva biomasa

Hranlivata sredina ima vlijanie i
vrz prinosot na suva biomasa na kolonijata
od A. alternata.  Spored podatocite od Tabela
1 i Grafikon 2, toj e  najmal kaj ovesoviot
agar (30,00 mg), a najgolem kaj ̂ apekoviot agar
(202,00 mg. Kaj ostanatite podlogi se dvi`i
od 50,00 mg kaj V-8 xus podlogata do 120,00 mg
kaj kompirdekstroznata podloga.

Vo na{ite istra`uvawa utvrdivme
deka postojat razliki vo intenzitetot na obra-
zuvawe na konidii i goleminata na obrazu-
vanite konidii. No, hranlivata podloga vlijae
i vrz prinosot na suvata biomasa na kolonijata.

Sli~ni rezultati istaknuvaat i drugi
avtori.

Jovan~ev (1997), na hranlivata
podloga agar so kromid, pokraj najslabi
razvoj na kolonijata konstatiral i najslaba
sporulacija, kako i konidii so najmali
dimenzii. Spored Misaghi et al.(1978), pove}e
elementi na sustratot vrz koj se odgleduva
gabata (prvenstveno odnosot C/N)  vlijaat vrz
nejzinata morfologija.

Naveduvaj}i gi razlikite vo sporu-
lacijata vo zavisnost od hranlivata sredina,
Simmons (1992) predlaga tri podlogi za
podobruvawe na sporulacijata: agar od
morkov (RSA), NAU-podloga od prirodno

Hranlivata podloga vlijae vrz
patogenata gaba, t.e. vrz nejzinata sporu-
lacija,   goleminata na konidiite i prinosot
na suva biomasa na kolonijata.

Sporulacijata be{e najdobra na
^apekoviot i na agarot od morkov,  a najslaba
na podloga od luk i V-8 xus.

Goleminata na konidiite varira

Z A K L U ^ O C I

razgradeni rastenija i  podloga V-8 xus.
Sprotivno na ovie podatoci, vo

na{ite istra`uvawa kaj V-8 xus podlogata
utvrdivme slaba sporulacija.

Vo istra`uvawata na Ivanovi} i
Jovanovi} (1994), najdobra sporulacija na  A.
alternata izolirana od tutun, e postignata na
podloga od morkov i tutun, a najslaba na
voden agar i na podloga od jabolko. Isto taka
i Rotem (1994) istaknuva deka pove}eto
patogeni  dobro sporuliraat na hranliva
podloga ako vo nea e dodaden ekstrakt od
rastenieto-doma}in.

Hranlivata podloga vlijae i vrz
prinosot na suva biomasa na kolonijata. Vo
na{ite istra`uvawa toj e najgolem kaj
^apekoviot, a najmal kaj ovesoviot agar.

Gveroska (2006) utvrduva razliki vo
izgledot na kolonijata,  odnosno koloniite
odgledani na ovesoviot agar i V-8 xus
podlogata se retki, a pak na agarot od gra{ok
gabata se razviva najslabo.

Toa vlijae na maliot prinos na suva
biomasa na kolonijata odgledana na ovie
podlogi. Isto taka, kaj podlogite kade ima
podobar razvoj na kolonijata, no i kade
konidiite se pokrupni (KDA i ^apekoviot
agar), prinosot na suva biomasa e pogolem.

pome|u oddelnite hranlivi podlogi.
Konidii so najmali dimenzii se sozdavaat
na hranlivata podloga agar od luk, a naj-
golemi na ̂ apekoviot i kompirdekstrozniot
agar.

Prinosot na suva biomasa na kolo-
nijata e najgolem kaj ^apekoviot, a najmal
kaj ovesoviot agar.

Tutun/Tobacco, Vol.58, No 9-10, 219-223, 2008
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L I T E R A T U R A

THE EFFECT OF NUTRIENT MEDIA ON SPORULATION, CONIDIA SIZE AND
DRY BIOMASS YIELD OF ALTERNARIA ALTERNATA IN TOBACCO

B. Gveroska, P. Taskoski
Tobacco Institute- Prilep

SUMMARY

A. alternata was isolated from brown spots on infected tobacco leaves. Sporulation and
conidia size were monitored on pure culture of the fungus grown in various nutrient media  at 15
days interval. Investigations included the following media: potato dextrose agar, oat agar, Chapek
agar, V-8 juice, peas, carrot and garlic.

In garlic agar and V-8 juice, low sporulation was recorded. In potato dextrose, oat and peas
agar the sporulation was good, while in carrot it was very good. Abundant sporulation was noted
only in Chapek agar.

The smallest conidia size was recorded in the garlic agar, and the largest in Chapek agar
(32.46 x 11.85 ì m) and in potato dextrose agar (31.68 x 11.48 ìm).

Dry mass yield was the lowest in oat agar (30.00 mg), and the highest in Chapek agar
(202.00 mg).

We consider that these investigations will be of special interest in improving the methods of
studying of A. alternata in tobacco, and thereby in finding solution to the problems related to brown
spot disease.
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