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PROF. DR. VLADIMIR SKGRIC:

JASENOV RAK INJEGOV
UZROCNIK''

(The ash-canker disease and its causal organism)
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1. Uvod

Jasenov rak je dosta cesta bolest u raznim zemljama,, pa
je poznato njegovo pridolazenje u Austriji, NjemaCkoj, Italiji,
Francuskoj, Engleskoj i Nizozemskoj. Vlastita opazanja u na-'
soj zemlji brzo su me uvjerila, da dolazi i u nas, a sta .vise
njegova je pojava u nasim krajevima veoma cesta i stete koje
prouzrokuje cesto su puta veoma znatne. Ta se bolest nalazi
na jasenu i u zagrebackoj okolici, no kako ovdje jasen dolazi
tek mjestimicno, to je i oboljenje ograniceno, no ipak do-
voljno obilno, da je moglo posluziti za radove na ispitivanju
te bolesti. Prigodom istrazivanja uzroka susenja hrastovih
suma imao sam prilike, da prodem brojne jasenove sastojine

*) Najve^i dio ove studije bio je izvrSen za vrijeme, dok je pisac bio
kao gost na radu u Fizioloskom paviljonu Botanickog zavoda Filozofskog
fakulteta, te stoga duguje posebnu hvalu predstojniku zavoda g. prof.
Dru V. Vouku za iskazanu mu gostoljubivost.
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dijelom ciste, a ponajcesce mjesovite, sastojine, koje le2e- nar
podrucju zagrebacke direkcije suma, druge banske imoyne
opcine, gradiske i brodske imovne opcine, te sam tako imao
prilike, da i ovdje svuda ustanovim pridolazenje tog oboljenja.
sad u jacoj, a sad u manjoj mjeri. Dapace se naslo i slueajeva
(2utica), gdje su citave jasenove sastojine u razvoju zaostale
kao posljedica te bolesti, pa je i u svim tim krajevima sabran
obilan materijal za istrazivanje, Znacajno je pri tom^ da su
jace bolesti podvrzena stabla u gusto sklopljenim sastojinama,
i na mjestima gdje je zracna vlaga veca, pa je tako bolest na-
dena na jasenu u vlaznim uvalama i u Sloveniji. Osobita ka-
rakteristika te bolesti jest i u torn, da se oboljela stabla nalaze
redovno u grupama, a razlozi za takav, nacin pridolazenja biti
ce obja§njeni u kasnijim razlaganjima. To dosta znatno rasi-
renje bolesti u nasim krajevima a isto tako mnoga sporna
pitanja u vezi sa postankom i razvitkom te bolesti bila su
razlogom, da je moje nastojanje islo za tim da sa svoje strane
nesto doprinesem bolj^m poznavanju te bolesti.

2. Pregled literature

Prvi, koji je zapazio jasenova raka, bio je Ratzeburg
(10, 11) pa je tim osebujnim tvorevinama nadjenuo ime
>Eschenridenrosen«, §to on i opravdava time, • jer rasparani
rubovi raka i njihov veliki broj podsjeca po obliku poneSto
na ruzu, no on i sam priznaje da je to mozda previse pjesni-
cko ime. On doduse u tim tvorevinama nije nalazio nikakvih
insekata, pa njihov postanak nije niti dovodio s njima u vezu,
vec su to ucinili istom kasnije neki drugi istrazivaci. Po mi-
sljenju istoga mogle bi te supljine, koje se u tim tvorevinama
nalaze posluziti kao skroviste insektima. Niz godina kasnije-
prikazao je tu bolest i Sorauer u svom atlasu biljnih bo
lesti Tabla XXXVII, te po svemu izgleda, da se i slika i, njegov
opis potpuno slazu sa onim od Ratzeburga, no Sorauer vec
smatra da su te tvorevine posljedak napada jedne bakterije,
sto jasno proizlazi iz opisa, kOjim je popracena slika u spc-
menutom atlasu. Meni-doduse nije bilo moguce da dobijem
uvid u originalni atlas, no nije to bilo niti potrebno, jer se
reprodukcija te table kao i teksta nalazi u Tubeufa (IS).-^
Betaljnija istrazivanja o istoj bolesti objelodanio je samo ne
sto kasnije N o a c k (6), koji prikazuje razne razvojne stadije
raka, opisuje polozaj raka na granama i deblu, a u njegovoni
radu nalazimo i mikrqskopske slike o. izgledu bakterije, nje-
zinu smjestaju u stanicju kao i utjecaju na zara2eno stanicje.
On postavlja vec mnogo odredeniju tvrdnju gledom na kau-
zalnu vezu izmedu bakterije i spomenutog oboljenja, no. on,-
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u tu svrhu ne pruza potreban dokaz, a nije ga dao niti ka-
snije, i ako je to u radu o kojem je ovde rijec napose nape-
menuo. Cini se, da je has ta okolnost, sto nije tu bolest sam.
proizveo putem umjetne infekcije, bila razlogom, da je sa istim.
organizmom dovodio u vezu i deformacije jasenovih ucvasti
za koje davno znamo, da im je uzrocnik grinja Phytoptus
fraxini Nal.

' Mnogo odredenije misljenje o uzrocniku jasenova raka
imade Vuillemin (20—23), koji navodi da je bakterija uz
rocnik te bolesti identicna sa Bacillus Oieae Trev. odnosno
prema novom nazivu Bacterium Savastanoi, koji je poznatkaa
uzrocnik suge na maslini. Isti navodi, da gljiva Chaetophoma
oleacina omogucuje prodor bakterije u stanicje. Ipak se ne
moze utvrditi iz objelodanjenih radova istog autora na cemu
osniva on svoju tvrdnju o identitetu uzrocnika jasenova raka
i maslinove suge, jer po svemu izgleda, da nije izvrsio niti izo-
lacije prganizma, a pogotovo nije vrsio infekcije. Mozda je
dosao do tog zakljucka samo na toj osnovi, sto su maslina i
jasen u blizom srodstvu, jer drugih dokaza nije pruzio.

Vise svijetla u to pitanje unesao je E. F. Smith, (15,16)^
koji je vec 1913. istrazivao materijal iz blizine Wiena, te je
istovremeno za vrijeme istrazivanja o maslinovoj sugi u za-
jednici sa N. Brown izvrsio i izolacije bakterije iz jasenovog
raka. Izucavanjem te bakterije u kulturi dosao je do uvjere-
nja da je ta bakterija veoma srodna sa Bacterium Savastanoi^
iako nije bas identicna. On je vrsio sa istim organizmom i in-
fekcijone pokuse na evropskom jasenu, americkim jasenima i
maslini. Infekcija je uspjela na americkim vrstama jasena, no
bila je ipak najizrazitija na evropskom jasenu, a na maslini
nije nastupila nikakva promjena, znak da ta bakterija nije pa-
togena za maslinu. Iz svih tih razloga bio je Smith vec tada
sklon smatrati tu bakteriju varijetetom maslinove bakterije.
Pripominjem da je C. O. S m i t h u (13) uspjelo sa bakterijom
sa masline izazvati hipertrofiju na nekim americkim vrstama
jasena, no te su tvorevine i po obliku, a i po anatomskoj gra-
di odgovarale onima na maslini, a nisu imale slicnosti sa tvo-
revinama opisanim na jasenu.

■ Tako se je s jedne strane postepeno medu biljnim pato-
lozima iskristalizovala misao o bakterijskoj naravi te bolesti,
pa kako se vidi bio je i organizam uzrocnik bolesti vec prilicno
identifikovan, no zoolozi posli su u tom pogledu drugim pu
tem, te su spominjanog raka dovodili u vezu sa regeneracijp-
nim glodanjem likotoca Hyle'sinus fraxini Fabr.

Poznato je vec od P f e i 1 o V i h vremeria, a kasnije potvr-
deno i od Ratzeburga, da cesto puta glode savrseni insekat
koru da se njome prehrani, a Nordlinger (7, 8) navodi.
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da je to osobito cesto na mjestima, gdje se od glavne grane
odvajaju postrane grane. Premda Ratzeburg nije dovodio.ni
u kakVu vezu postanak jasenovog raka sa regeneracijonim
g"lodanjem jasenova likotoca, to su se kasniji istrazivaci ra-
zilazili u torn pogledu, te neki drze (Hens chel 4) da su te
tvorevine nastale uslijed regeneracijonog zderanja spomenu-
tog insekta. Dapace i istrazivaci kao Judeich i Nitsche
(5), koji su katkad pravilno rasudivali stvar, dovodili su kad-
sto evidentnog jasenovog raka u vezu sa regeneracijonim
zderanjem. Istom je Geyr (3) pokazao da jasenov likotoc
svojim zderanjem izazivlje na napadnutom mjestu pojacanu
diobu stanicja kore, no to dovodi u najboljem slucaju do kra-
stavosti, a nikad do tvorbe raka, pa je prema tome iskijuceno,
da bi insekti bili uzrokom raka. Taj spor bio je povodom, da
je i Stapp (17) istrazivao jasenovog raka,no njemu nije bilo
moguce izolirati bakteriju, koja bi umjetnom infekcijom iza-
zvala raka, iako je izolirao niz baterijskih organizama sa ko-
jima je vrsio infekcije. Stoga je dosao na misao, da nije uz-
rok tog raka bakterija, vec da je uzrok istog jedna Nectria-
vrsta, cije se hife nalaze u rakastim tvorevinama. Sto je uzro
kom negativnog rezultata Stappovih istrazivanja dade se do-
nekle zakljuciti po tom, sto je njegov materijal poticao od
starih rakastih tvorevina u kojima se nalazi veliki broj sapro-
fjitskih bakterija, koje lako prerastu parasita, ciji je razyoj
spor, a to biva pogotovo siucaj, kad se primjeni metoda izor
lacije koju je upotrebio taj istrazivac.

Kako je Richteru (12) uspjelo iz jasenova raka izo
lirati gljivu Nectria galligena Bres. var. major Wollenw, to je
to ponovno ozivilo misljenje da je ta gljiva uzrocnik tih pro-
mjena i ako on nije pokusao, da infekcijom sa tom gljivom
proizvede zarazu na jasenu, a osim toga su i drugi njegovi re-
zultati medusobno u protusiovlju.

Nesumnjivo je medutim, da i jasen biva kadsto napadnut
od Nectria galligena Bres. var. major Wollenw, sto se najbo-
Ije vidi po tom da se na nekim rakastim tvorevinama nalaze
obilno periteciji te gljive, a nutrina je ispretkana sa hifama
gljive. Stoga je Van Vliet (19) pokusao, da potrazi .razlike
u izvanjskoj mdrfologiji kao i u anatomskoj gradi rakova,
koji su nastali djelovanjem bakterije odnosno gljive. Kao naj-
vazniji kriterij za prosudivanje bakterijskog raka nalazi ovaj
istrazivac prisutnost supljina u kori, koje su pune bakterija.
Mimo toga istice razlike u vanjskoj morfologiji, no i okolnost
da se bakterijski rak nalazi na granama i deblu, a onaj uzro-
kovan gljivom na granama, a na deblu samo u veoma mladih
stabala. §to se tice anatomske grade nalazi se i tu dosta raz-
lika u reakciji biline na napadaj bakterije i gljive, no kadsto
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se ta razlika ponesto gubi, te izgleda kao da je bakterijom iza-
zvani rak kasnije napadnut i od gljive. Uslijed toga nestaje
ostrija razlika izmedu obe. tvorevine, no i u torn slucaju vide
se jasno lakune pune bakterija, a i obilje hijalnih hifa gljive,
koje su ispreplele stahovite stanice.

Kako su svojevremeno istrazivanja o bakterijskom raku
izvrsena od E. F. Smith i N. Brownove bila tek mimogred opi--
Sana, to je nakon Smithove smrti Brownova (1) objeloda-
nila nesto detaljniji prikaz tih istrazivanja. U tom radu izne-
sene su morfoloske i kulturne osebine organizama sa'jasena,
te je izvrseno uporedenje sa maslinovom bakterijom. Isto ta-
ko su prikazani infekcijoni pokusi na evropskom jasenu, ame-
rickim vrstama jasena i maslini, koji su pokazali da spomenuta
bakterija zarazava osim evropskog (F. excelsior) i americke
jasene, no da ne moze inficirati maslinu. Konacno nakon svih
tih izlaganja dolazi do .zakljucka,. da je bakterija izolirana-iz
jasenovog raka doduse slicna onoj sa masline, ali postoje me-
du njima i razlike, koje po misljenju istog pisca opraydavaju
da se istu smatra varijetetom maslinove bakterije, te joj je i
dala ime Bacterium Savastanoi Smith var. ffaxini Brown.

U posljednje vrijeme izaslo je jedno saopcenje D ' 01 i-
vei ra (2) u kojem se iznosi da su infekcijoni pokusi sa Bac
terium Savastanoi i njegovim- varijetetom fraxini pokazali da
nema nijedne biline, koju bi zarazila oba organiznia, te ako se
uz to" uvazi cinjenica da prvi uvijek izaziva tipicne cvorove
(tuberkule), a drugi samo raka, misljenja je da bi trebalo re-
vidirati shvacanje, da je ovaj posljednji samo varijetet prvoga.

Konacno je Tubeuf ̂ 8) dao pregled oboljenja, koje
izazivaju bakterije na maslini, cirbelju i jasenu,^ kao i promje-
ne izazvane na jasenu od Nectria galligena i jasenovog liko-
toca. Pri tom iznosi nesto i vlastitih" opazanja kao i prikaz
anatomske grade jasenovog raka, te veoma sumarna opazanja
0 izolaciji organizma uzrocnika raka.

3. Opts bolesti

Oboljela jasenova stabla veoma su lako zamjetljiva, jer
je broj rakavih mjesta bilo na deblu bilo na granariia obiCno
veoma velik, a njihova vanj§tina (izgled) upravo napadno izo-
blicena. Sto se tice raspodjele raka na jasenu treba istaknuti,
da u tom pogledu postoji dosta velika raznolikost. lako se
ponajcesce nalazi stabla u kojih se rakasta mjesta nalaze isto-
vremeno i na granama i na deblu (Tabla I.) to ipak nije rijedak
slucaj da nalazimo takva u kojih' je deblo potpuno cisto, a gra-
ne u krosnji potpuno zarazene i to tako jako da postepeno dje-
lovanjem raka odumiru. Dogada se da nademo i takva stabla
u kojih se rakaste tvorevine nalaze gotovo iskljucivo na deblu
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i ako je posljednji slucaj dosta rijedak. Kada bolest jace zahva-
ti jasenove u ranoj mladosti lako se dogodi da takva stabla
toliko z'aostanu u razvoju i budu potpuno patuljasta, grmoli-
ka i razgranana od zemlje. Ona su tek koji metar visoka upr-
:kos toga, sto bi kraj te starosti morala biti vec i do desetak
metara visoka. Sam polozaj rakastih mjesta na granama je

..cesto veoma karakteristican, jer ih nalazimo u blizini ill uokolo
brazgotina, gdje se nalazilo. lisce, a kako je u jasena dekusi-
ran polozaj listova, to se nalaze u prvi cas 1 rakaste tvorbe na
isti nacin raspodjeljene. Ipak se ta slika povremeno gubi nastan-
kom novih rakova u internodiju, bilo uslijed novih infekci-
ja bilo na taj nacin §to nastaju sekundarni rakoyi. Ta se pra-
vilnost poredaja pogotovo gubi onda kada se nagomilavanjem
rakova ovi medusobno stapaju i zahvataju citave dijelove
grana odnosno debla. Ipak je cest slucaj, da se rakasta mjesta
•nalaze gotovo iskljucivo samo u internodijima, te je njihov
poredaj tek u toliko pravilan, sto se cesto nalaze jedan ispod
drugog, a to je kako cemo kasnije vidjeti u yezi sa nacinom
sirenja te bolesti.

Kad je rak potpuno razvit tad je njegov kgled ponesto
raznolik, pa mozemo razlikovati u glavnom dva tipa i to bra-
davicasti rak i upali rak..Dakako da su ta dva ekstremna tipa
medusobno povezana prelaznim fprmama. lako sam i u nas
kadsto nalazio bradavicasti tip raka, to je ipak bio najceSci
upali rak, a dosta puta nalazio sam i onaj prelaznog tipa.
Bradavicasti tip pokazuje napadno zabreknuce. s one strane,
grane gde nastaje, a sto je narocito znacajno citav se sastoji od
vecih ili manjih bradavica, koje su medu-sobnp u dubinu drva
odvojene pukotinama smedeg ruba. Povrsina im je prekrivena
vise ili manje ppsmedelom ili crnkastdm korom, a na prerezu
iste mod je zamjetiti lupom svjetlo smede pjezice i linije, no
takoder male pukotine u kpjima se nalaze bakterije. Presjek
grana na takvom mjestu pokazuje,ekscentricnu gradu drva, te
su godovi na strani raka napadno deblji nego na suprotnoj
zdravoj, tek sto su ispresjecehi prije spomenutim radijalnim
pukotinama.

Obilniji materijal otvorenog raka omogucio mi je tpcnija
opazanja o njegovom razvoju, jer sam osim starih potpuno
razvitih stadija nalazio i sve mlade stadije. (Tabla II i III). Kod
•postahka ovog tipa zapaza se ponajprije- da na mjestu nastaja-
nja raka kora nabrekne i poslije posmedi, a uskoro javljaju se
po dvije uzduzne pukotine u kori i to redovno po jedna sa sva-
ke strane nabrekline. Kasnije javljaju se i daljne uzduzne puko
tine vise u sredini nabrekline, a konacno potinje pucati kora i
popreko tako da postane potpuno vidljivo crnkasto smede-sta-
nicje oboljele kore. Daljnim raspadora te kore u sredini nabre-
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kline pocinje se srednji dio sve jace i jace udubljivati. Stanicje
kore sa ruba raka diobom nastoji prerasti nastalu ranu, ali biva
opet razoreno i tako se sve vise povecava povrsina raka. Nakon
vise godina u toj medusobnoj borbi izmedu kore i bakterija
nastaju sve vece rakaste tvorevine. U pocetku su nabrekline tek
koji centimetar velike, no nakon pucanja kore postaju vece,
a stari rakovi mpgu da budu po 10 cm pa i do 20 cm veliki.
Djelovi kore u sredini raka raspadnu se i nestaju potpuno, te
proces raspada zahvata u kambij i drvo. Unistenjem kambija
prestaje tvorba drva u sredini raka, no zato se pojacava tvorba
drva na rubu, pa su i u ovom siucaju godovi na tim mjestima
mnogo deblji nego na suprotnoj zdravoj strani grana, gdje su
godovi veoma tanki. Godovi koji su nastali prije poCetka zaraze-
su i na strani raka potpuno razviti, sta vise i nesto deblji nego
oni na zdravoj strani, no oni nastali nakon sto je zaraza pro-
drla u kambij ne razvijaju se u tom dijelu vise, pa su na rubo-
vima raka koso prisjeceni, a na poprecnom presjeku izgledaju
poput lepeze rasporedeni. Kora je na rubu raka u obliku pre-
raslina, a boje je crnkasto smede. Isto tako je promjenjena 1
boja drva, no ta boja size i po koji centimetar duboko u drvo,
te je vanjski sloj drva tamno smed i drobi se, a unutarnji je
cvrst i crvenkasto smed. Povrsina tog drva je gotovo crna 1
ispresijecana brojnim pukotinama u svim smjerovima. Sami go
dovi su u vanjskom sloju potpuno nevidljivi,- a u .unutarnjem
posmedelom dijelu postaju nejasni. Prelazni tip raka pokazuje
i u poprekom presjeku posredne oblike izmedu oba istaknuta
tipa raka.

Od naroCita je interesa istaknuti jos jedan nacin pojavlji-
vanja raka, koji je moguce jasno uociti samo u prvom pocetku
razvoja, jer je kasniji izgled njegov jednak onom u otvorenog
raka.

Cesto se naime opaza da izmedu jacih rakastih tvorevina ili u
vecoj ili u manjoj blizini starih rakova nastaju nabrekline, koje
su potpuno prekrivene zelenom korom. (Tabla IV). Na takvim
mjestima sam pomno pretrazivao koru ne bill nasao ma kakvu
makar i neznatnu povredu kore ili lenticelu. Ovom posljednjem
siucaju poklonio sam narocitu paznju vec s razloga, sto neki
istrazivaci (Vliet) navode, da su cesto nalazili usred rakaste na
brekline, dok je jos rak prekriven korom, crno bbojenu lenti
celu, Ta bi okolnost mogla pobuditi sumnju, da je prodor bakte-
rije uslijedio putem lenticele, premda su rezultati mojih infekci-
jonih pokusa u potpunoj suprotnosti sa tom mogucnosti prodi-
ranja. Pregledom veceg broja takvih nabreklina nije bilo mogu
ce. pronaci bilo kakvu ranicu, na mnogim- od njih nisam nasao
niti lenticela. Oprezno odrezivanje kore sa nabrekline u tankim
slojevima britvom uvjerilo me je, da je ista i pod peridermom
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zdrava i normalne boje, a tek se u manjoj ili vecoj dubini nala-
zilo posmedenje kore, vezano pri dnu sa smedim nizovima
stanicja duz kore. Ta je smeda linija vodila sve do velikog raka
i prema svemu izgleda da je to put, kojim je nastala vise spo-
menuta nabreklina, koja prema tomu nije nastala izvanjskom
infekcijom vec prodorom bakterija iz starog raka. Tako nastaje
sekundarni rak. Da je to zaista tako biti ce vidljivo iz anatom-
skih istrazivanja, kojima je utvrdeno pridolazenje bakterije u
tim spojnim linijama u kori, a i u provodnim elementima drva.
Ta pojava nije osamljena, ako se uvazi cinjenica, da je utvrdeno
pridolazenje sekundarnog raka, kod slicnih bolesti masline i
oleandra, uzrokovanim bakterijama, koje su u blizom srodstvu
sa bakterijom sa jasena.

Pri kraju spominjem, da sam doduse nalazio na starim ra-
kastim tvorevinama tragove regeneracijonog glodanja od Hyl.
fraxini, no ti evidentno nisu stajali ni u kakvoj vezi sa postan-
kom raka, a i hife neke gljive nalazile su se kadsto, no samo u
starijim stadijima raka, ali peritecija Nectria vrsta nisam nasao
ni u kojem slucaju.

4. Izolacija bakterije i infekcioni pokusi

Prvi pokusaji izolacije bakterijskog organizma, koji se na-
lazi u supljinama kore, izvrseni su vec u godini 1928,* a kasnije
vise puta ponovljeni. Vec kod prvih izolacija ustanovljeno je,
da je taj organizam spora rasta, te da moze uslijed toga biti
cesto veoma brzo prerasten od mnogih saprofitskih bakterija,
koje se nalaze u obilju u mrtvom stanicju starijih rakastih tvo-
revina. To je bilo razlogom, da su i moji prvi pokusaji ostali
bez uspjeha, a to je bio po svoj prilici razlog i negativnog re-
' zultata izolacijonih pokusaja izvrsenih po Stappu. Stoga sam u
kasnijim izolacijama posao drugim putem, te sam u starih rako-
va u tu svrhu odabrao samo malo zarazenog stanicja na granici
prema zdravoj kori. Taj dio zarazene kore pozna se lako po
tom, sto se izmedu smedeg i zdravog stanicja nalazi zona, koja
kao da je ponesto vodom prozeta. Izolacija bakterije iz tog
dijela kore, koja je bila .isjeckana sterilnim skalpelom u grlu
epruvete sa sterilnom vodom i zatim suspendirana u toj vodi
ostala je neko vrijeme stajati da mogu bakterije difundirati u
vodu, dovela je cestQ puta do potpuno jednakih kolonija samo
organizma uzrocnika bolesti. Kadsto bile su primjesane i kolo-
nije nekih saprofita, no te u toliko malom broju, da je bio do-
voljan broj kolonija uzrocnika potpuno izolovanih i prema
tomu podesnih za cistu kulturu. U kasnijem radu, kad sam upo-
znao narav potpunc zatvorenih nabreklina sekundarnog raka,
vrsio sam ponajcesce izolacije iz njih, a tu nije uspjeh nikad
izostao, jer sam dobio uvijek samo kolonije pravog organizma.
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Izolacija je pbnajcesce vrsena na ag^aru sa dodatkom krumpi-
rova soka i dekstroze, te su se bakterijske kolonije javljale u,
roku od 2—3 dana, kako je to vidljivo iz slijedeceg pregleda:

Datum

ctjeplj.

Broj

izolacija

Dan prvog

pojava

Dan jasnog

razvoja

Primjesa drugih
organizama

Dio raka upotrebljen

za izolaclju

15. V.

1928

15 Vedld. V. u 8h ujutro

prekrite plo£e sapro-
fitskim bakterijama

Stari rakovi

20. V. 8h 10 23. V. 8h 24.V. IQh Pojedina^ne kolonije
saprof. bakt.

Starl rakovi, ali
viSe prema rubu

24. V. 8t" 9+6 26. V. 8h 27.V. lOh- Izolacija sa ruba
mladeg stadija raka

27.V. IQh 12 29.V. lOh -  «

28.VlI.9h 12 30. V. 8h .  -

30. X. 5h 12 2. XI. 9h
jutr.

Sekundarni rak

21. V.

1929

15 23.V. ioh
jutr.

24.V.lOh

17.Vl.ldh 6 19.VI.10li PonajviSe saprofitl 1
pojedinacno parasit

Staro rakasto

staniSje

4.V111.10h 9 6.V1I1. 4h
ppodne

-

Sekundarui rak

4. XI. Qh 12 7. XI. 12h

•

Mladi dosta zatvo-

ren rak

Sa bakterijom dobivenom iz till raznih izolacija vrseni su
infekcijoni pokusi, ponajprije na jasenu, da utvrdim njezinu
patogenost, a zatim su vrsene infekcije na Americkom jasenu
(Fraxinus americana alba), maslini i oleandru. Rezultati tih po-
kusa prikazani su-u slijedecoj tabeli:



Tabela II

Datum infekcije Vrsta biline
Broj infici-
ranih billna

Broj kon-
troln. bilina

Rezultat
infekc.

Kontrola Reizolacija

30. V. 1928 Fraxinus excels. 10 4. — +

7. VI. 1928 «  )?
17 6 +++ . —

Cijepljeno same u
mlado drvo

15. VI. 1928 n  n
14 - 4 ++ — +

19. V. 1929
i)

5 2 — +

29. V. 1929 ff }) 6 2 — +

Fraxinus americ. 5 2 —
— —

Nerium oleander 4 2 —
—

—

Olea europea 6 2 — — —

11. VI. 1929 Fraxinus excels. 8 3 ++ —

Fr. americ. alba 3 1 — - —

Nerium oleander 3 1
— — —

Olea europea 3 1 _ — ■ —

20. VI. 1929

30. VI. 1929

Fraxinus excelsior

n  n

5

10

3

4

Infekcija vrsena samo
prskanjem bakterij-
skom suspenzijom
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Infekcijoni pokusi vrseni sa bakterijom izoliranom iz jase-
novpg" raka pokazali su da su sve izolacije patogene na jasenu,
a intenzitet zaraze zavisio je dosta jako o mladosti izbojaka na
kojima je vrsena infekcija. Infekcije u mlade izbojke izazvale
su zivlju reakciju nego one vrsene u koru starijih grana. U sva-
kom slucaju uspjesne infekcije zapazeno je vec nakon 2—4
dana oko uboda igle, kojim je unesena bakterija u stanicje, kao

■ da je stanicje ponesto prozeto vodom. Nakon 14 dana razvile su
se vec male rakaste tvorbe hipertrofijom stanicja (Tabla V), a
koji mjesec dana iza toga bio je vec rak izrazit. (Tabla VI). U
kasnijem razvoju nastaju tipicni rakovi. Ipak moram istaknuti,
da cesto nisam dobio vece rakaste tvorbe s razloga, sto-rast
mladica u stakleniku nije bio tako bujan kao onih u prirodi.
Osim toga je infekcija sa vise uboda na istom izbojku dovodila
do brzog susenja takvih mladica, a cesto puta do slabog razvoja,
jer odumiranjem zarazenog stanicja biva cirkulacija vode jako
umanjena i konacno potpuno onemogucena. U svakom slucaju,
gdje je umjetnom infekcijom pdlucena zaraza, dobiven je po-
novnom izolacijom isti organizam s kojim je infekcija izvrsena.
Pokusaji da dobijem infekciju samo prskanjem jasena sa bakte-
rijskom suspenzijgm, no bez ranjavanja bili'ne, bili su potpuno
bezuspjesni.

Od interesa je da istaknem, da Fraxinus americana alba
nije pokazala niti traga infekcije iako su pokusi vrseni sa istim
izolacijama organizma koje su izazvale raka na obicnom jase
nu. Isto tako pokazalo se da ta bakterija ne moze zaraziti olean
der, a na maslini zapazeno je tek neziiatno posmedenje stanicja
okb uboda sa iglom, pa i neznatno nabreknuce stanicja. Kasnije
nije opazeno nikakvo napredovanje bolesti,-a ponovna, izolacija
bila je negativna pa mozemo smatrati da ta bakterija nije spo-
sobna za parasitizam na maslini. Sve kontrolne biline obicnog
jasena, americkog jasena, masline ili oleandra ostale su potpuno
nepromjenjene, te su kasnije ubodi iglom potpuno zarasli.

fi su rezultati infekcija tim znacajniji, sto ce se iz kasnije
izlozenih istrazivanja o morfplogiji i ponasanju u kulturi poka-
'zati da je ta bakterija veoma srodna onoj sa masline i oleandra.
Stoga je od interesa, da ovdje istaknemo rezultate istrazivanja
C. O. Smitha i N. Browna o infekciji raznih bilina pa i jasena
po maslinovoj i oleandrovoj bakteriji. Pokusaji N. Brownove,
da sa maslinovom bakterijom Pseudompnas Savastanoi (Smith)
Stevens izazove infekciju na americkom i evropejskom jasenu
bili su negativni. C. O. Smithu je uspjelo da izazove patoloske
promjene sa torn bakterijom na maslini, Fraxinus velutina, Flo-
ribunda i nekim drugim bilinama, no nije uspio da izazpve pa
toloske promjene na oleandru. Isti istrazivac vrsio je uspjesne
infekcije sa organizmom izoliranim iz oleandra (Pseudomonas
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savastanoi var. nerii) na oleandru, maslini kao i na Adelia acu-'
minata i Chionanthus virginica, no nije mu uspjelo inficirati
osim drugih bilina Fraxinus floribunda, a iiiti Fraxinus-velutina.

D'Oliveira opet navodi da nije nalazila nijedne biline, koju
bi bila kadra zaraziti i masUnova i jasenova bakterija. Osim
toga posljedice infekcije maslinove bakterije su tipicne izrasline
poznate pod imenom tubercula, a jasenov organizam izazivlje
samo rakaste tvorevine. Te unakrsne infekcije sa spomenutim
organizmima iako su ponesto protuslovne ipak pokazuju jasno^
da su ti organizmi dosta razliciti kraj sve njihove nalikosti u
ponasanju u cistoj kulturi na raznim hranivim sredstvima.

5. Morfologija 1 ponaSanje organizma u kulturi

Jasenove bakterije su stapici, koji .su dosta kratki, te dolaze
u hranivim sredstvima pojedinacno ili po dva zajedno, a kadsto
i po vise stapiea u jednom lancu. Bakterija je gibiva, te, imade
1—4 polarne cilije. Spora ne stvara, a bojadisana thioninom je
velicine 1.5—2.8X0.5—0.8 fx. Bojenje sa karbol fuksinom, meti-
len.-plavilom, kristalvioletom, dahlia bojom i thioninom je veo-
ma dobro, a ne prima boju bojadisana po Gramovoj metodi, te
je prema torau Gram-negativna. Povrsinske kolonije ha krum-
pirovom agaru su okrugle, uzdignute, glatke, sjajne, bijele boje,
a u prolaznom svijetlu sivobijele, te imadu nakon 3—4 dana
promjer 1—3 mm. Kolonije u dubini agara su bijele, ovalne ili
vretenaste, te prozirne. Na kosini agara je prozirno bijela i fili-
formna rasta, a rubovi su ponesto valoviti. Kolonije na zelatirh
sa buljonom slicne su onima na agaru tek im je rub ponesto
valovit, povrsina malo nabrana, a zelatina ne biva otapana. Rlast
u ubodu u zelatini je dosta polagan, ponajjaci na vrhu uboda, a
slab u dubini. 2elatinu ne otapa, a ne mijenja niti boju hranivog
supstrata. Rast na kosini agara sa dodatkom dekstroze, pepto-
na i lakmusa je veoma bujan, a lakmus postaje izrazito crvene
boje. Slican je slucaj i kod kultivacije bakterije na agaru no
sa pridodatkom galaktoze odnosno saharoze, jer i ovdje u jed
nom i drugom slucaju lakmus jasno crveni, no jace u hranivom
sredstvu sa galaktozom nego u onom u kojem se nalazi saha-
roza. Rast u buljonu je obilan, te vec za par dana postaje buljon
naskroz mutan. U poSetku ne vidi se na povrsini buljona niti
kozica niti rub, no nakon 10 dana javlja se raskidana kozica, a
istovremeno nalazi se i sediment na dnu epruvete. Rast u buljo
nu pod utjecajem para kloroforma je spor i dosta slab. U 2%
peptonu stvara se na povrsini slaba kozica, koja je izrazito zuta,
a kasnije smede zuta. U 2% saharozi raste bakterija veqma
slabo. U 2Vo otopirii maltoze sa IVo peptonom stvara organizam
na povrsini samo pahuljice, ali ne stvara kozicu. Na dnu epru
vete stvara talog, a tekucina je smede boje. U 2% otopini saha
roze sa \% peptona raste organizam bujno, stvara na povrsini
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kozicu, a na dnu sediment. Tekucina postaje izrazito smede
boje. U ferm'entacijonim posudama sa 2% otopinom peptona i
1% slijedecih ugljo-hidrata: dekstroze, galaktoze, laktoze, saha-
roze, maltoze, manita i glicerinaj raste organizam obilno u
otvorenom dijelu posude, no ne stvara plina ni u jednom slu-
caju. U mlijeku sa dodatkom lakmusa raste organizam dobro,
a boja lakmusa postaje izrazito plava dakle je mlijeko izrazito
alkalicno. U mlijeku se ne stvara grusevina, a redukcija lakmusa
je pola'gana, te mlijeko konacno nakon 3 mjeseca postaje vio-
letne boje. (»dark slate violet po Ridgway-Uvc). U mlijeku sa
dodatkom metilenskog plavila nastupa polagana redukcija me-
tilenskog plavila, a boja je ponajprije svijetlo smeda, ruzicasta i
konacno smeda, a na vrhu je mlijeko zelenkaste boje. U cistom
mlijeku takoder ne dolazi do tvorbe grusevine, a boja postaje
ponajprije nesto zuta u jednim epruvetama, a drugim m^alo

. smeda, kasnije smedija (warm buff po Ridgway-u) i konacno
tamno smeda (sudan brown po Ridgway-u). U Cohnovoj oto.-
pini dobar rast sa tvorbom slabe kozice na povrsini otopine. U
nekim epruvetama nalazi se obilje kristala amonijsko-magnezij-
skog fosfata na stijenama epruvete i n'a kozici, a u drugim ne
nalazimo kristala. Konacno postaje tekiicina lijepo zelene boje
poput one, koja imadu graskova zrna nekih sorta, no osim
•toga pokazuje tekucina fluorescencu. U Ushynskijevoj otopini
u pocetku ponesto slab rast u nekim epruvetama, no l^^snije
nakon tjedan dana obilan rast sa tvorbom kozice na povrsini i
prstena na rubu i obilnim viskoznim talogom na dnu.

U Fermijevoj otopini rast riije prebujan, a kasnije stvara
se na povrsini slaba kozica. Rast na buljon agaru sa dodatkom

. skroba pokazuje nakon 14 dana dosta obilno rastvaranje skroba
po 2 cm uokolo kolonije. (Proba sa zasicenom otopinom joda
u 50% alkoholu). U buljonu sa dodatkom kalijevog nitrata ne

.nastupa redukcija nitrata. U Dunhamovoj otopini rast dobar,
a tvorba indola dosta slaba, no reakcija nastupa istom nakon
zagrijavanja u vodenoj kupci. (Dokaz indola po Salkowskom).
Organizam raste izmedu 5—34*^ C, a temperature od 48® C
ubija organizam ako biva izlozena kultura u buljonu djelovanju
te temperature u trajanju od 10 minuta. Sto se tice rasta u od-
nosu prema reakciji hranivih sredstava utvrdeno je, da u buljonu
cija se reakcija u raznim epruvetama kretala izmedu pH 4,5—9,
raste organizam pocam od pH 5,5—8,5. Nacin rasta organizma
u fermetacijonim posudama pokazuje da je organizam izrazito
aeroban.

6. Uporedba jasenove bakterije sa oniraa sa maslSne i oleandra
U tabeli broj III prikazane su morfoloske karakteristike,

ponasanje u kulturi, kao 1 biokemijske reakcije triju organiza-
ma koji napadaju jasen, maslinu i oleander.
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Pregledom u tabeli iskazanih osebina vidimo, da" sva tri
orgaiiizma pokazuju medusobno slicnosti, no da pri torn posto-
je neke razlike obzirom na velicinu tih organizama i rast u Co-
honovoj odnosno Ushynskyjevoj otopini. Iz ranijih infekcijo-
nih pokusa vidljivo je da je svaki od njih patogen na bilini na
kojoj i u prirodi dolazi, te da nije sposoban izvrsiti zarazu na
druge dvije biline. Kad bi uvazili same male razlike, koje poka
zuju ti organizmi u kulturi lako, bi se odlucili, da- smatramo
prganizam sa oleandra jednim varijetetom, a organizam sa ja-
sena drugim varijetetom maslinove bakterije Pseudomonas
Savastanoi (Smith) Stevens, kako su to vec ucinili za prvog
Smith C. O., a za drugog N. Brown. Ako pak uocimo specific-
nbst tih organizama obzirom na napadane biline i tip reakcije,
koju izazivaju, skloni smo vjerovati, da je ziva bilina :mnogo
pouzdanije sredstvo" diferencijacije nego li od nas upotreblja-
vana hraniva sredstva. Cinjenica da nema biline, koju bi isto-
vrefneno napadala ma koja dvojica od tih organizama dovodi
nas nuzno do zakljucka da su ti organizmi posebne vrste. To
je vjerojatno i bilo razlogom' da je oleandrovoj, bakteriji Ferra
ris nadjenuo ime Bacterium Tonellianum Ferr., a kasnije ju je
C: O. Smith smatrao samo varijetetom maslinove bakterije te
ju .nazvao Ps. Savastanoi var nerii Smith, jer mu nije bilo. po-
znato ranije ime dano bakteriji po Ferraris-u.

Gledom na jasenovu bakteriju treba istaknuti da je' N.
Brownov-a drzala i ovu samo varijetetom maslinove bakterije,
te ju nazvala Bacterium Savastanoi var. fraxini, no kako je po
mojem misljenju i za ovaj slucaj odlucniji momenat, da se ona
javlja iskljucivo na jasenu, treba ju smatrati i posebnom vrstom.

■  Prema tome bi novo ime i sinonima za tu bakteriju bila
slijedeca:

Pseudomonas fraxini (Brown) Skoric
Bacterium Savastanoi Smith var. fraxini Brown
Bacterium fraxini (Brown) Skoric
Phytomonas fraxini (Brown) Skoric.

7. Patoloska histologija

Da bi dobio pravilnu sliku o postanku raka, a narocito o
histoloskim promjenama, koje nastaju nakon zaraze, odabirao
sam za tu svrhu u prvom redu sto mlade stadije zaraze kako se
nalazi u prirodi, a sluzio sam se dakako i materijalom. dobive-
nim umjetnom infekcijom. Materijal je bio fiksiran u mjesavini
formalina, octerie kiseline i alkohola, uklopljen u parafin, rezan
mikrotomom i bojadisan. To je bilo tim potrebnije sto su dosa-
danji istrazivaci ponajcesce istrazivali stariji materijal, pa uslijed
toga dosli do jednostranih zakljucaka. Kako su istrazivanja sta-



TAbela III

Uporedenje jasenove, masllnove 1 oleandrove bakterlje i njlhovo ponasanje u £lstoj kulturi.

Naznaka Jasenov organizam
Maslinov organizam
(Smith • Brown)

Oleandrov organizam
■  C. G. Smith

Morfologlja

Bojadisanje

Produkcija pigmenta

Odnos prema kisiku

Odnos prema konc. vo-
dikovih iona

Stapicasta bakterija dolazi ili
pojedince ili po dvije zajednb
kad§to i u lancima. Organi
zam je gibiv pomocu 1-4 po-
larne cilije. Bojadisan thioni-
nom imade veliCinu I,5-2,8X
X0,5-0,8 ft. Spora nema.
Bojadise se veoma dobro sa
karbolnim fuksinom, metil. -
plavilom, kristalnim violetom i
thioninom, a ne bojadise se
po Gramovoj metodi, dakle
je Gram negativan.

Na buljon agaru su kolonije
bijele. Na krumpirovom aga
ru su kolonije bijele.
Na buljon zelatini prozraCno
bijele.

Organizam je aeroban, sto se
vidi jasno po rastu u ferme-
tacijonim posudama, jer raste
samo u dijelu gdje je pristup
kisika mogud.
U buljonu razne konccntraci-
je vodikovih iona raste od
pH 5,5-8;5.

Kratki Stapici pojedince, po
dva Zajedno ili u lancima sa
1-4 polarne cilije. Bakterije
bojadisane karbol .- fuksinom
imadu veliCinu 1,2-1,5X0,4-0,5
ft. Spore ne stvara.-

Karbol fuksin, metilni violet i
dahlia bojadisu lijepo bakte-
riju,'3 bojadisanje po Gramu
ne uspijeva. Otpornost protiv
oduzimanja boje ̂ kiselinom ne
pokazuje.
Na agaru sa buljonom kolo
nije su bijele, na 2elatini pro-
zraSno bijele, a na kruinpiru
tamno maslinasto sinede.

Organizam je aeroban, 5to se
vidi na kulturama u fermeta-
cijonim posudama, a i buljon
agaru sa dekstrozom.

U buljonu raste uz konc. vo
dikovih ipna pH 6,5-9,5, a op-
timalan rast je kod pH 7,0-7,2.

Stapidi na kraju zaobljeni,
1,5-2,5 X 0,5-0,6 ft veliki sa
1-3 polarne cilije. Nema kap-
sula, a niti spora.

Kolonije bijele.

Organizam je aeroban.

Raste u buljonu uz koncentr.
vodikovih iona od. pH 5,3-8,9

w
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w Utjecaj temperature

S
N
>

Rast na krumpir. agaru
3
VI
??
PI
*D
o

c

Rast na kosini agara

Rast na zelatini sa bu-
Ijonom

Rast u ubodu u zelati
ni sa buljonom

Rast na kosini agara
sa dodatkom dekstroze,
peptona i lakmusa.

Rast na agaru sa doda-
^ tkom galaktoze, pepto-
'  na i. lakmusa.

Orgahizam raste od 5-34° C
a  izlo2en utjecaju temperatu
re od 48® C na 10 miniita
ugiba.
PovrSinske kolonije bijele, o-
krugle, uzdignute, glatke i
sjajne. U prolaznom svijetlu
sivo bijele, a nakon 3-4 dana
1-2 mm velike. Kolonije u du-

, bini agara su ovalne ili vre-
tenaste i prozirne.
Rast filiforman, a rubovi su
poneSto valoviti. Boje je pro-
zirno bijele.
Kolonije pokazuju, rast sliCan
onom na ,agaru, no rub ko-
lonija je ponesto valovit i po-
vrsina naboraiia. Bakterija ne
otapa zelatinu.
Rast u ubodu je dosta pola-
gan, ja£i na vrhu uboda, a
slabiji u dubini uboda. 2ela-
tina ne biva otapana, a ne
mijenja se niti boja hranivog
sredstva utjecajem organiz-
ma.

Rast je bujan, prozirno bijel,
sluzav, a lakmus postaje iz-
razito erven, znak tvorbe ki-
seline.
Ovdje je promjena sliCna kao
u prijasnjem sluCaju, jer i tu
lakmus intenzivno pocrveni.

Optimalna temperatura 25-26®
C maksimalna 34-35® C i mini-
malna 12° C. UbitaCna ternpe-
ratura se krede izmedu 43-46° C
PovrSinske kolonije glatke,
splostene, sjajne, bijele, okru-
gle, a rub im je jednolik -ili
neSto valovit. Kolonije su
providne u prolaznom svije
tlu, a nakon 3-4 dana su ve
like 3-4 -mm.
Rubovi poneSto valoviti, rast
manje obilan, boje prozirno
bijele, a povrSine glatke.
Ne otapa zelatinu, a koloni
je su okrugle, providne sa
valovitim rubom i borama u
sredini. Promjer kolonija za
4 dana 1,5-2,5 mm.
Slab rast na povrSini uboda,
a prevlaka tanka i bijela. U
dubini rast jedva primjetljiv,
a Zelatina ne biva otapana.

Rast dobar, lakmus crveni.

Umjereni rast organizma, a
lakmus crveni.

UbitaCna temperatura 51® C.

Kolonije za osam dana 1-3
mm, splostene, okrugle, sjajne
sa valovitim rubom. U prola
znom svijetlu sivkaste boje,
poneSto mrezasto naborane
prema rubu.

Rast obilan, sjajan, bijelo-siv
sa nepravilno valovitim ru
bom.
Kolonije 1-2 mm, nakon 8 da
na, a zelatinu ne otapa.

Bakterija ne otapa zelatinu a
ne mijenja niti boju ielatine.

Rast prilicno obilan, kasnije
slabiji. Lakmus crveni brzo i
ostaje trajno erven.

I u ovom sluCaju lakmus cr
veni i ostaje erven.



Naznaka Jasenov organizani

Rast na agaru sa dodat-
kom saharoze, peptoha i
lakmusa.

Rast u buljonu

Rast u buljonu pod utje-.
cajem para kloroforma.
Rast u 2°/o peptonu

Rast u 20/0 saharozi.

Rast u 2% maltozi i
P/u peptonu

Rast u 2% saharozi i
1% peptonu.

SiiCno kao u prednjem sluCa-
ju, no tek je crvena boja la
kmusa manje intenzivna.
Rast obilan, za nekoliko da-
na je buljon potpuno mutan,
a nakon 10 dana javlja se na
povrSini tekuiine parcijalna
ko2ica, ' a na dnu epruvete
sediment.

Rast u ovom hranivom sred-
stvu je spor i slab.
Na povr§ini stvara - se slaba
kozica, a boja hranivog sred-
stva je ponajprije izrazito
zuta, a kasnije smede zuta.
Organizam raste, no veoma
slabo.

U toj tekudni javljaju se sa-
mo slabe pahuljice, na dnu e-
pruvete nastaje talog, a oto-
pina postaje smede boje.
Organizam raste bujno, te
stvara na povrsini tekucine
kozicu, a na dnu sediment:
Tekudina pod utjecajem bak-
terije postaje izrazito smede
boje.

Maslinov organizam
(Smith - Brown)

Rast primjereno debar, lak-
mus postaje purpurno-crven.

Rast nije tako obilan kao u
jasenova organizma. Na po-
vr§ini slaba kozica.

Rast priliCan, ali usporen.

Bujan rast sa ko2icom na vr-
hu, sredstvo kasnije nesto po-
tamni.

Obilan rast sa jakim tajogom
na dnu, a tekucna postaje
svijetlo - smeda. Na povrSini
tekudine pseudozoogloee

Bujan rast i jaki talog, oto-
pina postaje svijetlo smeda,
a na povrsini pseudozoogloee.

Oleandrov organizam
C. 0. Smith

Hranivo sredstvo postaje ne-
§to purpurno u blizini bakte-
rijske kolonije.
Rast obilan sa raskidanom
kozicom i malo taloga na
dnu.

Rast dobar.

Ne stvara se niti kozica niti
talog, no hranivo sredstvo po
staje poput meda zuto.

Slab rast bez kozice i taloga.

Stvara se raskidana ko2ica i
prsten na rubu tekudine, a
tekudina je ponesto smede
boje.

Ne stvara pliri, a razvoj or
ganizma obilan.



Rast u fermentac. po-
sudama u 2% otopini
peptona i \% dekstro-
ze.

Isto, no same sa 1%
galaktoze.

Isto, no sa 1% laktoze.
Isto, ali sa 1% saharoze.
Isto, ali sa 1% maltoze.
Isto, all sa l%manita. '
Isto, sa 1% glicerina.
Mlljeko sa dodatkom
lakmusa.

Mlijeko sa dodatkom
metilen-plavila

Cisto mlijeko

Organizam se razvija obilno
u  otvorenom dijelu posude,
gdje imade obilan pristupki-
siUa, no ne stvara pHn.
Organizam raste bujno u di-

'jelu fermentacijone posude
gdje je dovoljan pristup ki-
sika, no ne stvara plin.
Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Organizam raste dobro, a la-
kmus postaje intenzivno plav,
mlijeko postaje alkalicno.
Gru^evina se ne- stvara. Re-
dukcija lakmusa je polagana,
a nakon 3 mjeseca postaje
mlijeko violetne boje (dark
slate violet po Ridgwayu).
Metilensko plavilo biva pola-
gano reducirano, boja je po-
najprije svijetlo-smeda, za-

.tim ruziCasta i na posljetku
smeda, tek je na vrhu mlije
ko zelenkaste boje.
Bakterija ni' tu ne stvara
grusevinu. Ponajprije mlijeko
zuti, poslije smedi (warm buff
po Ridgway-u) i konaCno po
staje tamno smede (sudan
brown po Ridgway-u).

Rast obilan, a na povr§ini
pseudozoogloee: Na dnu jaki
talog, a otopina slabo potam-
ni. Plin ne stvara.

Bujan rast, obilan talog i pr-
sten sa pseudozoogloeama na
povrsini. Plin ne stvara.

Isto.

Isto.

Isto.
Isto.

Isto.

Mlijeko' postaje plavo za 4
dana, a kasnije tamno-plavo.
Mlijeko se ne grusa. Promje-
na boje veoma spora.

Mlijeko postaje istom nakon
20 dana ponesto smede, a ne
gru§a se i ne stvara se kise-
lina.

Isto.

Ne stvara plin, a razvoj or-
ganizma obilan.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Mlijeko plavi i postaje jako
alUaliCno. Nema grusevine, a
redukcija lakmusa polagana.'
TekuCina postaje kasnije pur-
purna (slate purple).

Metilensko "plavilo blijedi, a
konaCno postaje zelene boje.

U mlijeku ne nastaje gruse-
vina, a postepeno mijenjabo-
ju u smedastu i konacno po
staje tamno smede.



Naznaka Jasenov organizam Maslinov organizam
(Smith - Brown)

Oleandrov organizam
C. O. Smith

CO

Rast u Cohnovoj oto-
pini.

Rast u Uschynskijevoj
otopini.

Rast u Fermijevoj oto-
pnii.

Rast na agaru sa skro-
bom.

Rast u buljonu sa do-
datkom kalij. nitrata.

Rast u Dunhamovoj
otopini i proizvodnja
indola.

Rast dobar sa tvorbom kozi-
ce na povrsini. U nekim epru-
vetama obilje kristala amonij-
sko - magnezijskog fosfata.
KohaCno postaje tekudina li-
jepo plavo zelene boje (pea
green), a takoder fluorescira.

U poCetku rast slab, kasnije
obilan, te se stvara na povr-
Sini tekuciine kozica, uokolo
prsten, a na dnu epruvete o-
bilan viskozni talog.

Rast nije prebujan, a kasnije
se javlja na povrsini slaba
kozica.

Bakterija vrSi obilnu hidroli-
zu skroba do dva centimetra

uokolo kolonije.

U toj otopini bakterija ne vr-
si redukciju nitrata.

Rast dobar, tvorba indola
slaba, a rcakcija nastupa is-
tom nakon zagrijavanja u vo-
denoj kupci (dokaz indola po
Salkowskom).

Fin bijel rast sa kristalma
amonijsko - magnezijskog
fosfata, no hranivo sredstvo
ne mijenja boju i ne pokazu-
je fluorescencu.

Bijeli rast, sredstvo skroz po-
mu^eno. Na povrsini slaba
kozica, a na dnu viskozan ta
log.

Rast bijel sa kozicom, koja
se kasnije kida u pahuljice i
vlakna.

Bakterija vrgi hidrolizu skro
ba no ne tako obilno i brzo

kao jasenov organizam.

Ne vr§i redukcju nitrata.

Tvorba indola slaba, a nastu
pa istom u kulturama starim
21 dan.

Ova otopina biva obilno za-
mudcna, te se u njoj kadsto
Javljaju kristali, a kadsto ne.

U ovoj otopini organizam ne
raste.

Tvorba indola slaba i to tek

nakon zagrijavanja na vode-
noj kupki.
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rijih razvojnih stadija raka.dosta detaljno opisana, to sam se
ti torn pogledu ogranicio same na kontrolna ispitivanja, da pro-
vjerim dosadanje rezultate, te priklonio najvecu paznju same
izucavanju ranijih stadija. U posve ranim stadijima vidi se da
se bakterija nalazi u intercelularnim prostorima kore i to ili u
primarnoj kori ili u floemskom dijelu kore ill pak i u jednom
i u drugom dijelu kore.

Bakterije se razmnazaju u intercelularnim prostorima i pri
torn stvaraju obilje sluzi, sto je, lako mod utvrditi, kad metnemo
svjeze prereze u vodu, jer tada vidimo, kako ta sluz nabubra i
upravo zamuti sliku. To se vidi i u obojenim preparatima, jer
bakterije u vedm supljinama ne leze jedna do druge vec se na-
laze u skupinama kao oko nekih mjehurica koji leze u sluzi.
Bakterije, a pogotpvo sluz, u kojoj one leze, vrsi veoma jaki
tlak na susjeHne stanice, razdvaja ih medusobno i tako postepe-
no prosiruje intercelularne prostore. (Fig. 2). U daljnjem tecaju
vidi se da taj tiak moze biti tolik da dovodi do raskidanja sta-
nica, pa to jos vise povecava supljine u kojima se nalaze bakte
rije. Da je taj tlak prilicno jak vidi se po tom, sto su stanice u
susjedstvu vedh supljina (lakuna) sa strane manjeg otpbra
upravo napadno splostene i stijesnjene. Paraleino sa opisanim
nastajanjem i povecavanjem supljina ispunjenih bakterijama,
stanice, koje okruzuju te supljine ponajprije postaju upravo na
padno vece, a skoro se zatim pocinju naglo i diobama pomna-
zati. Kad su spomenutim putem vec nastale velike supljine u za-
razenoj kori, jos su uvijek stanice, koje se nalaze u neposred-
noj blizini supljina, a dakako i one u vecoj udaljenosti zive.
(Fig. 3). Kad stanice u okolini supljina pocinju ugibati, istom tada
pocinje se stvarati ozledno pluto, koje odvaja pojedine dijelove
kore i povecava napetost u stanicju kore. Slojevi pluta dopri-
nose jos jacem uvecavanju supljina nastalih u prvi cas iskljuci-
vom djelatnoscu bakterija. Ako je zarazena starija grana ogra-
nicena je u prvi cas zaraza samo na koru, a tek nakon duljeg ili
kraceg vremena odumiranje'm kore postaje drvo ogoljeno, te
tamni i puca. No u onom slucaju kad zaraza zapocne na mladim
tek jednogodisnjim izbojcima zaraza se ne ogranicava samo
na koru vec se prosiruje i na drvo. U takvom slucaju imao sam
mnogo puta prilike da utvrdim, da na isti nacin kao sto je to
slucaj u kori dolazi i do razdvajanja elemenata drva dakako
narocito brzo u onim dijelovima gdje stanice jos nisu odrve-
nile. Taj proces zadire i dublje u vec odrvenjele elemente, pa
tako moze nastati potpuni proboj drva, a na taj nacin biva
omoguceno prodiranje bakterija i u samu srciku. Da li je to
razdvajanje samo mehanicko uslijed spomenutog tlaka sluzi ili
pri tom djeluju i enzimi izluceni od bakterije ni.sam mogao
zasad utvrditi.
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XSHEM KAftBH fWIEM CORTEX

Fig:. 1. Poprecni presjek kroz mladog raka sa bakterijskim lakunama u
floemu i mladom drvu. — Cross-section trough a young canker with ba

cterial cavities in the phloem and in the wood.

Magnific. oc. 4 X obj. 3.
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U takvim slucajevima, gdje je razorno djelovanje bakterije
zahvatilo drvo, pa prodrlo cak i u srciku, (Fig. 5), nastaje mo-
gucnost, da raskidanjem provodnih elemenata drva dospije
bakterija i u provodne elemente (Fig. 4), te se njima krece na
vece ili manje udaljenosti u drvu. Inace nisam nalazio bakterije
u nutrini niti drugih vrsta nepovredenih stanica, vec se one na-
laze same intercelularno. Njihov nalaz po Vlietu u stanicama
vjerojatno potice odatle, sto je radio sa rezovima rukom, te
tako lako britvom unesao bakterije u stanice. Kad je kora jako
obolila, tada se doduse bakterija nalazi u ponajvecoj mjeri u
stanicju u okolini supljina, no moze katkad da u tanjim trako-
vima prodre korom dalje duz grane 1 na drugom mjestu izazove
ponajprije obilnu diobu stanica, a kasnije njihovo odumiranje.
U torn slucaju opazamo poput graska zadebljala mjesta, ali kora
nad njima je potpuno zelena i nepovredena. Tek skidanjem
tanjeg ili debljeg sloja kore mozemo se uvjeriti, da je stanicje
kore u dubini zarazeno, te nam postaje jasno da je na tom
mjestu zapocela tvorba sekundarnog raka. Postoji li moguc-
nost da bakterija prodiranjem putem traheja, a koja cinjenica
je nesumnjivo utvrdena, na drugom mjestu izazove stvaranje
sekundarnog raka kao sto je opisani slucaj u kori, nije bilo
moguce utvrditi. Spomenuo sam da se stanice, koje se nalaze
oko supljina (lakuna) sa bakterijama povecavaju i dijele. To
povecavanje stanica i njihovo pomnazanje diobom toliko je
jako i obiino, da kora na zarazenom mjestu znatno odeblja i
nabubra, a kako periderm na povrsini grane, pa i likovnice u
periciklu ne mogu da slijede rast spomenutog stanicja, nastupa
napetost, koja dovodi ponajprije do uzduznog pucanja (Fig. 1),
a kasnije i poprekog pucanja povrsinskih dijelova kore, kako
je to vec opisano kod opisa pocetnih stadija te bolesti. Taj
proces pucanja kore biva jos jaci i obilniji, ako je medutim
djelovanjem bakterije uginulo stanicje u primarnoj kori, a bak
terija prouzrokovala jako pomnazanje stanica u floemu. Tek
sada pocinju stanice postepeno odumirati a paralelno s time
javlja se ozledno pluto, te kasniji raspad stanicja kako ga je
opisao Van Vliet (19.). Nesumnjivo je da u starijoj zaraze-
noj kori i drvu uslijed zaraze nastupaju promjene u izgledu raz-
nih vrsta stanica, pa tako likovnice bivaju krace, sitastih cijevi
imade manje, a mnogo je veci broj rudimentarnih sitastih cije
vi nego u normalnom floemu. Ista sudbina je i stanica pratilica
sitastih cijevi. Sitaste cijevi budu narocito u samom raku stla-
cene, one pozute, te se "nalaze u cijelim nizovima, a lako ih je
uociti radi njihove boje. U kori se javljaju i cijele grupe skle-
reida, a narocito su napadni slojevi feloderma. Sam kambijski
sloj u blizini zarazenih mjesta, a pogotovo kad se nalazi do
samih supljina, imade vise nizova stanica, koje su osim toga i
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sire. Drvo takoder pokazuje vidne promjene, jer se u ranom
drvu nalazi manji broj traheja, a drvna vlakna su vise radijalno
poredana, kraca i tanjih membrana odnosno veceg lumena. Pa-
renhim je obiCno promjenio boju, postao smed, a sadrzaje cesto
kao i zrake srcike zrnca skroba. Zrake srcike mijenjaju se u
zarazenom drvu, jer postaju po vise stanica debele, kadsto i 5
stanica siroke, a u nutrini stanica nalazi se cesto po jedan veci
kristal i tek kadsto Jos po nekoliko manjih u istoj stanici.

Pri kraju je od interesa da istaknem, da sam u ranije opl-
sanim mladim stadijima raka nalazio samo bakterije, a samo u
starijima, gdje je vec nastupio raspad stanicja odnosno obiino
raspucala kora, nalazio sad cesce sad rijede i hijaline hife neke
gljive, koju nisam pokusao identifikovati.

Ova histoloska istrazivanja omogucila su, da se odredi i
starost pojedinih rakastih tvorevina. Rakovi, gdje je infekcija za-
pocela na mladim jednogodisnjim ili dvogodisnjim granama su
i onda ponesto veci, kad su stari tek jednu ili dvije godine i to
s razloga sto mlada kora i brzi rast mladica omogucuje obilniju
i nagliju hipertrofiju i diobu stanica. Stoga su takve rakaste
tvorevine cesto po nekoliko centimetara duge, a i po koji centi-
metar siroke. Kad je infekcija zapocela na starijim granama,
tada su rakaste tvorevine u prvi cas manje, a sam dalji rast raka
ponesto je sporiji. Jednu godinu stari rakovi obicno su dosta
maleni tek po koji centimetar veliki. Velike rakaste tvorevine,
kako ih cesto nalazimo bilo na deblu bilo na debelim granama
u krosnji, a cija duljina i sirina iznosi i po deset i po vise centi
metara, stari su po 10, 15, 20 pa i 30 godina.

8. §irenje 1 raznosenje bolesti

Ranije je utvrdeno da ova bakterija prodire samo putem
raria, a po misljenju nekih istrazivaca (Vuillemin) omogucuje
joj ulaz u koru gljiva Chaetophoma oleacina. Neki su mislje-
nja, da u ovom slucaju vrsi mozda ulogu prenosioca tog orga-
nizma grinja Phytoptus fraxini, te im je taj prenos vjerojatan
vec stoga, sto je Petri (9) ucinio vjerojatnim, da maslinova
musica Dacus oleae prenosi Pseudomonas Savastanoi Smith u
probavnom traktu.

' Noack nasuprot drzi da na povrsini raka za kisnog vreme-
na nakupljena sluz, kad se posusi, biva vjetrom raznesena. Opa-
zanja vrsena za kisna vremena u prirodi pokazala su da doista
sluz primitkom vode nabubri, te izlazi na povrsinu, a odatle
biva sapirana na koru grane ili debla na kojem se rak nalazi, no
da takoder sa kapljama kise pada i na druge grane. Dakako da
na posljednji nacin ima prilike da dospije i na deblo i grane
mladih drveta, koja se nalaze podno starijeg zarazenog drva.
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Da takav nacin raznosenja bakterije doista postoji u naravi ima-
demo osim direktnih opazanja dokaz i u torn, da je sav jasenov
pomladak, koji se nalazi podno krosnje zarazenog stabla takor
der zarazen, a vec u udaljenosti od nekoliko metara izvan do-
hvata krosnje ne nalazimo niti traga zarazi. Kad bi vjeitar ili
insekti vrsili prenos bakterija, tesko.je shvatiti, da vec na maloj
udaljenosti. od kojih desetak metara nema traga zarazi. Taj se
nacin prenpsa bakterije ocituje i u torn sto zarazena stabia
nalazimo obicno u grupama, a tu pojavu mozemo lako dovesti
u sklad s ranije istaknutim opazanjem, da su to stabia, koja su
u mladosti stajala podno zarazenog starog stabia, pa su bila tada
zarazena. Ponesto je drukciji slucaj onda, kad se bolest javi u
mladoj dobro sklopljendj cistoj sastojini jasena, gdje grane jed-
nih stabala zalaze u krosnju drugih, tada je dakako moguce
sirenje bakterije kisom sa stabia na stablo polagano po cijeloj
sastojini. Da na kori grana i debla jasenovih stabala imade
uyijek malih ranica bilo utjecjaem smrzavice, tuce, ostecivanja
po insektima ili pukotina koje nastaju odebljavanjem grana i
debla, van svake je sumnje, a da su i veoma male rane dovoljne
za infekciju sa torn bakterijom, mozemo se lako uvjeriti umjet-
nom infekcijom. Cinjenica, da se cesto na kori raka nalaze
lenticele, dovela me je na pomisao, da mozda one sluze za pro-
laz bakterija u nutrinu, no prskanje jasenovih grancica i lisda
suspenzijom it bakterije nije u mqjim pokusima dovelo nikad
bilo do zaraze grana putem lenticela, bilo do zaraze lisca putem
puci.

Prema tome "izgleda prema dosada utvrdenim cinjenicama,
da je kisa glavni nosioc zaraze, a rane glavni put prodora bak
terije u jasen, slucaj slican onom u raznosu i infekciji maslinove
bakterije na maslinama. Imade li i drugih mogucnosti raznose
nja i prodiranja te bakterije treba da pokazu buduca istra-
zivanja.

9, Obrana

Prema svemu nasem dosadanjem poznavanju te bolesti evi-
dentno je da su jedino rane mjesta, koja omogucuju parasitizam
te bakterije. Stoga bi bila najbolja zastita, kad bi bilo moguce
sprijeciti ppstanak rana, no to nije moguce, pa je potrebno da
zastiti pristupimo s druge strane. Kraj sveg postojanja rana,
ako nema drveta nosioca bolesti, tada ne postoji moguchost
infekcije. Stoga mora nasa borba ici za tim da u mladim sasto-
jinama prigodom ciscenja i proredivanja izvadimo sva zarazena
stabalca, jer ona mimo toga sto su pogibeljna kao nosibci za
raze, nepozeljna su i zato, jer ce uslijed bolesti biti slaba oblika
i grade. U starim sastojinama moramo bezuvjetno izvaditi sva
rakaya stabia vec stoga da ne zaraze susjedna, cije su krosnje u



neposrednoj vezi sa krosnjom zarazenog stabla, a narocito
stoga, da sprijecimo infekciju podstojnog podmlatka i na taj
nacin onemogucimo odrzanje bolesti na torn mjestu. Buduci i u
odsjecenim zarazenim granama i deblima -jasena zivi bakterija
jos neko vrijeme, a pogotovo jer su ti rakovi kadsto zarazeni
i Nectria-vrstama, koje mogu obilno ploditi na lezecem mate-
rijalu, biti ce potrebno, da sav deblji materijal sto prije izve-
zemo iz sume, a tanke neuporabive dijelove odmah spalimo.
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- SUMMARY

The bacterial canker od the ash (Fraxinus 'excelsior) is a
common disease in this country. Although it is found to some
extent all. over the country, it is most common in pure and
mixed ash-stands along the river Sava and its tributaries. As a
rule the infected trees are found in groups, but there are some
cases, where the ash-stands are almost uniformly' infected.
Quite common is the case, that the cankers are found allover
the tree, but it is not seldom to find the trees, which bear
cankers in the crown and sometimes on the stem only. When
very young plants are heavily infected a dwarfing of the whole
plant results. The trees of this kind although 10, 15 and 20
years old remain 1 or 2 meters high and have bush like appea
rance.

The cankers are in most cases of the sunken type and less
frequent is the knobby type as described by Van Vliet. Some
times are found the intermediate types between the sunken and
knobby type of the canker. At a longer or shorter distance
from the old cankers there are swellings sometimes only a few
millimeters wide and sometimes again up to one centimeter,
covered by undamaged bark. If the surface layers are removed
it is found' diseased tissue in the depth of the bark. As will be
shown later these are formations of secondary character for
med by the penetration of the bacteria from old cankers along
the bark. In the beginning of the disease the cankers are often
found near or around the leaf-scars, but there are also many
primary or secondary cankers in the internqdes. Very often is
the case that the cankers are in a vertical ime one below the
other, what is comprehensible in regard the way the bacteria
are spread by the rain along the stems and branches.

Very young cankers show at first only one. or. two splits in
the periderm and in the cell-layers below it, but later the cross-
splits appear and canker becomes open showing the browned
and blackened tissues. In the .more progressive stages the tis
sues of the bark are more and more broken-down to the-wood
and the color of wood 'becomes blackish and browned, with
many cracks and splits.; At the same time the bark on the
border of the canker is showing a more intensiv growth and
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hypertrophy, and also the year-rings in the vicinity of the
canker are enlarged. In this way small cankers of the sunken
type are formed in a year or two, but the large cankers with
a diameter of 10—20 centimers are formed only after longer
periods of time (10—20—30 years).

The isolation of the causal organism has been made from
suspension of the bacteria in sterile water. The suspension was
prepared in the way, that small parts of the infected tissue was
taken aseptically ad crushed in sterile distilled water. With
isolates originating from ashes from the different parts of the
country inoculations were made by needle pricks in the bark
of. Fraxinus excelsior, Fraxinus americana alba, Olea europea
and. Nerium oleander with the result that infections were
obtained, only on the European ash (Fraxinus excelsior) and all
the other remained healthy. The infections on the European
ash produced typical small cankers, and sometimes especially
if the infections were made in the old wood only scabby alte
ration of the surface of the bark'resulted, but the bark tissues
were deeply browned and the original organism in the both
cases has been reisolated. The control plants remained unchan
ged and the needle pricks healed up in short time, what was the
case with the infected plants, which did not contract the
disease. -

To find out whether the organism is able to penetrate the
unwounded bark through lenticels many trials were made to
infect the ash-plants by spraying them with bacterial suspen
sion. For this purpose isolations from different ash-specimens
were triedj but' with no success.

The organism was cultivated on different media and com
pared with the.cultures of olive and oleander organisms. This
investigations demonstrated that the compared organisms show
many similarities in morphological and cultural characters as
they do also regarding theirs biochemical activities. The mor
phological and cultural characteristics of the ash-organism are
in close agreement with that described by Miss Nellie Brown
with the difference regarding the thermal death point and the
fluorescency of Ushynsky's solution.

Although the differencens between ash and olive organisms
regarding their morphology and cultural characteristics are not
large ones, the differencies regarding their behaviour towards
the plants they are able to infect, seem to justify the conclusion
that the ash organism is a distinct species.

The new name and the synonims would be as follows:
Pseudomonas Fraxini (Brown) Skor.
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Dva starija raka i prema kraju grane dva zametka sekundarnog raka.
— Two old cankers and two secondary cankers on the lower part of the

branch.
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a) Mali rakovi mjesec dana nakon infekcije, b) Krastave promjene kore kad su inficlrani stariji izbojci. —
a) One month old cankers, b) Scabby alteration of the bark, when old shoots are infected.
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Bacterium Savastanoi van fraxini Brown.

Bacterium fraxini (Brown) §kor.
Phytpmonas fraxini (Brown) Skor.
The studies on the diseased tissues and the distribution of

bacteria were mide on microtome sections stained by Stough-
ton's method. These studies have clearly shown that the bacteria
are intercelular. and that they are intracelular in damaged cells
only. The abundant production of' slime by the bacteria produ
ces a very intensive pressure on the surounding cells broadening
the intercelular spaces and crushing the cells. That this pressure
must be quite high is indicated by compression of the cells near
the larger cavities. This is the way how the cavities are formed.
Later, when the cells begin to die, the formation of wound pe-
riderm starts-which increases the stresses in the tissues and. in
the same time a widening of already exsisting cavities follows.
When one year old branches are infected bacterial invasion
breaks through the woody elements to the pith causing the des-
integration of the pith. In such cases there are often- found
tracheal elements filled with bacteria. The bacteria were found
far enough in these elements, but whether they were able to
cause some secondary canker formations it was not determined.
The secondary cankers however are connected with infection
channels through the cortex to the diseased tissues of older
cankers. The hypertrophy and intensive division of the cells
surounding the bacterial cavities brings about the swelling of
the bark and later also the spliting of periderm and superficial
cell-layers. A detailed research of the anatomic changes in the
older cankers was not undertaken "because it has been already
done by Van Vliet.

The observations made during the rainy weather lead to
the conclusion, that the rain is the main agent in the" spread
of the disease. In such occasion it was possible to notice that
bacteria ooze from the cankers and are rinsed down the
branches, but also splashed on to the stems and branches
of the ashes in the lower-story. This statement may be
confirmed by the fact that the cankers on a stem are formed
one below the other and also that there were infected only that
underwood-ashes which were standing below the crown of an
old diseased tree. The last mentioned fact explains why the
infected ashes are found in groups, but at the same time that
neither wind nor the insects play any role of significance in the
spread of the disease.

A timely removal of infected trees from the growth is at
present the only practicale measure to prevent further spread
of the disease in the ash-stands. - " .
GLASNIK ZA SUMSKE POKUSE 7


