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1. Uvod.

Jasenov rak je dosta Cesta polest u raznim zemljama, pa
je poznato njegovo pridolaZenje u Austriji, Njematkoj, Italiji,

Francuskoj, Engleskoj i Nizozemskoj. Vlastita opaZanja u na-

$o0j zemlji brzo su me uvjerila, da dolazi i u nas, a sta vile
njegova je pojava u nasim krajevima veoma Zesta i Stete koje
prouzrokuje Cesto su puta veoma znatne. Ta se bolest nalazi
na jasenu i u zagrebatkoj oltolici, no kako ovdje jasen dolazi
tek mjestimi¢no, to je i oboljenje ograni¢eno, no ipak do-
voljno obilno, da je moglo poslu¥iti za radove na ispitivanju
te bolesti. Prigodom istraZivanja uzroka suSenja hrastovih
%uma imao sam prilike, da prodem brojne jasenove sastojine

=y Najveéi dio ove studije bio je izvr¥en za vrijeme, dok je pisac bio
kao gost na radu u Fizioloskom paviljonu Botanitkog zavoda Filozofskog
fakulteta, te .stoga duguje posebnu hvalu predstojniku zavoda g. prof.
Dru V. Vouku za iskazanu mu gostoljubivost.
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dijelom ¢&iste, a ponajéeSée mjefcvite sastojine, koje leZe- na:
podrucju zagrebafke direkcije Suma, druge banske imovne
op¢ine, gradiske i brodske imovne opdine, te sam tako imao
prilike, da i ovdje svuda ustanovim pridolaZenje tog oboljenja.
sad u jafoj, a sad u manjoj mjeri. Dapate se naSlo i siuéajeva
{Zutica), gdje su Citave jasenove sastojine u razvoju zaostale
kao posljedica te bolesti, pa je i u svim tim krajevima sabran
obilan materijal za istraZivanje. Zmacajno je pri tom. da su
jate bolesti podvrzena stabla u gusto sklopljenim sastojinama,
i na mjestima gdje je zralna vlaga veda, pa je tako bolest na-
dena na jasenu u vlainim uvalama i u Sloveniji. Osobita ka-
rakteristika te bolesti jest i u tom, da se obol;ela stabla nalaze
redovno u grupama, a razlozi za takav nain pridolaZzenja biti
¢e objaSnjeni 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 i§lo za tim da sa svoje strane
neito doprmesem boljem poznavanju te bolesti.

2. Pregled literafure

Prvi, koji je zapazio jasenova raka, bio je Ratzeburg
(10, 11) pa Je tim osebujnim tvorevinama nadjenuo ime
»Eschenridenrosens, $to on i opravdava time,- jer rasparani
rubovi raka i njihov veliki broj podsje¢a po obliku ponesto
na rufu, no on i sam priznaje da je to moZda prevife pjesni-
¢ko ime. On dodu$e u tim tvorevinama nije nalazio nikakvih
insekata, pa njihov postanak nije niti dovodio s njima u vezu,
veé su to uéinili istom kasnije neki drugi istraZivali. Po mi-
$ljenju istogd mogle bi te Supljine, koje se u tim tvorevinama’
nalaze posluZiti kao skroviste insektima. Niz godina kasnije.
prikazac 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, rnio Sorauer veé
smatra da su te tvorevine posljedak napada jedne bakterije,
$to jasno proizlazi iz opisa, kojim je popradena slika u spc.
menutom atlasu. Meni- doduSe. nije bilo mogudée da dobijem
uvid u originalni atlas, no nije to bilo niti potrebno, fjer se
reprodukcija te. table kao i teksta nalazi u Tubeufa (18).
Detaljnija istraZivanja o istoj bolesti objelodanio je samo ne-
§to kasnije Noack (6), koji prikazuje razne razvojne stadije
raka, opisuje poloZa] raka na granama i deblu, a u njegovom
radu nalazimo i mikroskopske slike o, .izgledu bakterije, nje-
zinu smjeStaju u stani€ju kao i utjecaju-na zaraZeno staniéje.
On postavlja veé mnogo odredenuu tvrdnju gledom na kau-
zalny vezu izmedu bakterije i spomenutog oboljenja, ho. 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 rijet napose napo-
menuo. Cini se, da je ba¥ ta okolnost, $to 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 uzrofnik grinja Phytoptus
fraxini Nal.

"Mnogo odredenije misljenje o uzrofniku jasenova raka
imade Vuillemin (20—23), koji navodi da je bakterija uz-
ro¢nik te bolesti identi¥na sa Bacillus Oleae Trev. odnosno
préma novom nazivu Bacterium Savastanoi, koji je poznatkao
uzrotnik Suge na maslini. Isti navodi, da gljiva Chaetophoma
oleacina omoguéuje prodor bakterije u stanicje. Ipak se ne
moZe utvrditi iz objelodanjenih radova istog autora na Cemu
osniva on svoju tvrdnju o identitetu uzrotnika jasenova raka
i maslinove $uge, jer po svemu izgleda, da nije izvr§io niti izo-
lacije organizma, a pogotovo nije vr¥io infekcije. MoZda je
dosao do tog zakljutka samo na toj osnovi, §to su maslina i
jasen u blizom srodstvu, jer drugih dokaza nije pruZio.

Vige svijetla u to pitanje tnesao je E. F. Smith, (15,16),
koji je ve¢ 1913. istra¥ivao materijal iz blizine Wiena, te je
istovremeno za vrijeme istraZivanja o maslinovoj Sugi u za-
jednici sa N. Brown izvr8io i izolacije bakterije iz jasenovog
raka. Izufavanjem te bakterije u kulturi dofao je do uvjere-
nja da je ta bakterija veoma srodna sa Bacterium Savastanoi,
iako nije ba§ identi¢na. On je vr8io sa istim organizmom i in-
fekeijone pokuse na evropskom jasenu, ameritkim jasenima i
maslini. Infekcija je uspjela na ameritkim 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 veé tada
sklon smatrati tu bakteriju varijetetom maslinove bakterije.
Pripominjem da je C. O. Smithu (I13) uspjelo sa bakterijom
sa masline izazvati hipertrofiju na nekim ameri¢kim vrstama
jasena, no te su tvorevine i po obliky, a i po anatomskoj gra-
di odgovarale onima na maslini, a nisu imale slitnosti 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 uzrofnik bolesti veé prili¢no
identifikovan, no zoolozi poSli su u tom pogledu drugim pu-
tem, te su spominjanog raka dovodili u vezu sa regeneracijo-
nim glodanjem likotofa Hylesinus fraxini Fabr.

Poznato je veé od Pfeilovih vremena, a kasnije potvr-
deno i od Ratzeburga, da Zesto puta glode savrSeni insekat
kofu da se njome prehrani, a Nérdlinger (7, 8) navodi,
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da je to osobito festo nma mjestima, gdje se od glavne grane
odvajaju postrane grane. Premda Ratzeburg nije dovodio.ni
u kakvu vezu postanak jasenovog raka sa regeneracijonim.
glodanjem jasenova likotofa, to su se kasniji istraZivaéi ra-
zilazili u tom pogledu, te neki drie (Henschel 4) da su te
tvorevine nastale uslijed regeneracijonog Zderanja spomenu-
~tog insekta. Dapate i istraZiva&i kao Judeich i Nitsche
(5), koji su katkad pravilno rasudivali stvar, dovodili su kad-
3to evideninog jasenovog raka u vezu sa regeneracijonim
Zderanjem. Istom je Geyr (3) pokazao da jasenov likotol
svojim Zderanjem izazivlje na napadnutom mjestu pojatanu
diobu stanifja kore, no to dovodi u najboljem slu€aju do kra-
stavosti, a nikad do tvorbe raka, pa je prema tome iskljuteno,
da bi insekti bili uzrokom raka. Taj spor bio je povedom, da
Jei Stapp (17) istraZivao jasenovog raka,no njemu nije bilo
mogude 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, ve¢ 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 zakljuditi po tom, $to je njegov materijal poticao od
starih rakastih tvorevina u kojima se nalazi veliki broj sapro-
fitskih bakterija, koje lako prerastu parasita, €&iji je razvoj
spor, a to biva pogotovo slufaj, kad se primjeni metoda izo-
Tacije koju je upotrebio taj istraZivac.

Kako je Richteru (12) uspjelo iz jasenova raka izo-
lirati gljivu Nectria gailigena Bres. var. major Wollenw, to je
to ponovno oZivilo miSljenje da je ta gljiva uzrolnik tih pro-
mjena i ako on nije pokudao, da infelcijom sa tom gljivom
proizvede zarazu na jasenu, a osim toga su i drugi njegovi re-
zultati medusobno u protuslovlju.

Nesumnjivo je medutim, da i jasen biva kad$to napadnut
od Nectria galligena Bres. var. major Wollenw, $to se najbo-
lje vidi po tom da se na nekim rakastim tvorevinama nalaze
obilno periteciji te gljive, a nutrina je ispretkana sa hifama
gljive. Stoga je Van Vliet (19) pokulao, da potraZi.razlike
u izvanjskoj morfologiji kao i u anatomskoj gradi rakova,
koji su nastali djelovanjem bakterije odnosno gljive. Kao naj-
vazniji kriterij za prosudivanje bakterijskog raka nalazi ovaj
istraZivad prisutnost 3upljina u kori, koje su pune bakterija.
Mimo toga istie razlike u vanjskoj morfologiji, no i okolnost
da se bakterijski rak nalazi na granama i deblu, a onaj uiro-
kovan gljivom na granama, a na deblu samo u veoma mladih
stabala. Sto se tide anatomske grade nalazi se i tu dosta raz-
lika u reakciji biline na napadaj bakterije i gljive, no kadsto
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se ta razlika pone$to gubi, te izgleda kao da je bakterijom iza-
zvani rak kasnije napadnut i od gijive. Uslijed toga nestaje
oitrija razlika izmedu obe tvorevine, no i u tom sludaju vide
se jasno lakune pune bakterija, a i obilje hijalnih hifa gljive,
koje su ispreplele stanovite stanice.

Kako su svéjevremeno istrazivanja o bakterijskom raku
izvrena od E. F. Smith i N. Brownove bila tek mimogred opi-
sana, to je nakon Smithove smrti Brownova (1) objeloda-
nila nedto detaljniji prikaz tih istraZivanja. U tom radu izne-
sene su morfolodke i kulturne osebine organizama sa’ jasena,
te je izvrSeno uporedenje sa maslinovom bakterijom. Isto ta-
- ko su prikazani infekcijoni pokusi na evropskom jasenu, ame-
- ri¢kim vrstama jasena i maslini, koji su pokazali da spomenuta

bakterija zaraZava osim evropskog (F. excelsior) i ameritke
jasene, no da ne moZe inficirati maslinu. Konatno nakon svih
tih izlaganja dolazi do .zakljufka, da je bakterija izolirana-iz ~
jasenovog raka dodule slitna onoj sa masline, ali postoje me- -
du njima i razlike, koje po miSljenju istog pisca .opravdavaju
- da se istu smatra varijetetom maslinove bakterije, te joj je i
dala ime Bacterium Savastanoi Smith var. fraxini Brown.

U posljednje vrijeme iza§lo je jedno saopcenje D’'O0Oli-
veira (2) u kojem se iznosi da su infekcijoni pokusi sa Bac-
terium Savastanoi i njegovim varijetetom fraxini pokazali da
nema nijédne biline, koju bi zarazila oba organizma, te ako se
uz to uvaZi Ginjenica da prvi uvijek izaziva tipine Cvorove
(tuberkule), a drugi samo raka, miSljenja je da bi trebalo re-
vidirati shvaéanje, da je ovaj posljednji samo varijetet prvoga.

Konafno je Tubeuf (18) dao pregled oboljenja, koje
izazivaju bakterije na maslini, cirbelju i jasenu, kao i promje-
ne izazvane na jasenu od Nectria galligena i jasenovog liko-
tota. Pri tom iznosi nedto i vlastitih opaZanja kao i prikaz
anatomske grade jasenovog raka, te veoma sumarna opaZanja
o0 izolaciji organizma uzroé¢nika raka. .

3: Opis bolesti

Oboljela jasenova stabla veoma su lako zamjetljiva, jer
je broj rakavih mjesta bilo na deblu bilo na granama obitno
veoma velik, a njihova vanjstina (izgled) upravo napadno izo-
blitena. §to se tite raspodjele raka na jasenu treba istaknuti,
da u tom pogledu postoji dosta velika raznolikost. lako se
ponajtedée nalazi stabla u kojih se rakasta mjesta nalaze isto-
yremeno i na granama i na deblu (Tabla L) to ipak nije rijedak
sluzaj da nalazimo takva u kojih' je deblo potpuno éisto, a gra-
ne u krodnji 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 iskijufivo na deblu



7t

i ako je posljednii sludaj dosta rijedak. Kada bolest jate zahva-
ti jasenove u ranoj mladosti lako se dogodi da takva stabla
toliko Zaostanu 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 ve¢ i do desetak
metara visoka. Sam poloZa] rakastih mjesta na granama je
Lesto veoma karakteristi¢an, jer ih nalazimo u blizini ili uokolo
brazgotina, gdje se nalazilo li¥¢e, a kako je u jasena dekusi-
ran polozaj listova, to se nalaze u prvi Cas i rakaste tvorbe na
isti nadin raspodjeljene. Ipak se ta slika povremeno gubi nastan-
kom novih rakova u internodiju, bilo uslijed novih infekci-
ja bilo na taj nadin $to nastaju sekundarni rakovi. Ta se pra-
- vilnost poredaja pogotovo gubi onda kada se nagomilavanjem
rakova ovi medusobno stapaju i zahvataju Citave dijelove

" grana odnosno debla. Ipak je fest slufaj, da se rakasta mjesta

.nalaze gotovo iskljutivo samo u internodijima, te je njihov
poredaj tek u toliko pravilan, 3to se Zesto nalaze jedan ispod
drugog, a to je kako .temo kasnije vidjeti u vezi sa naliiom
Sirenja te bolesti. ‘ .

Kad je rak potpuno razvit tad je njegov izgled ponedto
raznolik, pa mo¥emo razlikovati u glavnom dva tipa i to bra-
davidasti rak i upali rak. Dakako da su ta dva eksiremna tipa
medusobno povezana prelaznim formama. Jako sam i u nas
kad$to nalazio bradavitasti tip raka, to je ipak bio najte3di
upali rak, a dosta puta nalazio sam i onaj prelaznog tipa.
Bradavitasti tip pokazuje napadno zabreknucde s one strane,
grane gde nastaje, a 5to je narotito znatajno Eitav se sastoji od
veéih ili manjih bradavica, koje su medu-sobno u dubinu drva
odvojene pukotinama smedeg ruba. Povriina im je prekrivena
vife ili manje posmedelom ili ernkastom korom, a na prerezu
iste moéi je zamjetiti lupom svietlo smede pjeZice i linije, no
takoder male pukotine u kojima se nalaze bakterije. Presjek
grana na takvom mjestu pokazuje ekscentri€nu gradu drva, te
su godovi na strani raka napadno deblji nego na stprotnoj
zdravoj, tek $to. su ispresjeceni prije spomenutim radijalnim
pukotinama. .

Obilniji materijal otvorenog raka omoguéio mi-je tocnija
opaZanja o njegovom razvoju, jer sam osim starih potpuno
razvitih stadija nalazio i své mlade stadije. (Tabla 11 i III). Kod
postanka 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 konatno potinje pucati kora i
popreko tako da postane potpuno vidljivo crnkasto smede. sta-
ni¢je oboljele kore. Daljnim raspadom te kore u sredini nabre-
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kline potinje se srednji dio sve jafe i jate udubljivati. Stanicje
kore sa ruba raka diobom nastoji prerasti nastalu ranu, ali biva
opet razoreno i tako se sve vi§e povecava povriina raka. Nakon
vise godina u toj medusobnoj borbi izmedu kore i bakterija
nastaju sve vece rakaste tvorevine. U poletku su nabrekline tek
koji centimetar velike, no nakon-pucanja kore postaju vece,
a stari rakovi mogu da budu po 10 ¢m 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 pojatava tvorba
drva na rubu, pa su i u ovom sluaju godovi na tim mjestima
mnogo deblji nego na suprotnoj zdravoj strani grana, gdje su
godovi veoma tanki. Godovi koji su nastali prije pofetka zaraze -
su i na strani raka potpuno razviti, §ta viSe i nefto 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 prisjefeni, a na popreénom 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
¢vrst i crvenkasto smed. Povrdina tog drva je gotovo crna i
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 narotita je interesa istaknuti jo¥ jedan nain pojaviji-
vanja raka, koji je moguce jasno uotiti 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
st potpuno prekrivene zelenom korom. (Tabla IV). Na takvim
mjestima sam pomno pretraZivao koru ne bili naSao ma kakvu
makar i neznatnu povredu kore ili lenticelu. Ovom posljednjem
slutaju poklonio sam naroditu painju ve¢ s razloga, Sto neki
istra¥ivaci (Vliet) navode, da $u Cesto nalazili usred rakaste na-
brekline, dok je jo§ rak prekriven korom, crno cbojenu 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 vedeg broja takvih nabreklina nije bilo mogu-
¢e pronaéi bilo kdkvu ranicu, na mnogim-od njih nisam nasao
niti lenticela. Oprezno odrezivanje kore sa nabrekline u tankim
slojevima britvom uvierilo me je, da je ista i pod peridermom



zdrava i normalne hoje, a tek se u manjoj ili veéoj dubini nala-
. zilo posmedenje kore, vezano pri dnu sa smedim nizovima
stani¢ja 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 veé prodorom bakterija iz starog raka. Tako nastaje
sekundarni rak. Da je to zaista tako biti ¢e vidijivo 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 ¢injenica, da je utvrdeno
pridolaZenje sekundarnog raka, kod sli¢nih bolesti masline i
oleandra, uzrokovanim bakterijama, koje su u blizom srodstvu
sa balterijom sa jasena.

Pri kraju spominjem, da sam dodufe 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 kad$to, no samo u
starijim stadijima raka, ali peritecija Nectria vrsta nisam na$ao
ni u kojem sluéaju.

4. Izolacija bakterije i infekcioni pokusi

Prvi pokugaji izolacije bakterijskog organizma, koji se na-
lazi u ¥upljinama kore, izvr¥eni su ve¢ u godini 1928, a kasnije
vi§e puta ponovljeni. Veé kod prvih izolacija ustanovljeno je,
da je taj organizam spora rasta, te da moZe uslijed toga biti
testo veoma brzo prera$ten od mnogih saprofitskih bakterija,
koje se nalaze u obilju u mrtvom stani€ju starijih rakastih tvo-
revina. To je bilo razlogom, da su i moji prvi pokusaji ostali
bez uspjeha, a to je bio po svoj prilici razlog i negativnog re-
" zultata izolacijonih pokusa_]a izvrenih po Stappu. Stoga sam u
. kasnijim izolacijama poSao drugim putem te sam u starih rako-
va u tu svrhu odabrao samo malo zaraZzenog stanija na granici
prema zdravoj kori. Taj dio zaraZene kore pozna se lako po
tom, §to se izmedu smedeg i zdravog stani¢ja nalazi zona, koja
kao da je ponesto vodom proZeta. Izolacija bakterije iz tog
dijela kore, koja je bila. 1SJeckana sterilnim skalpelom u grlu
epruvete sa sterilnom vodom i zatim suspendirana u toj vodi
ostala je neko vrijeme stajati da mogu bakterije difundirati u
vodu, dovela je festq puta do potpuno jednakih kolonija samo
organizma uzro€nika bolesti. Kad$to bile su primjeSane i kolo-
nije nekih saprofita, no te u toliko malom broju, da je bio do-
voljan broj kolonija uzro¢nika potpuno izolovanih i prema
tomu podesnih za ¢istu kulturu. U kasnijem radu, kad sam upo-
Znao narav potpuno Zatvorenih nahreklina sekundarnog raka,
vr§io sam ponajedée izolacije iz njih, a tu nije uspjeh nikad
izostao, jer sam dobio uvijek samo kolonije pravog organizma.
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Izolacija je ponajéeSée vriena na agaru 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 Broj Dan prvog | Dan jasnog Primjesa drugih Dio raka upotrebljen
cijeplj. |izolacija| pojava razvoja . organizama za izolaclju
15. V. 15 Vet 16. V.u Bh ujutro Stari rakovi
1928 prekrite ploée sapro-
fitskim bakterijama
<120, v. 8h| 10 23, V. 8h | 24,V. 10h | Pojédinacne kolonije | Starl rakovi, ali
saprof. bakt: vife prema rubu _
24.V. 8h| 94-6 | 26, V.8h{27.V.10h Izolacija sa ruba
. . i mladeg stadija raka
27.V. 100 12 | 20.v. 100 . s
28.Vil.gh| 12 30.V,8h » " »
30.X. 5h| 12 2, XI. gh Selundarni rak
jutr, '
2. V. | 15 | 23.v;10n [24.V. 100 ] .
1929 jl.'lfl‘.
17. V1. 100 6 19,V1.10h Ponajvise saprofiti 1 ' Staro rakasto
pojedinacno parasit stanidje
4.VIILI0h | g 6.VIll. 4h| - Selundarni rak
: ppodne :
4. XlLghi 12 7.X1, 12h Mladi dosta zatvo-
‘_ ren ralk
.

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



Tabela It

T — A —r— ot —————
Datum infekcije Vrsta biline 122101%1 'gﬁﬁ;; t]?tglonj. gﬁil:l-a %i?ﬁf.t Kontrola Reizolacija
30, V. 1928 Fraxinus excels, 10 4. ++ — +
7. VI. 1928 . » 17 6 ++ . — Cijepljeno samo u
) ) mlado drvo
15. VI. 1928 » ” 14 4 ++ — +
19. V. 1929 . 5 2 bt _ +
29. V. 1929 ” » 6 2 444 - +
' Fraxinus americ. 5 2 — — —
{.Nerium oleander 4 2 — - _
Olea europea 6 2 — — —
11. VI, 1929 Fraxinus excels. 8 3 ++ — +
Fr. americ. alba 3 1 — - -
Netium oleander 3 1 — - —_
Olea europea 3 1 — —_ —
20. VI, 1929 Fraxinus excelsior 5 3 — — Infekcija vriena samo
prskanjem balkterij-
30, V1. 1929 ' ) ] 10 s B _ skom suspenzijom
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Infekcijoni pokusi vrSeni sa bakterijom izoliranom iz jase-
novog raka pokazali su da su sve izolacije patogene na jasenu,
a intenzitet. zaraze zavisio je dosta jako o mladosti izbojaka na
kojima je vriena infekcija. Infekcije u mlade izbojke izazvale
su Zivlju reakciju nego one vriene u koru starijih grana. U sva-
kom sluaju uspjeSne infekcije zapaZeno je veé nakon 2—4
dana oko uboda igle, kojim je unesena bakterija u stani¢je, kao

" da je stanitje ponesto proZeto vodom. Nakon 14 dana razvile su
se veé¢ male rakaste tvorbe hipertrofijom stani&ja (Tabla V), a
* koji mjesec dana iza toga bio je veé rak izrazit, (Tabla VI). U
kasnijem razvoju nastaju tipi¢ni rakovi. Ipak moram istaknuti,
da cesto nisam dobio veée rakaste tvorbe s razloga, ¥to- rast
miadica u stakleniku nije bio tako bujan kao onih u prirodi.
Osim toga je infekcija sa viSe uboda na istom izbojku dovodila
do brzog sulenja takvih mladica, a testo puta do slabog razvoja,
. Jer odumiranjem zaraZenog stani¢ja biva cirkulacija vode jako
umanjena i konano potpuno-onemoguéena. U svakom sluaju,
gdje je umjetnom infekcijom polufena zaraza, dobiven je po-
novnom izolacijom isti organizam s kojim je infek¢ija izvr$ena.
Poku3aji da dobijem infekciju samo prskanjem jasena sa bakte- -
rijskom suspenzijom, no bez ranjavanja biline, bili su potpuno

bezuspjedni. ' ‘

Od interesa je da istaknem, da Fraxinus americana alba
nije pokazala niti traga infekcije iako su pokusi vrieni sa istim
izolacijama organizma koje su izazvale raka -na obiénom jase-
nu. Isto tako pokazalo se da ta bakterija ne moZe zaraziti olean-
der, a na maslini zapaZeno je tek neznatno posmedenje staniéja
oko uboda sa iglom, pa i neznatno nabreknuée stanié¢ja. 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 obiZnog
Jjasena, ameritkog jasena, masline ili oleandra ostale su potpuno
nepromjenjene, te su kasnije ubodi iglom potpuno. zarasli.

Ti su rezultati infekcija tim znaZajniji, §to ée se iz kasnije
izloZenih istraZivanja o morfologiji 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 baktérijom Pseudomonas Savastanoi (Smith)
Stevens izazove infekciju na ameri¢kom i evropejskom jasenu
bili su negativni. C. O. Smithu je uspjelo da izazove patolodke
promjene sa tom bakterijom na maslini, Fraxinus velutina, Flo-
ribunda i nekim drugim bilinama, no nije uspio da izazove pa-

-toloSke promjene na oleandru. Isti istraZivat vriio 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 niti Fraxinus:vehitina.
D'Oliveira opet navodi da nije nalazila nijedne biline, koju
bi bila kadra zaraziti i maslinova i jasenova bakterija. Osim
toga p_osljedicé infekcije maslinove bakterije su. tipi¢ne izrasline
poznate pod imenom tubercula, a jasenov organizam izazivlje
samo. rakaste tvorevine. Te unakrsne infekcije sa spomenutim
organizmima iako su pone$to protuslovne ipak pokazuju jasno,
da su ti organizmi dosta razligiti kraj sve njihove nalikosti u
pona$anju u Gistoj kulturi na raznim hranivim sredstvima.

5. Morfologija i ponasanje organizma u kulturi

Jasenove bakterije su $tapidi, koji su dosta kratki, te dolaze
- u hranivim sredstvima pojedina¢no ili po dva zajedno a kadsto
i po vie §tapiéa v jednom lancu. Bakterija je gibiva, te imade
1—4 polarne cilije. Spora ne stvara, a bojadisana thioninom je.
veliine 1.5—2.8>0.5—0.8 . 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 tomu Gram-negativna. Povrinske kolomje na 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 pone§to valoviti. Kolonije na Zelatind
sa buljonom slitne su onima na agaru tek im je rub ponesto
valovit, povr§ina malo nabrana, a Zelatina ne biva otapana. Riast
u ubodu u Zelatini je dosta polagan, ponajja¢i na vrhu uboda, a
slab u dubini. Zelatinu 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. Sli¢an je slutaj i kod kultivacije bakterije na agaru no
sa pridodatkom galaktoze odnosno saharoze, jer i ovdje u jed-
nom i drugom slutaju lakmus jasno crveni, no jafe u hranivom
sredstvu sa gala__ktozom nego u onom u kojem se nalazi saha-
roza. Rast u buljonu je obilan, te ve¢ za par dana postaje buljon
naskroz mutan. U poletku ne vidi se na povrdini buljona niti
koZica niti rub, no nakon 10 dana javlja se raskidana koZica, a
istovremeno nalaz1 se i sediment na dnu epruvete. Rast u bul]o-
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 #uta. U 2% saharozi raste bakterija veoma,_
slabo. U 20/¢ otopini maltoze sa 1%/ peptonom stvara organizam
na povrdini samo pahuljice, ali ne stvara koZicu. Na dnu epru-
vete stvara talog, a tekudina je smede boje. U 2% otopini saha-
roze sa 1% peptona raste organizam bujno, stvara na povriini
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ko¥icu, a na dnu sediment. Tekucina postaje izrazito smede
boje. U fermentacijonim posudama sa 2% otopinom peptona i
1% slijedeéih ugljo-hidrata: deksiroze, galaktoze, laktoze, saha-
roze,” maltoze, manita i glicerina; raste organizam obiino u
otvorenom dijelu posude, no ne stvara plina ni u jednom slu-
faju. U mlijeku sa dodatkom lakmusa raste organizam dobro,
a boja lakmusa postaje izrazito plava dakle je mlijeko izrazito
alkali¢no. U miijeku se ne stvara grudevina, a redukcija lakmusa
je polagana, te mlijeko konatno nakon 3 mjeseca postaje vio-
letne boje. (sdark slate violet po Ridgway-u«). U miijeku sa
dodatkom metilenskog plavila nastupa polagana redukcija me-
tilenskog plavila, a boja je ponajprije svijetlo smeda, ruZitasta i
konatno smeda, a na vrhu je mlijeko zelenkaste boje. U Eistom
mlijeku takoder ne dolazi de tvorbe gruSevine, a boja postaje
_ ponajprije neSto Zuta u jednim epruvetama, a drugim malo
. smeda, kasnije smedija (warm buff po Ridgway-u) i konatno
tamno smeda (sudan brown po Ridgway-u). U Cohnovoj oto-
pini dobar rast sa tvorbom slabe koZice na povrSini otopine. 8]
nekim epruvetama nalazi se obilje Kristala amonijsko-magnezij-
skog fosfata na stijenama epruvete i na koZici, a u drugim ne .
nalazimo kristala. Konatno postaje tekuéina lijepo zelene boje
poput one, koja imadu gra¥kova zrna nekih sorta, no osim
.toga pokazuje tekuéina fluorescencu. U Ushynskijevoj otopini
u poletku ponedto slab rast u nekim epruvetama, no kasnije
nakon tjedan dana obilan rast sa tvorbom koZice na povrini i
prstena na rubu i obilnim viskoznim talogom na dnu.

U Fermijevoj otopini rast mnije prebujan, a kasnije stvara
se na povrdini slaba koZica. Rast na buljon agaru sa dodatkom
. 3kroba pokazuje nakon 14 dana dosta obilno rastvaranje Skroba
po 2 cm uokolo kolonije. (Proba sa zasi¢enom otopinom joda
tt 50% alkoholu). U buljonu sa dodatkom Kkalijevog 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 temperatura od 48° C
ubija organizam ake 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
tija se reakcija u raznim epruvetama kretala izmedu pH 4,5—9,
raste organizam podam od pH 5,5—8,5. Nafin rasta organizma
u fermetacijonim posudama pokazuje da je organizam izrazito
aeroban. :

6. Uporedba jasenove balterije éa onima sa masline i oleandra

U tabeli broj III prikazane su morfolo¥ke karakteristike,
pona$anije u kulturi, kao i biokemijske reakcije triju organiza-
ma koji napadaju jasen, maslinu i oleander.
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Pregledom u tabeli iskazanih osebina vidimo, da- sva tri

_organizma pokazuju medusobno sliénosti, no da pri tom.posto-

Je neke razlike obzirom na veli¢inu 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 izvi3iti zarazu na
druge dvije biline. Kad bi uvaZili samo male razlike, koje poka-
zuju ti organizmi u kulturi lako bi se odludili, da. smatramo
organizam sa oleandra jednim varijetetom, a organizam sa ja-
sena drugim varijetetom maslinove bakterije Pseudomonas
Savastanoi (Smith) Stevens, kako su to ve¢ ulinili za prvog
Smith C. O., a za drugog N. Brown. Ako pak uolimo specifié-
nost 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-
vremeno napadala ma koja dvojica od tih organizama dovodi
nas. nuZno do- zakljuka da su ti organizmi posebne vrste. To
je vierojatno i bilo razlogom' da je oleandrovo] 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 misljenjtt 1 za ovaj sluéaj odluéniji momenat, da se ona
javlja isklju&ivo na jasenu, treba ju smatrati i posebnom vrstom,

Prema tome bi nove ime i sinonima za tu bakteriju bila
slijedeca: : '

 Pseudomonas fraxini (Brown) Skori¢

Bacterium' Savastanoi Smith var. fraxini Brown

Bacterium fraxini (Brown) Skori¢ -

Phytomonas fraxini (Brown) Skoric.

7. Patolo¥ka histologija-

Da bi dobio pravilnu sliku o postanku raka, a narotito o
histolo$kim promjenama, koje nastaju nakon zaraze, odabirao
sam za tu svrhu u prvom redu §to 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, octene kiseline i alkohola, uklopljen u parafin, rezan
mikrotomom i bojadisan. To jé hilo tim potrebnije 8to su dosa-
danji istra¥ivaéi ponajtesce istraZivali stariji materijal, pa uslijed
toga do3li do jednostranih zakljutaka. Kako su istraZivanja sta-

i



Tabela III

Uporedenje jasenove, maslinove i oleandrove bakterije i njihovo ponasanje f éistoj kulturi.

: Maslinov organizam Oleandrov organizam
Naznaka Jasenov organizam (Smith - Brown) S C. 0. Smith
Morfologija Stapwasta bakterija dolazi ili | Kratki{ $tapi¢i pojedince, po | Stapiéi na kraju zéobljeni,

Bojadisanje

Produkcija pigmenta

QOdnos prema kisiku

Odnos prema konec. vo-

dikovih iona

po,;edmce ili po dvije zajedno
kad$to i u lancima.
zam je gibiv pomoéu 1-4 po-
larne cilije. Bojadisan thioni-
nom imade velidinu 1,5-2,8X
X0,5-08 p. Spora nema.

-l Bojadie se veoma dobro sa

ltarbolnim fuksinom, metil, -
plavilom, kristalnim violetom i
thioninom, a ne hbojadife se
po Gramovoj metodi, dakle
je Gram negativan.

Na buljon agaru su kolonije
bijele, Na krumpirovom aga-
ru su kolonije bijele.

Na buljon Zelatini prozrafno
bijele.

Organizam je aeroban, 3to se
vidi jasno po rastu u ferme-
tacijonim posudama, jer rasie
samo u dijelu gdie je pristup
kisika ‘mogué.

U buljonu razne koncentraci-
je vodikovih ionma raste od
pH 5,5-8,5.

Organi- -

dva zajedno ili u lancima sa
1-4 polarne cilije. Bakterije
bojadisane Kkarbol .- fuksinoin
imadu velié¢inu 1,2-1,6X0,4-0,5
u. Spore ne stvarars

Karbo!l fuksin, metilni violeti
dahlia bojadiSu lijepo bakte-
riju, -a bojadisanje po Gramu
ne uspijeva. Otpornost protiv
oduzimanja boje -kiselinom ne
pokazuje.

Na agaru sa -buljonom kolo-
nije su bijele, na Zelatini pro-
zraéno bijele, a na krumpiru
tamno maslinasto smede.

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

U buljonu raste uz konc. vo-
dikovih igna pH 6,5-9,5, a op-
timalan rast je kod pH7,0-7,2.

1,525 X 0,5-0,6 p veliki sa
1-3 polarne cilije. Nema kap-
sula, a niti spora.

Kolonije Dbijele.
Organizam je aeroban,

Raste u buljonu uz koncentr.
vodikovih jona od.pH 5,3-89

08
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Utjecaj temperature

Rast na krumpir. agaru

Rast na kosini agara

Rast na Zelatini sa bu-
ljonom

Rast u ubodu u Zelati-
ni sa buljonom

Rast na kosini agara

sa dodatkom dekstroze,

peptona i lakmusa.
Rast na agaru sa doda-
tlkkom galaktoze, pepto-
na i lalkmusa.

, bini

Organizam raste od 5-34° C
a izlo%en utjecaju temperatu-
re od 48° C na 10 minata
ugiba,

Povriinske kolonije bijele, o-
krugle, uzdignute, -pglatke i
sjajne U prolaznom svijetlu }:
sivo bijele, a3 nakon 3-4 dana
1-2 mm velike. Kolonije u du-
agara su ovalne ili vre-
tenaste i prozirne.

Rast filiforman, -a rubovi su
pone$to valoviti. Beje je pro-
zirno bijele.

Kolonije poltazuju, rast slican
onom na .,agaru, no rub ko-
lonija je ponefto valovit ipo-
vriina naborana: Bakterija ne
otapa Zelatipu.

Rast u ubodu je dosta pola-
gan, jafi na vrhu uboda, a
glabiji u dubini uboda. Zela-
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 crven, znak tvorbe ki-
seline.

Ovdje je promjena sli¢nakao
u prijaSnjem slufaju, jer i tu
lakmus intenzivno  pocrveni.

Optimalna temperatura 25-26°
C maksimalna 34-35° C i mini-
malna 129 C. Ubita¥na tempe-
ratura se krede izmedna 43-4G° C
.Povriinske  kolonije glatke,
sploftene, sjajne, bijele, okru-
cgle, 2 rub im je jednolik -ili
‘nesto  valovit. Kolonije su
,providne u prolaznom svije-
tiu, a nakon 3-4 dana su ve-
like 3-4-mm.

Rubovi ponesto valoviti, rast
manje obilan, boje prozirno
bijele, a povriine glatke.

Ne otapa Zelatinu, a koloni-
je su okrugle, providne sa
valovitim rubom [ borama u
sredini. Promjer kolonija za
4 dana 1,5-2,56 mm.

Slab rast na povr§m1 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.

Ubita¥na temperatura 51° C.

Kolonije za osam dana 1-3
min, sploitene, okrugle, sjajne
sa valovitim rubom. U prola-
znom svijetlu sivikaste boje,
ponesto mreZasto naborane
prema rubu.

Rast obilan, sjajan, bijelo-siv
sa nepravilno valovitim ru-
bom.

Kolonije 1-2 mm, nakon 8da-
na, a Zelatinu ne otapa,

Baliterija ne otapa Zelatinua
ne mifenja niti boju Zelatine.

Rast priliéno obilan, kasnije
slabiji. Lakmus crveni brzo i
ostaje ftrajno crven.

I u ovom sludaju lakmus cr-
veéni i ostaje crven.
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Naznaka

Jasenov organizam

Maslinov organizam
(Smith - Brown)

Oleandrov organizam
C. O. Smith

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

Rast u buljonu

Rast u buljonu pod utje~

cajem para kloroforma.
Rast u 2% peptonu

Rast u 2% saharozi.

Rast u 2%
1%/4 peptonu

maltozi i

Rast u 2%
1% peptonu.

saharozi i

Slitno kao u prednjem sluéa-
ju, no tek je crvena boja la-
kmusa manje intenzivna.
Rast obilan, za nekoliko da-
na je buljon potpuno mutan,
a nakon 10 dana javija se na
povrdini tekuéine  parcijalna
koZica, 'a na dnu epruvete
sediment.

Rast u ovom hranivom sred-
stvu je spor i slab.
Na povrdini stvara
koZica, a boja hranivog sred-
stva je ponajprije izrazito
%uta, a kasnije smede Zuta.
Organizam raste, Rno veoma
slabo.

u to_1 tekuéini javljaju se sa-
mo slabe pahuljice, na dnu e-
pruvete nastaje talog, a oto-
pina postaje smede boje.

Organizam raste bujno, te
stvara na povriini tekudine
koZicu, a na dnu sediment:

Tekuéina pod utjecajem bak-
terije postaje izrazito smede
boje, ¥~

.s¢ slaba’

Rast primjereno dobar, lak-
mus postaje purpurno-¢rven.

Rast nije tako obilan kao u

jasenova organizma. Na po-

vréini slaba koZica.

Rast prilitan, ali usporen.

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

Obifan rast sa jakim talogom
na dnu, a tekucéna post:ue
svijetlo - smeda. Na povrsini
tekuéine pseudozoogloee

‘Bujan rast i jaki talog, oto-

pina postaje svijetlo smeda,
a na povrdini pseudozoogloee.

Hranivo sredstve 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 hranive sredstvo po-
staje poput meda Zuto.

Slab rast bez koZice i taloga.

Stvara se raskidana koZica i
prsten na rubu tekudine, a
telku¢ina je poneito smede
boje.

Ne stvara plin,
ganizma obilan.

a razvo] or-

o8
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Rast u fermentac. po-
sudama u 2% otopini
peptona i 1% dekstro-
ze.

Isto, no samo sa 1%
galaktoze,

no sa 1% laktoze.
ali sal% saharoze,
ali sa 1% maltoze.

Isto,
lsto,
Isto,
Isto, ali
Isto, sa
Mlijeko
lakmusa.

1% glicerina.
sa dodatkom

Mlijeke sa dodatkom
metilen-plavila

Cisto mlijeko

sa 1%nmanita. *

-Organizam se razvija obilno
u otvorenom dijelu posude,
zdje imade obilan pristup ki-
sika, no ne stvara plin.
Organizam raste bujno u di-
"jelu fermentacijone posude
gdje je dovoljan pristup Kki-
sika, no ne stvara plin.

Isto. :

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Organizam raste dobro, a la-
kmus postaje intenzivino plav,
mlijeko postaje alkaliéno.
Grufevina se ne. stvara. Re-
dukecija 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 rufiasta i na posljetku
smeda, tek je na vrhu mlije-
ko zelenkaste boje.
Bakterija ni° tu ne sivara
grufevinu. Ponajprije mlijeko
futi, poslije smedi (warm buff
po Ridgway-u) i konalno po-
staje tamno smede (sudan

brown po Ridgway-u).

Rast

obilan,
pseudozoogloee: Na dnu jaki
talog, a otopina slabo potam-

ni. Plin ne stvara.

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

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

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

Mlijeko postaje istom nakon
20 dana pone$to smede, a ne
grufa $e i ne stvara se Kkise-
lina.

a na povréini |

Ne stvara plin, a razvoj or-
ganizma obilan.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Isto.

Mlijeko plavi i postaje jako
alkali*no. Nema gruevine, a
redukeija lakmusa polagana.
Tekuéina postaje kasnije pur-
purna (slate purple).

Metilensko “plavilo blijedi, a
konafno postaje zelene boje.

U mlijeku ne nastaje gruSe-
vina, a postepeno mijenja bo-
ju u smedastu i konalno po-
staje tamno smede.
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Naznaka

Jasenov organizam

. . L
Maslinov organizam '
(Smith - Brown)

e e —

Qleandrov organizam
C. O. Smith

Rast u Cohnovoj oto-
pini.

Rast u Uschynskijevoj
otopini.

Rast u Fermijevoj oto-
pnii.

Rast na agaru sa s$kro-
hom,

Rast u Dbuljonu sa do-
datkom kalij. nitrata.

Rast u  Dunhamovoj
otopini i proizvodnja
indola.

L . <

Rast dobar sa tvorbom koZi-
ce na povréini. U nekim epru-
vetama obilje kristala amonij-
sko - magnezijskog fosfata.
Kona&no postaje tekuéina li-
jepo plavo zelene boje (pea
green), a takoder fluorescira,

U poéetku rast slab, Kkasnije
¢bilan, te se stvara na povr-
§ini tekuéine KoZica, uokolo
prsien, a na dnu epruvete o-
bilan viskozni talog.

Rast nije prebujan, a Xkasnije
se javlja na povrini slaba
koZica.

Bakterija vr$i obilnu hidroli-
zu Skroba do dva centimetra
uokolo kolonije.

U toj otopini bakterija ne vr-
$i redukciju nitrata.

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

T

Fin Dbijel rast sa Xristalma
amonijske - magnezijskog
fosfata, no hranivo sredstvo

ne mijenja boju i ne pokazu-
je fluorescencu.

Bijeli rast, sredstvo skroz po-
muéeno. Na povrsini slaba
koZica, a na dnu viskozanta-
log.

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

Bakterija vr$i hidrolizu Skro-
ba no ne tako obilno i brzo
kao jasenov organizam,

Ne vrii redukcju nitrata.

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

Ova otopina biva obilno za-
mucena, te se u njoj kadSto
javijaju 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
u tom pogledu ograniio samo na kontrolna ispitivanja, da pro-
vierim dosadanje rezultate, te priklonio najveéu painju samo
izudavanju ranijih stadija. U posve ranim stadijima vidi se da
se baktema nalazi u intercelularnim prostorima kore i to ili u
prlmarnOJ kori ili u floemskom dijelu kore ili pak i u Jednom
i u drugom dijelu kore. v

Bakterije se razmnaZaju u intercelularnim prostorima i pri
tom stvaraju obilje sluzi, §to je lako modi utvrditi, kad metnemo
svjeZe prereze u vodu, jer tada vidimo, kako ta sluz nabubra i
uprave zamuti sliku. To se vidi i u obojenim preparatima, jer
bakterije u vec¢im 3upljinama ne leZe jedna do druge vec se na-
laze u skupinama kao coko nekih mjehuriéa kop lefe u sluzi.
Bakterije, a pogotovo sfuz, u kojoj one leZe, vr§i veoma jaki
tlak na susjedne stanice, razdvaja ih medusobno i tako postepe-
no prodiruje intercelularne prostore. (Fig. 2). U daljnjem teaju
vidi se da taj tlak moZe biti tolik da dovodi do raskidanja sta-
nica, pa to jo§ viSe povecava $upljine u kojima se nalaze bakte-
rije. Da je taj tlak prili¢no jak vidi se po tom, Sto su stanice u
susjedstvu veéih Supljina (lakuna) sa strane manjeg otpora
upravo napadno splostene i stije$njene. Paralelno sa opisanim
nastajanjem i poveéavanjem Supljina ispunjenih bakterijama,
stanice, koje okruZuju te $upljine ponajprije postaju upravo na-
padno vece, a skoro se zatim potinju naglo i diobama pomna-
Zati. Kad su spomenutim putem vedé nastale velike Supljine u za-
razenoj kori, jo¥ su uvijek stanice, koje se nalaze u neposred-
noj blizini $upljina, a dakako i one u vecoj udaljendsti Zive.
(Fig. 3). Kad staniee u okolini $upljina poéinju ugibati, istom tada
podinje se stvarati ozledno pluto, koje odvaja pojedine dijelove
kore i povecava napetost u stanifju kore. Slojevi pluta dopri-
nose jo jafem uveéavanju Zupljina nastalih u prvi &as iskljudi-
vom djelatno$éu bakterija. Ako je zaraZena starija grana ogra-
nifena je u prvi &as zaraza samo na koru, a tek nakon duljeg ili
kradeg vremena odumiranjém kore postaje drvo ogoljeno, te
tamni i puca. No u onom slu€aju kad zaraza zapo&ne na mladim
telkk jednogodi¥njim izbojcima zaraza se ne ogranifava samo
na koru veé se prodiruje i na drvo. U takvom slu¢aju imao sam
mnogo puta prilike da utvrdim, da na isti nafin kao §to je to
slu¢aj u kori dolazi i do razdvajanja elemenata drva dakako
narodito brzo u onim dijelovima gdje stanice jo§ nisu odrve-
nile. Taj proces zadire i dublje u veé¢ odrvenjele elemente, pa
tako moZe nastati potpuni proboj drva, a na taj nadin biva
omoguéeno prodiranje bakterija i u samu sréiku. Da li je to
razdvajanje samo mehanicko uslijed spomenutog tlaka sluzi ili
pri tom djeluju i enzimi izlu€eni od bakterije nisam mogao
zasad utvrditi.
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Fiz. 1. Popsedni .presjek kroz mladog raka sa bakterijskim lakunama o
floemu i mladom drvu. — Cross-section trough a young canker with ba-

cterial cavities in the phloem and in the wood.
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Fig. 2. Razvoj lakuna razdvajanjem stanica uslijed tlaka bakterijske
sluzi. — Development of bacterial cavities by the pressure of bacterial
slime, _ '
Magnif. oc. 10 X obj. t/1e.
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Fig. 3. Bakterijska lakuna u kori. — A bacterial cavitg.r in the cortex.
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U takvim slutajevima, gdje je razorno djelovanje bakterije
zahvatilo drvo, pa prodrlo ¢ak i u sr&iku, (Fig. 5), nastaje mo-
guénost, da raskidanjem provodnih elemenata drva dospije
bakterija i u provodne elemente (Fig. 4), te se njima krece na
vece ili manje udaljenosti u drvu. Inafe nisam nalazio bakterije
u nutrini niti drugih vrsta nepovredenih stanica, veé se one na-
laze samo intercelularno. Njihov nalaz po Vlietu u stanicama
vjerojatno potic¢e odatle, $to je radio sa rezovima rukom, te
tako lako britvom unesao bakterije u stanice. Kad je kora jako
obolila, tada se doduSe bakterija nalazi u ponajveéoj mjeri u
stanicju u okolini $upljina, no moZe katkad da u tanjim trako-
vima prodre korom dalje duZ grane i na drugom mjestu izazove
ponajprije obilnu diobu stanica, a kasnije njihovo odumiranje.
U tom slu¢aju opaZamo poput gradka zadebljala mjesta, ali kora
nad njima je potpuno zelena i nepovredena. Tek skidanjem
tanjeg ili debljeg sloja kore moZemo se uvjeriti, da je stanitje
kore u dubini zaraZeno, te nam postaje jasno da je na tom
mjestu zapoéela tvorba sekundarnog raka. Postoji li mogué-
nost da bakterija prodiranjem putem traheja, a koja Cinjenica
je nesumnjivo utvrdena, na drugom mjestu izazove stvaranje
sekundarnog raka kao $to je opisani slufaj u kori, nije bilo
moguce utvrditi. Spomenuo sam da se stanice, koje se -nalaze
oko 3Zupljina (lakuna) sa bakterijama povec’avaju i dijele. To
povec’avanje stanica i njihovo pomnazame diobom toliko je
jako 1 obilno, da kora na zaraZenom mjestu znatno odeblja i
nabubra, a kako periderm na povrini grane, pa i likovnice u
periciklu ne mogu da slijede rast spomenutog staniéja, nastupa
napetost, koja dovodi ponajprije do uzduZinog pucanja (Fig. 1),
a kasnije i poprekog pucanja povriinskih dijelova kore, kako
je to ve¢ opisano kod opisa pofetnih stadija te bolesti. Taj
proces pucanja kore biva jo§ jadi i obilniji, ako je medutim
djelovanjem bakterije uginulo stani¢je u primarnoj kori, a bak-
terija prouzrokovala jako pomnaZanje stanica u floemu. Tek
sada pofinju stanice postepeno odumirati a paralelno s time
1av11a se ozledno pluto, te kasniji raspad stani¢ja kako ga je
oplsao 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 vedi broj rudimentarnih sitastih cije-
vi nego u normalnom floemu. Ista sudbina je i stanica pratilica
sitastih cijevi. Sitaste cijevi budu narodito u samom raku stla-
tene, one poZzute, te se nalaze u cijelim nizovima, a lako ih je
uotiti radi njihove boje. U kori se javljaju i cijele grupe skie-
reida, a narolito su napadni slojevi feloderma. Sam kambijski
sloj u blizini zaraZenih mjesta, a pogotovo kad se nalazi do
samih 3upljina, imade viSe nizova stanica, koje su osim toga i



Fig. 4. Popreéni presjek kroz drvo sa bakterijama u traheji, — Cross-
section trough the wood with bacteria in a tracheal element.

-‘M-agnif. oc. 10 X obj, 1.
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Fig. 5. Bakterijska invazija u 'stanigje srfike. — The tissues of the pith
invaded by bacteria:

Magnif. oc. 4 X obj. 2
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§ire. Drvo takoder pokazuje vidne promjene, jer se u ranom
drvu nalazi manji brej traheja, a drvna vlakna su viSe radijalno
poredana, kraéa i tanjih membrana odnosno veéeg lumena. Pa-
renhim je obino promjenio boju, postao smed, a sadrZaje Cesto
kao i zrake sréike zrnca $kroba. Zrake srtike mijenjaju se u
zaraZenom drvu, jer postaju po vife stanica debele, kadSto i 5
stanica Siroke, a u nutrini stanica nalazi se ¢esto po jedan veci
kristal i tek kad3to jo¥ po nekoliko manjih u istoj stanici.

Pri kraju je od interesa da istaknem, da sam u ranije opi-
sanim mladim stadijima raka nalazio samo bakterije, a samo u
starijima, gdje je veé nastupio raspad stani¢ja odnosno obilno
raspucala kora, nalazio sad ¢eS¢e sad rijede i hijaline hife neke
gljive, koju nisam pokuSao identifikovati. ]

Ova histolodka istraZivanja omogudila su, da se odredi i
starast pojedinih rakastih tvorevina. Rakovi, gdje je infekcija za-
potlela na mladim jednogodi$njim ili dvogodi$njim granama su
i onda ponedto veéi, kad su stari tek jednu ili dvije godine i to
s razloga §to 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 Firoke. Kad je infelicija zapolela na starijim granama,
tada su rakaste tvorevine u prvi as manje, a sam dalji rast raka
ponesto je sporiji. Jednu godinu stari rakovi obi¢no su dosta
maleni tek po koji centimetar veliki. Velike rakaste tvorevine,
kako ih Cesto nalazimo bilo na deblu bilo na debelim granama
u krodnji, a ¢ija duljina i Sirina iznosi i po deset i po. viSe centi-
metara, stari su' po 10, 15, 20 pa i 30 godina.

8. Sirenje i raznoSenje bolesti

Ranije je utvrdeno da ova bakterija prodire samo putem
rana, a po mifljenju nekih istraZivada (Vuillemin) omoguéuje
joj ulaz u koru gljiva Chaetophoma oleacina. Neki su misije-
nja, da u ovom slufaju vri moZda ulogu prenosioca tog orga-
nizma grinja Phytoptus fraxini, te: im je taj prenos vjerojatan
ved¢ stoga, $to je Petri (9) udinio vjerojatnim, da maslinova
musica Dacus oleae prencsi Pseudomonas Savastanoi Smith u
probavnom traktu. .

"Noack nasuprot drZi da na povrSini raka za kiSnog vreme-
na nakupljena sluz, kad se posusi, biva vjetrom razne$ena. Opa-
Zanja vrena za ki%na vremena u prirodi poKazala su da doista
sluz primitkom vode nabubri, te izlazi na povrSinu, a odatle
biva sapirana na koru grane ili debla na kojem se rak nalazi, o
da takoder sa kapljama kiSe pada i na druge grane. Dakako da
na posljednji nadin ima prilike da dospije i na deblo i grane
mladih drveta, koja se nalaze podno starijeg zaraZenog drva.
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Da takav naéin raznoSen _|a baktenje doista postoji u naravi ima-
demo osim direktnih opaZanja dokaz i u tom, da je sav jaseriov
pomladak koji se nidlazi podno krodnje zaraZenog stabla tako-
der zaraZen, a ve¢ u udaljenosti od nekoliko metara izvan do-
hvata kr0§nje ne nalazimo niti traga zarazi. Kad bi vjetar ili
insekti vr3ili prenos bakterija, tesko, je shvatiti, da ve¢ na maloj
udaljenosti od kojih desetak metara nema traga zarazi. Taj se
nafin prenosa bakterije ofituje i u tom §to zaraZena stabla
nalazimo obi¢no u grupama, a tu pojavu moZemo lako dovesti
u sklad s ranije istaknutim opaZanjem, da su to stabla, koja su
u mladosti stajala podno zaraZenog starog stabla, pa su bila tada
zaraZena. Ponedto je druké&iji slufaj onda, kad se bolest javi u
mladoj dobro sklopljenoj &isto] sastojini Jasena gdje grane jed-
nih stabala zalaze u kroSinju drugih, tada je dakako mogude
Sirenje bakterije kiSom sa stabla na stablo polagano po cijeloj
sastojini. Da na kori grana i debla jasenovih stabala imade
uvijek malih ranica bilo utjecjaem smrzavice, tule, ostecwanja
po insektima ili pukotma koje nastaju odebljavanjem grana i
debla, van svake je sumnje, a da su i veoma male rane dovoljne
Za mfekcuu sa toin bakterijom, moZemo se lako uvjeriti umjet-
nom infekcijom. -Cinjenica, da se &esto na kori raka nalaze
lenticele, dovela me je na pomisao, da mozda one sluze za pro-
laz bakterija u nutrinu, no prskanje jasenovih grantica i li$éa
suspenzijom te bakterije nije u mojim pokusima dovele nikad
bilo do zaraze grana putem lenticela, bilo do zaraze li§éa putem
pudi.

Prema tome ‘izgleda prema dosada utvrdenim ¢injenicama,
da je kida glavni nosioc zaraze, a rane glavni put. prodora bak-
terije u jasen, sludaj slican onom u raznosu i infekeiji maslinove
bakterije na maslinama. Tmade li i drugih moguénosti razno3e-
nja i prodiranja te bakterije treba da pokaZu buduéa istra-
Zivanja.

9. Obrana

Prema svemu naSem dosadanjem poznavanju te bolesti evi-
dentno je da su jedino rane mjesta, koja omoguéuju parasitizam
te bakterije. Stoga bi bila najbolja zaStita, kad bi hilo moguée
sprije€iti pestanak rana, no to nije mogude, pa je potrebno da
zaStiti pristupimo s druge strane. Kraj sveg postojanja rana,
ako nema drveta nosioca bolesti, tada ne postoji mogucnost
1nfekc1_]e Stoga mora naSa borba iéi za tim da u mladim sasto-
jinama prxgodom (":1§c'enja i proredivanja izvadimo sva zaraZena
stabalca, jer ona mimo toga $to su pogibeljna kao nosioci za-
raze, nepoieljn‘a su i zato, jer ¢e uslijed bolesti biti slaba. oblika
i grade. U starim sastojinama moramo bezuvjetno izvaditi sva
rakava stabla ve¢ stoga da ne zaraze susjedna, ¢ije su krodnje u
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neposrednoj vezi sa Kkro3njom =zaraZenog stabla, a narodito
-stoga, da sprije(':imo infekciju podstojnog podmlatka i na taj
nacin 0nemoguc1m0 odrzanje bolesti na tom mjestu. Bududi i u
ods_;ecemm zaraZenim granama i deblima -jasena Zivi baktert_la
jo8 neko vrijeme, a pogotovo jer su ti rakovi kadsto zaraZeni
i Nectria-vrstama, koje mogu obilno ploditi na leZeéem mate-
rijalu, biti de potrebno da sav deblji materijal $to- prije izve-
zemo iz 3ume, a tanke neuporablve dijelove odmah spalimo.

10. LITERATURA

1) Brown N. A.; Canker of ash trees produced by a vanety of the
olive-tubercle organism, Bacterium Savastanoi. Journal of Agricult.
Research “Vol. 44. 1932, p. 701.

2) D’Oliveira M.: Notes on Bactérium Savastanoi. Transact. British
Mycologlcal Soctety Vol XIX. 1935. p. 346.

3) Geyr H.: Eschenrindenrosen. Allgem. Forst. u. Jagdzeltung C. p. 64

4 Henschel G. A O. Die Rindenrosen der Esche und Hylesinus
Fraxini. Centralblatt. f. d. gesam. Forstwesen 1880. p. 514.

55) Judeich J. F. und Nitsche H.: Lehrbuch der mltteleuropalschen
- Forstinsekten Bd. 1. 1895. p. 477, 480.

6) Noack F.: Der Eschenkrebs, eine Bakterienkrankheit. Zeltschnft fiir
Pflanzenkrankheiten 1893. p. 193. )

7y Nordiinger: Nachtrag z. Ratzeburgs Forstinsekten, Entom. Zeit-
schrift 1848. p. 225.

8) Nérdlinger: Nachtrige zu Ratzeburgs Forstmsekten 18566.

9) Petri: Ricerche sopra i batteri intestinali della Mosca olearia. Me-

" morie d. R. Stazione di Patologia vegetale. 1909.

10) Ratzeburg J. T. C.: Die Forstinsekten 1. Teil 1839. pag. 183.

11) RatzeburgJ. T. C.: Die Waldverderbniss 1. Bd. 1868. pag. 274.

12) Richter H.: Die wichtigsten holzbewohnenden Nectrien aus der
‘Gruppe der Krebserreger. Zeitschrift fiir Parasitenkunde Band L
1928. pag. 24.

13) Smith C. O.: Pathogenicity of the olive-knot organism on hosts
related to the olive. Phytopathology. Vol. XII. 1922, p. 271.

14y Smith Cf Q.: Oleander bacteriosis in California, Phytopathology
Vol. XVIIl 1928. p. 503.

16) Smith E. F.: Recent studies of the ohve tubercle orgamsm u S
Depart. of Agric. Bull. 131. part IV. ]908

16) Smith E. F.: Bacterial diseases of plants 1920. p. 391—404.

17) Soraurer P.: Handb. der Pflanzenkrankheiten Bd. II. 1 Teil. 1923.
p. 218

18) Tubeuf C.: Tuberkulose, Krebs und Rindengrind der Eschen (Fra-
xinus) Arten. Zeitsch. fiir Pflanzenkrankheiten. 46. Jahrf, 1936. p. 449.

19) Van Viiet J Ij.: Esschenkankers en hun bouw. 1931. (Resume na
njematkom jeziku). .



9%

20) Vuillemin P.: Deuxiéme notice sur les travaux scientific 1895.

21) Vuillemin P.: Quelques champignons arboricoles nouveaux ou
pea connus. Bull. Societe Mycol. de France XII. 1896. p. 41.

22) Vuiliemin P.: Traite sur la pathologie vegetale de prof. Bouchard.
1896. '

93) Vuillemin P.: Cancer et tumeurs vegetales. Nancy Soc. Scl. Bull.
Séances (3) 1900. p. 37.

- 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 fributaries. 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-
Tance,

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 interngdes. Very often is
the case that the cankers are in a vertical line one below the
other, what is comprehensible in regard the way- the bacterla
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 showmg the browned
and blackened tissues. In the more progressive stages the tis-
sues of the bark are more and more broken-down te the-wood
and the color of wood becomes blackish and browned, with
‘many cracks and sphts At the same time the bark on the
border of the canker is showmg 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 planfs remained unchan-
ged and the needle pricks healed up in short time, what was the
case with the infected plants, whlch 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 isplations from different ash-specimens
were tried, but' with no success.

The organism was cultivated on different media and com-
paréd with the.cultures of olive and oleander orgamsms 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-
pholog:caI 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 s,olptlon

Although the differéncens 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:
Psendomonas Fraxini (Brown) Skor.



Tabla I

Jasenova stabla sa balkterijskim rakom. — The aéh-trees with
bacterial cankers.



the development of the sunken type of the ash-canker

Razvojni stadiji jasenovog raka. — Different stages in
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Tabla 5

,

iasenovog raka. — Different stages in the development of the sunken type of the ash-canker.

Razvojni stadiji



Tabla IV

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.



Umijetno inficirani jaseni (8 dana nakon infekcije). — Artificially infected ashes (8 days after inoculation).
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a} Mali rakovi mjesec dana nakon infekcije, b) Krastave promjene kore kad su inficirani stariji izbojeci. —
a) One month old cankers, b) Scabby alteration of the bark, when old shoots are infected.

IA BIqel
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Bacterium Savastanoi var. fraxini Brown.
Bacterium fraxini (Brown) Skor.
Phytomonas fraxini (Brown) Skor.

The studies on’ the diseased tissues and the distribution of
“bacteria were made 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 weathei 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 free, 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



