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U radu su prikazani rezultati trogodisnjih istrazivanja ekologije i epidemiologije parazit-
ne gljive Colletotrichum gloeosporioides na maslini u uslovima Crnogorskog primorja u cilju
utvrdivanju uslova za Sirenje bolestl i sagledavanje moguc¢ih mjera suzbijanja.
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UvVOD

Antraknoza masline prisutna je, u ve¢em ili manjem obimu, poslednjih godi-
na u maslinjacima duz Crnogorskog primorja. U Crnoj Gori konstatovana je prvi
put u jesen 1995. godine (Vucini¢ i Latinovi¢, 1999). Prouzrokovac ove bolesti je
gljiva Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., ranije poznata pod
nazivom Gloeosporium olivarum Alm.

Unapredenje maslinarstva je jedan od prioritetnih ciljeva u razvoju crnogor-
ske poljoprivrede, u kome se zastiti masline poklanja posebna paznja. Stoga je od
vaznosti ¢injenica da antraknoza masline moze dovesti do znacajnih ekonomskih
gubitaka. Trzi$na vrijednost zarazenih plodova je u velikoj mjeri smanjena, $to je
posebno bitno kod sorti za stonu upotrebu. Smanjeni su, takode, kvantitet i kvali-
tet ulja dobijenog od obolelih plodova. Prema Smith et al. (1988), znacaj nastalih
Steta varira iz godine u godinu i razlikuje se od jedne do druge oblasti gajenja. U
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Portugaliji su 1965. godine, na primjer, gubici izazvani ovom bole$¢u masline iz-
nosili vise od tri miliona dolara. Krajem 1970-ih zabiljeZene su, takode, ozbiljne
Stete kada je bilo preko 50 % oboljelih plodova u oblastima sa visokom relativ-
nom vlaznoscu. Znatne Stete konstatovane su i u Grckoj i Italiji. lannotta et al.
(1997) navode da ulje masline ne moze biti svrstano u kategoriju "extra virgin"
(ekstra djevic¢ansko) pri zarazi ploda > 30%.

Antraknoza masline rasprostranjena je u mnogim oblastima gajenja masli-
ne u Italiji, Argentini, Australiji, Brazilu, Francuskoj, Grckoj, Japanu, Rusiji,
Spaniji, Juznoj Africi, Urugvaju (Baldini et Scaramuzzi, 1981), Tunisu (Boulila
et Mahjoub, 1994), Turskoj (Delen et Saribay, 1972), Gruziji (Kechakmadze et
Kikvadze, 1972), Kini (Shih et Zheng, 1983), kao i u Kaliforniji (Smith et al.,
1988). Imajuéi u vidu rasprostranjenost bolesti, moguce Stete, kao i polifagnost
vrste, pristupili smo detaljnijem proucavanju pojedinih ekoloskih i epidemiolos-
kih osobina ove patogene gljive masline sa ciljem sagledavanja najboljih rjeSenja
u suzbijanju bolesti.

MATERIJAL I METODE

Ekoloska i epidemioloska proucavanja sprovedena su u periodu 1997.-1999.
godine. Oboleli plodovi masline, koji su u naSim istrazivanjima bili jedini organi
biljke na kojima je konstatovano prisustvo patogena, sakupljeni su iz svih vecih
zasada masline na podru¢ju od Ulcinja do Budve. Uobicajenim fitopatoloskim
metodama dobijeni su izolati gljive C. gloeospoioides odgajeni na podlozi od
krompira i dekstroze (KDA).

Od ekoloskih odlika ispitivan je uticaj temperature i svjetlosti na porast, iz-
gled kolonija i intenzitet sporulacije patogena. Epidemioloska proucavanja obu-
hvatila su odredivanje vitalnosti patogena u plodovima i zemljiStu i uticaj klimat-
skih faktora na vrijeme i intenzitet pojave C. gloeosporioides.

Ekoloska ispitivanja

Uticaj temperature. Petri kutije sa 20 ml KDA zasijavane su nanoSenjem u cen-
tar fragmenta kolonije precnika 7 mm sa kulture C. gloeosporioides stare 7 dana,
a odgajene na KDA pri 25 °C. Zasijane Petri kutije inkubirane su pri temperatura-
ma 3, 8, 15, 20, 25, 28, 31 1 34 °C. Ogled je postavljen u Cetiri ponavljanja. Sva-
kodnevnim osmatranjima utvrdivan je prec¢nik i morfologija kolonije i intenzitet
sporulacije ispitivanih izolata gljive.
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Uticaj svjetlosti. Kulture izolata patogena, spremljene po opisanom postup-
ku, inkubirane su na sobnoj temperaturi u uslovima (a) mraka (petrijevke zatvo-
rene u kutije radi spreavanja prodiranja svjetlosti), (b) neprekidne svjetlosti UV
lampe i (¢) naizmjeni¢nog smjenjivanja svjetlosti i mraka (15/9 h).

Epidemiloska ispitivanja

Vitalnost patogena. U cilju utvrdivanja nacina odrzavanja inokuluma iz godine
u godinu ispitivana je vitalnost parazita u (a) obolelim plodovima i (b) zemljis-
tu, po modifikovanim metodama koje su koristili Zachos et Makris (1963 b).

Vitalnost patogena u plodovima. Oboleli plodovi ubrani su sredinom novembra,
postavljeni u plasti¢nu mrezicu i ¢uvani u prirodnim uslovima (a) na visini od 2
m iznad povrSine zemljista, (b) na povrsini zemljista i (c) u zemljistu na dubini od
10-15 cm. Patogenost je provjeravana vestackim inokulacijama zdravih plodova
masline u mese¢nim intervalima od 01. jula do 01. novembra. Oboleli plodovi su,
nakon odstranjivanja kostice, usitnjeni i homogenizovani u laboratorijskoj ¢asi sa
50 ml destilovane vode u trajanju od 30 minuta, uz povremeno muckanje i mje-
Sanje staklenim Stapi¢em u cilju oslobadanja konidija parazita. Nakon filtriranja
macerata kroz pamu¢nu gazu, dobijenom suspenzijom inokulisani su zdravi plo-
dovi masline domace sorte zutica. Inokulisani plodovi postavljeni su na navlazen
filter papir u Petri kutije i uvani u termostatu na 25 °C. Promjene na plodovima
osmatrane su u periodu 10-14 dana.

Vitalnost patogena u zemljistu. Kultura gljive, sa podlogom koja je pocela da
se susi, je sastrugana, pomjesana sa sterilnom zemljom i pijeskom (2:1), smjesa
postavljena u posude pod prirodnim uslovima. Provjera vitalnosti i infekcione
sposobnosti parazita obavljena je nakon godinu dana. Smjesa substrata i miceli-
je patogena postavljena u Petri kutije, a preko nje zdravi plodovi masline. Petri
kutije su postavljene u posude sa vodom, pokrivene staklenim zvonom i drzane
pri temperaturi od 25 °C, kako bi se obezbijedili povoljnu uslovi temperature i
vlaznosti za razvoj patogena. Ocjena nastalih promjena na plodovima vrsena je
nakon 10-14 dana.

Klimatski faktori. Uticaj klimatskih ¢inilaca na pojavu C. gloeosporioides na
plodovima masline pra¢en je u okolini Ulcinja, Bara i Budve. Meteoroloski
podaci dobijeni su od Republickog hidrometeoroloskog zavoda i sastojali su
se od prosjeka srednjih dnevnih temperatura i broja kisnih dana prikazanih mje-
secno.
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REZULTATI

Uticaj temperature. Patogen se razvija u temperaturnom inetrvalu 8-31°C. Opti-
malna temperatura za porast ispitivanih izolata C. gloeosporioides je 25°C, subop-
timalna 20°C, minimalna 3-8° i maksimalna 31-34°C (Graf. 1). Kolonije gljive
prekrivaju podlogu u Petri kutijama pri optimalnoj temperaturi nakon 12 dana
od dana zasijavanja. Pri ovoj temperaturi, formira se u po€etku razvoja gljive mi-
celija snjezno-bijele boje, koja vrijemenom prelazi u svijetlu, a potom u tamnu
sivomaslinastu. Rub kolonije je blago talasast, bez usijeka. Jedino se, sa razvojem
kulture, bijela micelija zadrzava na rubu, koji odgovara najmladem dijelu kulture.
Izrazena je zoniranost formiranjem koncentri¢nih krugova micelije tamnosmede
i gotovo crne boje, $to je narocito uocljivo na substratnom dijelu kolonije. U sta-
rinjim kulturama obrazuje se sitna stromatic¢a zadebljanja crne boje. Oko inoku-
lacionih fragmenata veoma je obilno formiranje konidija u matriksu narandzaste
boje. Pri maksimalnoj temperaturi menja se uobicajeni izgled kolonija. Nakon
zasijavanja ne dolazi do razvoja bijele micelije, ve¢ je kolonija grudvasta, inten-
zivno sive boje oivi¢ena zonom svetlo zutosmede boje, sa talasastim obodom.
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Graf. 1 — Porast kolonija izolata C. gloeosporioides na razli¢itim temperaturama
Colonies growth of the C. gloeosporioides isolates at different temperatures
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Uticaj svjetlosti. Najveci porast svih izolata ostvaren je u uslovima stalnog
mraka. Pri naizmjeni¢nom smjenjivanju svjetlosti i mraka (15/9 h) porast je nes-
to slabiji, dok je stalna UV svjetlost znacajno redukue razvoj patogena (Graf. 2).
Morfologija patogena zavisi od svetlosnog rezima kojem su kolonija izloZzene (SI.
1). Izgled kolonija u uslovima konstantne UV svjetlosti je drugaciji u odnosu na
ostala dva tretmana svjetlosti. Ta razlika se ogledala u znatno vise izdiferencira-
nim zonama u okviru koncentri¢nih krugova i u drugacijoj boji. Oko zasijanog
fragmenta uocava se kruzna zona sive micelije, koju od druge zone ispupcene
sive micelije odvaja crni pojas. Sljedeca zona je ljubicasto-smede boje i okruze-
na je narandZzastim pojasom obilne fruktifikacije, koja se ponovo nadovezuje na
zonu micelije sive boje. Na periferiji se nalazi rub bijele boje, koji odgovara naj-
mladem dijelu kulture.

Ispitivani izolati gljive sporulisali su pri sva tri uslova osvjetljenja, ali naj-
intenzivnija fruktifikacija ostvarena je izlaganjem izolata uticaju stalne UV svje-
tlosti.

Vitalnost patogena. Oboljeli plodovi masline zadrzavaju infektivnost nakon 11,
odnosno 10 mjeseci, ukoliko su ¢uvani na visini od 2 m iznad povrSine zemljista,
odnosno na povrsini zemljista. Ovi rezultati ukazuju da patogen u mumificiranim
plodovima koji ostaju da vise na granama kao i u otpalim obolelim plodovima
zadrzava vitalnost dovoljno dugo da moze obnoviti zarazu naredne godine. Stoga
oboleli plodovi predstavlaju izvor zaraze tokom naredne vegetacije, pogotovo
ukoliko su povoljni uslovi spoljne sredine. Oboljeli plodovi masline ukopani u ze-
mljiste na 10-15 cm dubine ne predstavljaju primarni izvor zaraze, jer patogen u
takvim uslovima gubi vitalnost nakon osam mjeseci, te se stoga ne moze ostvariti
povezivanje infekcije iz jedne u drugu godinu. Infekcija zdravih plodova masline,
koji su postavljeni na smjesu zemlje, pijeska i kulture gljive u prirodnim uslovi-
ma, nije ostvarena nakon godinu dana.

Uticaj klimatskih faktora na pojavu bolesti. Intenzitet zaraze plodova je ne-
znatno varirao iz godine u godinu i kretao se oko 10-20 % tokom 1997., odnosno
20-30% tokom 1998.11999. godine. Moze se re¢i da je intenzitet bolesti bio sred-
nji do slab u ispitivanom periodu.

Prisustvo oboljenja na plodovima masline u okolini Ulcinja, Bara i Budve
konstatovano je uglavnom u jesenjem periodu, od pocetka oktobra do kraja no-
vembra. Analiziraju¢i meteoroloske podatke za 1997., 1998.11999. godinu (Graf.
3), prisustvo patogena u ovom periodu moze se tumaciti time da je u ova dva mje-
seca koli¢ina padavina prilicno velika, kao i da su temperature za razvoj gljive
povoljne. Pored toga, zrelost plodova je jos jedan faktor koji utice da intenzitet
bolesti u tom periodu bude najveéi. [zuzetak je konstatovan u julu 1999. godine,
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Graf. 2 — Porast kolonija izolata C. gloeosporioides pri razli¢itim uslovima osvjetljenja
Colonies growth of the C. gloeosporioides isolates at different
light conditions

SIL. 1 — C. gloeosporioides. Uticaj razliitih uslova osvjetljenja na razvoj kolonije izolata
gljive (gore lijevo: varijanta svjetlo-mrak; gore desno: varijanta mrak i dolje:
varijanta UV svjetlo).

C. gloeosporioides. Influence of different light conditions on colony growth of the
fungus isolate (up left: variant light-dark; up right: variant dark and down: vari-
ant UV light).
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kada je na podru¢ju Budve na manjem broju zelenih plodova utvrdeno prisustvo
parazita. Ovo se moze objasniti time §to je u ovom lokalitetu tokom jula mjeseca
koli¢ina padavina bila neSto veca nego sto je to uobicajeno za ovaj ljetnji mjesec,
dok je srednja mjesecna temperatura iznosila 25,5 °C. Moguce je da je i napad
muve masline (Bactrocera oleae), koji je u toku 1999. godine bio izrazito veliki,
takode doprinio ranijoj pojavi parazita.

DISKUSIJA

Izolati Colletotrichum gloeosporioide, prouzrokovaca antraknoze masline u
Crnoj Gori, razvijaju se u temperaturnom intervalu 8-31°C, sa optimumom pri
25°C. Nasi rezultati su slicni rezultatima Zachos et Makris (1959), koji su ustano-
vili da je 25 °C optimalna temperatura i da na 0 °C nema porasta Gloeosporium
olivarum. Medutim, ovi autori nisu utvrdili porast gljive na temperaturi vecoj od
29°C. Prema Cabral (1941), optimalna temperatura za razvoj ovog patogena je
26 °C, a za obilnu sporulaciju 22°, 24°, 26° 1 27° C. Hemmi et Kurata (1935) su
utvrdili da je za porast G. olivarum optimalna temperatura 28 °C, a da je porast
mogu¢ u intervalu od 5 do 40 °C.

Direktna sunceva svjetlost, kao i fluorescentna i ultraljubicasta svjetlost sma-
njuju porast kolonija u odnosu na kulture gajene u tami, ali stimulativno djeluju
na sporulaciju C. gloeosporioides — superparazita stroma Polystigma rubrum (Sto-
janovi¢, 1997). Promjene u izgledu kolonija C. gloeosporioides sa masline pod
uticajem UV svjetla opisali su Margarita et al. (1986).

Mada su u nasim istrazivanjima plodovi jedini organi biljke na kojima je kon-
statovano prisustvo patogena, nije isklju¢ena moguénost njegovog prisustva i na
drugim biljnim organima, kao $to su pojedini autori konstatovali u drugim zemlja-
ma (Nagorny et Eristavi, 1929; Saponaro, 1953; Martelli, 1960, 1961; Zachos
et Makris, 1963a; Sagasta-Azpeitia, 1967/68). Tako, Zachos et Makris (1963b)
smatraju da primarne infekcije nastaju kao rezultat klijanja spora iz acervula sa
plodova ili lis¢a, a prema Martelli-ju (1960) i sa jednogodiSnjih grancica.

Kako navodi Martelli (1960), G. olivarum moze inficirati direktno staro lis¢e
i plodove tokom jeseni i mlado lis¢e koje se razvija od februara pa na dalje. Lisne
infekcije nastaju pri povoljnim klimatskim uslovima za ostvarenje zaraze i kad
ima dovoljno inokuluma, a prestaju krajem aprila. Na zarazenom li§¢u, palom na
zemlju, micelija ostaje Ziva oko 3-4 mjeseca. Male 2-3 godiSnje grancice i starije
grancice od 4-5 cm u precniku mogu biti inficirane direktno ili preko peteljki od
zarazenih plodova ili zarazenih listova. Infekcija plodova se ostvaruje najcesce
direktno, rjede kada micelija prodire kroz peteljku. Patogen moze zivjeti tokom
cijele godine, u malim 2-3 godi$njim gran¢icama (prec¢nika manjeg ili jednakog



Ekoloske i epidemioloske osobine Colletotrichum gloeosporioides 13

4-5 cm). G. olivarum prezivljava vrlo dugo u mumificiranim neotpalim plodovi-
ma. Nove infekcije obi¢no nastaju od ovih mumificiranih plodova naredne jeseni.
Patogen prezivljava takode i u zarazenim plodovima palim na zemljiste.

Nasi rezultati su sli¢ni rezultatima Zachos-a i Makris-a (1963b), koji su ustano-
vili da konidije u unutrasnjosti acervula na plodovima drzanim u prirodnim uslovi-
ma (bilo u visini krune, na zemljistu ili na drugim mjestima u maslinjaku) zadrzava-
ju sposobnost klijanja oko 9 mjeseci, odnosno dovoljno dugo da povezu epidemiju
iz jedne sa onom iz sljede¢e godine. Osim toga, prema ovim autorima, i zarazeni
listovi masline, bilo da su ostali na granama ili otpali na zemljiste, predstavljaju iz-
vor inokuluma kojim se ostvaruju primarne infekcije naredne godine. Naime, oni
suustanovili da acervule gljive na listovima ¢uvanim 11 mjeseci u prirodnim uslovi-
ma obrazuju konidije poslije 2-3 dana drzanja u uslovima povecane vlaznosti.

Smanjena vitalnost parazita u zarazenim biljnim ostacima u zemljistu je sa-
svim ocekivana zbog intenzivnih mikrobioloskih procesa i specificnih ekoloskih
uslova, zbog ¢ega se oni brzo razgraduju. Dakle, radi sprecavanja prenosenja
infekcije iz jedne u drugu godinu, moze se preporuciti redovno sprovodenje agro-
tehnickih mjera u maslinjaku koje imaju za cilj uklanjanje i uniStavanje zarazenih
biljnih organa ili njihovo zaoravanje na odredenu dubinu.

Dobijeni rezultati koji se ti¢u moguénosti odrzavanja parazita u zemljistu u
vidu micelije u periodu od godinu dana, ukazali su da ova moguénost ne postoji i
idu u prilog potvrdi rezultata do kojih su dosli Zachos-a i Makris-a (1963Db).

Graniti (1956) je zakljucio da vrijeme ostvarenja infekcije zavisi od klimat-
skih faktora, posebno vlaznosti i temperature. Prema ovom autoru, na Siciliji
infekcije pocinju kada plodovi sazru, u drugoj polovini oktobra i nastavljaju se u
jesen, postajuc¢i od mnogo manjeg znacaja kada minimalna dnevna temperatura
padne ispod 10 °C. U godinama kada su kasno ljeto i rana jesen blagi i vlazni,
moze do¢i do infekcije joS uvijek zelenih plodova.

Znacajne Stete nastaju kada je razvoj patogena favorizovan vlaznom jeseni
i zimom, posebno kod poznih sorti. Skarica i sar. (1997) napominju da se bolest
Siri pri temperaturama od 10° do 25° C, kada inkubacija traje 4-6 dana.

Prema Cabral-u (1949), u Portugaliji bolest se obicno javlja nakon prvih
oktobarskih kiSa, dostizu¢i maksimum tokom ovog mjeseca i u novembru, produ-
zavajuci se do kraja decembra ili ¢ak u januaru mjesecu. Kako navodi isti autor,
ova gljiva parazitira uglavnom plodove u donjem dijelu krune.

Graniti (1954) je ustanovio visok stepen zaraze u maslinjacima na strmim
rijenim dolinama i na onima okrenutim sjeveru, dok je najveca Steta (do 100%
zarazenih plodova) pri¢injena u maslinjacima podignutim na niskim, sjenovitim,
vlaznim terenima i na stablima sa prekomjerno debelim listovima.

U skladu sa konstatacijama Zachos-a i Makris-a (1963b), mozemo zakljuciti
da, poslije ostvarenih primarnih zaraza, evolucija epidemije zavisi ne samo od
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klimatskih, ve¢ i nekih drugih faktora. Razvoj gljive C. gloeosporioides je u pozi-
tivnoj korelaciji sa zreloS¢u plodova masline (Nagorny i Eristavi, 1929; Graniti,
1956; Loprieno i Tenerini, 1960; Latinovi¢ i Vucini¢, 2002), Sto uti¢e na vrijeme i
intenzitet zaraze. Temperatura utice s jedne strane na klijanje konidija (Latinovi¢
i Latinovi¢, 2001), pa time i na infekciju biljke, a s druge strane na razvoj patoge-
na u unutrasnjosti ploda, uslovljavajuéi trajanje inkubacije. Uloga kiSe u Sirenju
bolesti je dvostruka, jer doprinosi s jedne strane, disperziji parazita, a sa druge rea-
lizaciji infekcije. Sli¢nu, svakako znatno manju ulogu, imaju magla i rosa. lako re-
lativna vlaznost vazduha preko 93% omogucuje klijanje konidija bez kapi vode,
u praksi se brzo i obilato klijanje ostvaruje u vodi (Latinovi¢ i Latinovi¢, 2001),
na osnovu ¢ega mozemo zakljuciti da kiSa predstavlja fundamentalni faktor za
razvoj epidemije C. gloeosporioides. Naravno, u Sirenju bolesti bitnu ulogu ima-
ju i vazdusna strujanja. Sastav zemljista i ekspozicija maslinjaka imaju znatnog
uticaja na razvoj bolesti. Glinovita, teSko propusna zemljista, kao i maslinjaci po-
dignuti na ravnim, nedovoljno aeriranim terenima uticu na povecanje intenziteta
zaraze. Muva masline znacajno doprinosi $irenju epidemije, s jedne strane oStece-
njem plodova, a sa druge preuranjenom lokalnom zrelos¢u tkiva ploda.

Imajuéi u vidu prethodne konstatacije, kao i meteoroloske podatke za loka-
litete Ulcinj, Bar i Budva, uz sopstvena zapazanja, analiza epidemije u 1997.,
1998.11999. godini nam govori sljedece: — stadijum sazrijevanja plodova odredu-
je kriticni period zaraze od kraja septembra do pocetka decembra mjeseca. Tem-
peratura ne predstavlja smetnju razvoju bolesti u tom periodu. Ve¢ u decembru,
nize temperature zna¢ajno usporavaju njeno napredovanje. Raspored padavina u
oktobru i novembru mjesecu je u sve tri godine bio povoljan za razvoj bolesti,
iznoseci preko 10 kisnih dana mjesecno. U 1998. godini u septembru je bio ve-
¢i broj kisnih dana nego u istom mjesecu u ostale dvije godine, te se u ovakvim
godinama ki$ni septembar moze smatrati kao "pripremni" mjesec za epidemiju
koja svoj pun razvoj dostize u naredna dva mjeseca. Kako su maslinjaci na crno-
gorskom primorju uglavnom podignuti na lako propusnom zemljistu i nagnutim
terenima, ovi faktori ne doprinose Sirenju bolesti. I na kraju, intenzivan napad
muve masline, kakav je bio 1999. godine, favorizovao je razvoj bolesti.

Zastiti masline od antraknoze, dakle, umnogome doprinose agrotehni¢ke mje-
re. Pored sastava zemljista 1 ekspozicije, pojedini autori preporucuju koris¢enje
rezistentnih sorti, kao i primjenu odgovarajuce rezidbe kojom se moze smanjiti
inokulum i poboljsati aeracija krosnje (Civantos Lopez-Villalta, 1999; Smith et
al., 1988). Medutim, u suzbijanju prouzrokovaca antraknoze vec¢ina autora navo-
di da se najbolji rezultati postizu preventivnim tretiranjima preparatima na bazi
bakra, prvenstveno bordovskom ¢orbom (1%) ili bakarnim oksihloridom (0,2%)
(Matarese, 1976; Makris i Trimeris-Makris, 1980; Sharma i Kaul, 1990, Pennisi
et al., 1993). Prema Sharma i Kaul (1991), iako se preventivnim tretiranjima u
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poljskim uslovima postize zadovoljavajuca zastita, gubici nastali nakon berbe su
neizbjezni, te preporucuju dodatnu zastitu fungicidima produzenog dejstva, koji
¢e ve¢ ustanovljenu infekciju tokom berbe ili nakon nje uspjesno redukovati.
Kao veoma dobar fungicid u ove svrhe u istrazivanjima ovih autora pokazao se
karbendazim, a takode su efikasni i benomil i tiabendazol (Sharma i Kaul, 1991).
U Crnoj Gori, medutim, mogu se izvesti 2-3 tretiranja od pocetka septembra u
razmacima od po 20 dana, koriste¢i kaptafol, mankozeb ili bakarne preparate, i
to ukoliko se ocijeni da je suzbijanje parazita neophodno. Ako se preduzimaju
mjere suzbijanja protiv Spilocea oleaginea, prouzrokovaca «paunovog oka» na
maslini, nema potrebe da se protiv prouzrokovaca antraknoze vrse posebna treti-
ranja (Mijuskovi¢, 1999).
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ECOLOGICAL AND EPIDEMIOLOGICAL FEATURES
AND CONTROL POSSIBILITIES OF COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES (PENZ.) PENZ. ET SACC. CAUSAL
AGENT OF OLIVE ANTHRACNOSE

JELENA LATINOVIC, ZORA VUCINIC
University of Montenegro, Biotechnical Institute, Podgorica

Summary

Olive anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc., has been established in Montenegro several years ago. The results of eco-
logical and epidemiological examinations are presented and control possibilities
of the disease were discussed in this paper.

Optimal temperature for growth of the fungus isolates is 25 °C, while there is
no fungal growth at 3° and 34 °C. The growth of the isolates was the most intensi-
ve on constant darkness, but the sporulation of the fungus was the most abundant
in conditions of UV light.

Mummified infected olive fruits, which are left to hang on branches, as well
as infected fruits dropped on the soil surface, represent the permanent source of
inoculum. Infected fruits dug into soil on depth of 10-15 cm cannot serve as inocu-
lum for realization of infections in the following year. Contaminated soil cannot
be the source of inoculum in the next year, because the parasite is not sustainable
in the form of mycelium throughout 12 months.

Since the olive fruits are in stage of maturity in October and November in
overall conditions in Montenegro, these two months could be considered as criti-
cal period for appearance and spreading of the disease, if the climatic factors, pri-
marily rainfall and temperature are convenient for realization of infection, which
was the case during 1997, 1998 and 1999.

Considering these results, in control of the disease the agrotechnical measu-
res are very valuable, primarily plowing into the soil or destroying of infected
plant material, as well as adequate pruning.

Key words: olive, anthracnose, Colletotrichum gloeosporioides, Montene-
gro, ecology and epidemiology
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DEJSTVO RAZNIH TEMPERATURA T INTENZITETA
PADAVINA NA STEPEN ZARAZE PLATANA
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U radu su izneti podaci o uticaju temperature i padavina na intenzitet zaraze platana glji-
vom Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohn., prouzrokovacda suSenja grancica i grana
platana. Ispostavilo se da je tokom 1985. godine, kad su krajem aprila i poc¢etkom maja tempe-
rature bile relativno niske, a padavine obilate, stepen zaraze bio veoma jak. I obrnuto, u 1986.
godini zaraze platana gotovo da nije ni bilo, jer ove godine krajem aprila i pocetkom maja
temperature su bile vise u odnosu na prethodnu 1985. godinu, a padavine oskudne.

Kljucne reci: platan, Platanus acerifolia, Apiognomonia veneta, zaraza, temperature,
intenzitet padavina.

UvVOD

Proucavajuci uzroke suSenja obolelih grana platana, Ceste pojave u Novom
Sadu, utvrdeno je da ovu bolest ispoljenu u vidu plamenjace lis¢a i mladara, kao
1 izumiranja grancica i grana prouzrokuje gljiva Apiognomonia veneta (Arsenije-
vié i sar., 1986; 2006).

Medutim, nasuprot veoma jakog stepena zaraze kad se uo¢ava masovna po-
java suSenja granCica i grana, bolest se nekih godina teSko moze uociti ili je
gotovo 1 nema. Zainteresovani za ovako nejednako ponasanje platana zeleli smo
da po moguéstvu objasnimo toliko razli¢it intenzitet infekcije utvrden pojedinih
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godina. Odgovor na ovo pitanje potrazili smo analizom meteoroloskih uslova,
pretpostavljajuci da su temperature i padavine osnovni uzroci toliko razli¢ite po-
jave bolesti. Jer, dugogodisnjim iskustvom dosli smo do saznanja da se ova mi-
koza kod nas pretezno pojavljuje rano u prolece za vreme prohladnog i kiSovitog
vremena pocetkom maja. Zbog toga smo pristupili analizi spomenutih ekoloskih
¢inilaca, evidentiranjem padavina i temperatura s jedne strane i stepena zaraze s
druge (Graf. 1). Dobijene rezultate iznosimo u daljem tekstu.

MATERIJAL I METODE

Zdravstveno stanje platana proveravano je visegodi$njim pra¢enjem zaraze
ispoljene na drvoredima platana u Novom Sadu. Ocena je vrSena ¢eS¢im okular-
nim posmatranjem ispoljenih simptoma bolesti ili utvrdivanjem odsustva ovog
oboljenja platana tokom vegetacije. To se narocito ispoljilo tokom dve ekstremne
sezone, 1985. 1 1986. godine, kada su uslovi za zarazu bili razliciti (Graf. 1, Tab.
1). Koris¢eni su meteoroloski podaci o temperaturi i padavinama datim za Novi
Sad (Tab. 1).

Tabela 1 — Srednje dnevne temperature i suma padavina u Novom Sadu u periodu
april-jun tokom 1985. 1 1986. godine
Mean daily temperatures and total rainfall at Novi Sad during
April-June in 1985 and 1986

Temperatura — Temperatures Padavine — Rainfalls
Godina Dekada (°C) (mm)

Year Decades  April Maj Jun April Maj Jun
April May June April May June
I 14,9 13,8 19,9 0,4 17,2 17,1
1985 I 10,5 19,9 15,5 20,8 35,4 28,6
111 10,2 20,3 16,4 19,5 39,2 28,0
I 16,4 17,2 14,6 3.9 12,7 24,0
1986 I 7,3 18,8 21,4 41,8 0,8 18,5
I 16,8 20,1 20,5 8,1 37,7 7,9

Identitet prouCavane gljive proveravan je u laboratoriji izolovanjem na
hranljivoj podlozi i posmatranjem razvoja kolonija i reproduktivnih struktura
parazita.
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Paralelno su mikroskopirane i obolele grancice i grane na kojima su se stva-
rale konidiomate anamorfa ili su delovi obolelih grancica s konidiomatama po-
stavljane u vlazne Petri kutije radi oslobadanja konidija u vidu kapi eksudata i
njihovog mikroskopiranja.

Konacna ocena stepena zaraze obolelog platana izvrSena je krajem juna me-
seca kad su simptomi i posledice bolesti najizrazitiji. Ukupno je ocenjeno 100
stabala u drvoredima platana u Novom Sadu. Odredivana je pojava (procenat
obolelih biljaka) i intenzitet bolesti koriste¢i skalu: 0 - odsustvo zaraze, 1 - spora-
di¢na, 2 - slaba, 3 - srednja, 4 - jaka i 5 - veoma jaka zaraza.

REZULTATI

Kako se ispostavilo, intenzitet pojave bolesti tokom 1985. 1 1986. godine bio
je izrazito razli¢it: veoma jak tokom 1985. i neobicno slab, kad se bolest jedva
mogla uociti 1986. godine (Graf. 1).

1985 1986
8
120 100 7 !
100 A
77,2 6 7
80 1 5 -
60 1 4
40 A 37
20 1 f | 2
0 . : 1
Pojava- Intenzitet- Pojava- Intenzitet-
Incedence Severety Incedence Severety

Graf. 1 — Pojava i intenzitet oboljenja platana prouzrokovanog gljivom Apiogmomonia
veneta tokom 1985. 1 1986. godine.
Disease incidence and severety on plane tree caused by Apiogmomonia
veneta in 1985 and 1986.

Tako, tokom 1985. godine od 100 ocenjenih stabala samo su dva bila sa sla-
bim simptomima bolesti, 11 osrednje obolelih, devet jace, a ostalih 78 vrlo jakog
stepena zaraze sa pojavom masovnog suSenja liS¢a, mladara, grancica i grana
(Graf.1, S1.1-3).



22 M. Arsenijevic i sar.

SI.1-4- Apiognomoniaveneta. - 1zgled jade obolele kro$nje platana inficirane u povoljnim
ekoloskim uslovima tokom 1985. godine (Sl. 1); plamenjaca lis¢a i mladara i
izumiranje grancicai grana (detalj) (SI. 2); potpuno susenje celokupne kros$nje kao
posledica vrlo jake zaraze u 1985. godini (SI. 3); izgled zdravog, neobolelog stabla
platanazavremeneodgovaraju¢ihuslova zaraze tokom 1986. godine (S1.4)(Orig.).
Apiognomonia veneta. - View of strong crown plane tree diseased infected under
the favourable ecological conditions during 1985 (Fig.1); - leaves and shoots
blight and dieback of twigs and branches (detail) (Fig.2); - full drying of the
whole crown as consequence of very strong infection in 1985 (Fig.3); - view
of healthy undiseased plane tree during unfavourable conditions for infection
during 1986 (Fig.4) (Orig.).



Dejstvo raznih temperatura i padavina na stepen zaraze platana 23

Tokom 1986. godine situacija je bila obrnuta: ¢ak 93 stabla su bila bez zaraze
i svega sedam sa sporadi¢no ispoljenim simptomima bolesti (Graf.1).

Analiziraju¢i meteoroloske uslove (temperaturu i padavine) za mesece april,
maj i juni za obe ove godine vidi se da su oba ova ¢inioca imala uticaja na inten-
zitet pojave bolesti. U trecoj dekadi aprila i prvoj dekadi maja meseca 1985. 1
1986. godine srednje vrednosti dekadnih temperatura i sume padavina bitno se
razlikuju (tab. 1).

Kako se iz tab.1 i vidi, suma srednjih vrednosti dekadnih temperatura za
trecu dekadu aprila u 1985. godini iznosi 10.2°C, a za isti period u 1986. godini
16.8°C. U 1985. godini suma padavina u tre¢oj dekadi aprila bila je 19.5 mm, a u
1986. godini 8.1 mm. U prvoj dekadi meseca maja 1985. godine srednja dekadna
temperatura iznosila je 13.8°C, a tokom prve dekade maja 1986. godine: 17.2°C.
Suma padavina za prvu dekadu maja 1985. iznosila je 17.2 mm, a maja 1986:
12.7 mm (tab. 1).

S obzirom na to da su i prema literaturnim podacima (Cellerino i Anselmi,
1978; Spies i sar., 1985; Wulfi Butin, 1987; Chauvel, 1991; Karadzi¢, 1992; Jurc,
2006 i dr.), temperature i padavine od odlucujuceg znacaja u pogledu jacine zara-
ze platana koja nastaje u prolecée, to se ovaj nejednak intenzitet bolesti ispoljen
tokom 1985. 1 1986. godine kod nas tako moze i objasniti.

Jer, i krajem aprila i poCetkom maja 1985. godine srednje dnevne temperatu-
re bile su ispod 15°C (10.2°C i 13.8°C). A padavina je u ovom periodu bilo 19.5
mmi 17.2 mm.

U 1986. godini (kad bolesti skoro nije ni bilo) meteoroloska situacija je dru-
gacija: krajem aprila vrednost srednje dnevne temperature iznosile su 16.8°C, a
tokom prve dekade maja 17.2°C, odnosno padavina je bilo 8.1 mm i 12.7 mm
(tab.1).

Kako se iz ovih podataka i vidi, temperature tokom 1986. godine vece su od
15°C, a padavine manje nego u epifitoticnoj 1985. godini (tab.1). A poznato je,
npr. u SAD, da srednje dnevne temperature iznad 15°C sprecavaju razvoj bolesti,
odnosno do pojave bolesti dolazi samo u godinama kad je tokom prve dve nedelje
za vreme listanja platana srednja dnevna temperatura ispod 15°C. Vece tempera-
ture onemogucavaju infekciju (Neely i Himelick, 1963; Arsenijevi¢ i sar., 1986;
Karadzi¢, 1992; Jurc, 2006 i dr.).

DISKUSIJA

Sudeci na osnovu rezultata dobijenih tokom istrazivanja izvrSenih u Novom
Sadu proizlazi ¢injenica da temperature i padavine znatno uticu na stepen zaraze i
ispoljavanje simptoma apiognomoniozne plamenjace liS¢a i mladara i izumiranja
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grancica i grana obolelog platana (Graf.1, Tab. 1). Tako se tokom prohladnog i
vlaznog proleca 1985. godine bolest pojavila u vrlo jakom intenzitetu prouzroku-
juci veoma izrazite promene ispoljene u vidu vrlo jakog suSenja grana. Nasuprot
ovome, u prolece 1986. godine , kada su temperaturni uslovi i vlaznost bili nepo-
voljni (toplo 1 suvo vreme), bolesti gotovo da nije ni bilo.

Prema Cellerino-u i Anselmi-u (1978) obilne padavine i/ili visoka vlaznost
u prole¢e od pocetka bubrenja pupoljaka i temperatura od 9-12°C favorizuju in-
fekciju koja se §iri na mlade mladare sve dok temperatura ne prede granicu od
14-16°C. Spore patogena klijaju ve¢ pri 8°C (Chauvel, 1991), odnosno za 6 sati
pri 20°C prema Jurcu (2006). Karadzi¢ (1992) navodi literaturne podatke koji
ukazuju na ostvarenje infekcije za vreme listanja platana ako je temperatura tada
tokom dve nedelje niza od 12.8°C. Razvoja bolesti nema ako je temperatura u to
vreme vecéa od 15.5°C. Za ostvarenje infekcije nisu neophodne kapi kise - dovolj-
na je i visoka vlaznost.

Dakle, nasi rezultati i oni iz literature u potpunom su skladu. I jedni i drugi
ukazuju na to da je pojava bolesti povezana sa ekoloskim ¢iniocima. Prohladno i
kisovito prole¢e pocetkom vegetacije omogucava jak stepen zaraze i jaku pojavu
bolesti. I obrnuto, toplije i suvo prole¢e onemogucava razvoj parazita i ispoljava-
nje simptoma bolesti.

Imajuci ovo u vidu, jaca ili slabija pojava bolesti moze se predvideti na osno-
vu temperaturnih uslova i uslova vlaznosti, §to moze biti od prakti¢nog znacaja.
Jer, poznavanjem ovih ekoloskih Cinilaca stepen zaraze moze se prognozirati,
pojava nepovoljnih uslova za razvoj Apiognomonia veneta, ¢estog i znac¢ajnog
parazita platana u nasoj zemlji.
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THE EFFECT OF VARIOUS TEMPERATURE AND RAINFALL
INTENSITY ON PLANE TREES INFECTION BY APIOGNOMONIA
VENETA FUNGUS

ARSENIEVIC M., BALAZ JELICA, POPOVIC TATIANA
Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, Novi Sad
E-mail: marsa@neobee.net

Summary

The temperatures and rainfall intensity significant influence on the intensity
appearance of Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohn., the plane trees
pathogen.

In Spring, during 1985. the disease degree was very strong causing leaves
and shoots blight and twigs and branches dieback. Because at the end of April and
the begining of May the temperatures were relatively low followed by the cool
weather and/or high humidity (Graph. 1, Table 1).

On the contrary, during 1986., when the environmental conditions in Spring
were opposite with warm and dry weather in this period, the disease was practicaly
absent (Graph 1).

Therefore, on the basis of the temperatures and humidity degree in Spring it
could be forcast the disease appearance what is of practical importance for control
measures for recommendation or not of plane trees treatments by adequateous
fungicides.

Key words: plane trees, Platanus acerifolia, Apiognomonia veneta, infection,
temperatures, rainfall intensity.
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UTICAJ HRANLJIVE PODLOGE I TEMPERATURE
NA RAZVOJ ANAMOREFA IN-VITRO GLJIVE
APIOGNOMONIA VENETA — PATOGENA PLATANA

JeLIcA BALAZ, MoOMCILO ARSENIEVIC, TATIANA Porovic
Poljoprivredni fakultet, Departman za zastitu bilja, Novi Sad
E-mail: marsa@neobee.net

U radu su dati rezultati istrazivanja uticaja hranljivih podloga i temperatura na razvoj
in-vitro Cetiri izolata anamorfa vrste Apiognomonia veneta (Sacc. & Speg.) Hohnel, parazita
platana kod nas.

Izolati P1-61 i P1-62 brzeg su porasta od P1-57 i P1-58, Sto je u zavisnosti od podloge, dok
se na krompir glukoznoj podlozi svi izolati manje-vise sli¢no ponasaju.

Podloge od crnog luka i slada su najpovoljnije za razvoj konidiomata, a od slada za stva-
ranje konidija. Na podlogama od suvih §ljiva i kiselo sintetickoj nema fruktifikacije.

Temperature od 20° i 25°C imaju najveée dejstvo na porast kolonija. Njihov pre¢nik
iznosi 9 cm nakon 15 dana razvoja pri ovim temperaturama. Stvaranje konidiomata pri ovim
temperaturama uocava se tek posle 10 — 15 dana, $to se kasnije intenzivira kada se i konidije
uocavaju. Pri 10°C fruktifikacija proucavanih izolata je neujednacena, pri 5°C je slaba, a pri
30°C izolati ove gljive se ne razvijaju.

Stvaranje askomata teleomorfa A.veneta nije uoceno ni kod jednog izolata ni posle 38
dana gajenja na raznim podlogama i pri razli¢itim temperaturama.

Kljucne reci: Apiognomonia veneta, platan, izolati, hranljive podloge, temperatura, ana-

morf, teleomorf, plodonosna telasaca, konidije.

UVOD

Apiognomonia veneta je veoma Cest i znacajan parazit platana. Rasprostranjen
je gotovo u Citavom svetu gde se platan gaji, pa i kod nas. Zbog toga je ova gljiva
relativno dosta prouc¢avana (Cellerino et Anselmi, 1978; Rathke, 1978; Spies et al.,
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1985; Wulf et Butin, 1987; Chauvel, 1991; Aloj et al., 1993; Tello et al., 2000). I
kod nas je skrenula paznju istrazivaca zbog njene ucestalosti i destruktivnog dej-
stva koji se ispoljava na obolelom platanu (Arsenijevié i sar., 1986). Medutim, ma-
lo je podataka u dostupnoj nam literaturi $to se tie ponasanja ove parazitne gljive
gajene in-vitro, kako bi se njena priroda i na taj nacin upoznala. Ova saznanja bi
doprinela kompleksnijem poznavanju patogena i eventualno omogucila dopunsko
sagledavanje njegove pojave i rasprostranjenosti u prirodi, $to bi mozda moglo
biti od prakti¢ne koristi. To nam je bio osnovni cilj: da se gljiva 4. veneta prouci
u uslovima kori§¢enja raznih izvora ishrane i pri razli¢itim temperaturama. Rezul-
tate dobijene tokom ovih proucavanja prikazujemo u daljem tekstu.

MATERIJAL I METODE

Hranljive podloge. Pri prouc¢avanju uticaja hranljivog supstrata na porast koloni-
jaifruktifikaciju A.veneta koris¢eno je pet podloga: kiselo sinteticka, od lukovica
crnog luka, od krompira i glukoze, od ekstrakta slada i od suvih $§ljiva. Sve su
pripremane na uobicajen nacin, uz dodatak odredenih supstanci i sterilizacije u
autoklavu (Johnston et Booth, 1983; Dhingra et Sinclair, 1986). Podloge razlive-
ne u Petri kutijma su zasejavane fragmentima kolonija gljive Cetiri izolata (P1-57,
P1-58, P1-61 1 P1-62) postavljenih u centar podloge. Svaki izolat zasejavan je u po
tri Petri kutije. Tako zasejane Petri kutije postavljene su u termostat pri 25°C. Evi-
dencija nastalih promena vr$ena je posle 3, 5, 7, 10 i 14 dana (tab. 1), merenjem
pre¢nika kolonija u dva pravca poput krsta (Arsenijevi¢ i Veseli¢, 1995; Arsenije-
vi¢ isar., 1997). Intenzitet formiranja konidiomata i stvaranja konidija odredivani
su plusevima od + (slab) do ++++ (vrlo jak), nakon 26 i 38 dana razvoja kolonija
gljive (tab. 2).

Temperatura.— Uticaj temperature na porast kolonija i stvaranje konidiomata
parazita proucavan je na slican nacin primenjen i kod dejstva hranljive podloge
(Arsenijevi¢ 1 Veseli¢, 1995; Arsenijevié i sar., 1997). Koris¢ena je krompir-glu-
kozna podloga zasejana u po tri ponavljanja cesticama kolonija sva Cetiri izolata.
Zasejane Petri kutije s podlogom postavljene su u termostat i izloZzene dejstvu
temperatura od 5°, 10°, 15°, 20°, 25° 1 30°C.

I ovde je ocenjivan porast kolonija izrazen u cm (tab. 3) i stepen fruktifikaci-
je (tab. 4). Porast kolonija evidentiran je posle 3, 5, 7, 10 i 15 dana, a intenzitet
stvaranja konidiomata posle 30 dana razvoja kolonija.

U oba slucaja zasejavanje Petri kutija vrSeno je u tri ponavljanja: 1, 2, 3
(tab.4), s tim $to je pri merenju porasta kolonija u tab. 3 naveden prosek za tri po-
navljanja, a kod fruktifikacije svako ponavljanje ocenjivano je posebno (tab.4).



Uticaj hranljive podloge i temperature na razvoj Apiognomonia veneta 29

REZULTATI

Uticaj hranljive podloge na razvoj gljive. Sva cetiri nasa proucavana izolata
(P1-57, P1-58, P1-61 i P1-62) nejednako se ponasaju u pogledu izvora ishrane
(tab.1). Samo kolonije izolata P1-61 i P1-62 ispunjavaju Petri kutije posle 14 dana
razvoja na podlozi od slada. Ostala dva izolata, PI-57 i P1-58, neSto su slabijeg
razvoja. Pre¢nik njihovih kolonija posle 14 dana razvoja na podlozi od slada izno-
si 7.8 cm. Na krompir-glukoznoj podlozi, sva Cetiri izolata priblizno se isto razvi-
jaju. Na podlozi od lukovica crnog luka i kiselo-sintetickoj ponaSanje izolata je
sli¢no kao i na podlozi od slada. I ovde se izolati P1-61 i P1-62 brze razvijaju. Na
svim podlogama kolonije su belicaste.

Nejednak razvoj proucavanih izolata ispoljen je narocito na podlozi od suvih
Sljiva, na kojoj posle 14 dana razvoja kolonije prva dva izolata (P1-57 i P1-58)
dostizu svega 1.5 cm u precniku, a ostala dva (P1-61 i P1-62) znatno vise: 5.5 cm
u oba slucaja (tab.1). Ali njihove kolonije nisu kompaktne, ve¢ rastresite, toliko
belicastog i slabog razvoja da se jedva uocavaju.

Ocito je da sadrzaj podloge od suvih §ljiva ne odgovara razvoju parazita.
Na njoj se izolati P1-57 i P1-58 izrazito slabo razvijaju. Jer na zasejanim Petri
kutijama oko nanetih fragmenata razvijaju se kolonije prec¢nika 0.6-1.3 cm u
vremenu od 3-10 dana, odnosno oko 4.0 cm izolata P1-61 i P1-62, posle 10 dana
razvoja (tab. 1).

A sto se ti¢e krompir-glukozne i kiselo-sinteti¢ke podloge i njihovog uticaja
na opsti razvoj proucavanih izolata, moze se konstatovati da one manje-vise ispo-
ljavaju slican uticaj. Na njima kolonije sva cetiri izolata imaju priblizno sli¢nu
veli¢inu i izgled pri pregledu izvrSenom posle 3, 5, 7, 10 i 14 dana od zasejavanja
(tab. 1).

Na kiselosintetickoj podlozi pri pregledu posle 14 dana u okviru razvijenih
kolonija uo¢avaju se koncentri¢ni krugovi. Obod kolonija ima blago talasaste ivi-
ce. Vazdusni deo kolonije je beo i dobro razvijen, dok je supstratni ruzicasto oker,
tamniji u centru, a svetliji na periferiji kolonija.

Na podlozi od lukovica crnog luka vazdusni deo kolonije posle 14 dana ima
najbolji razvoj. Kolonije su sneznobele. Koncentri¢ni krugovi su nepravilni i sla-
bo se uocavaju, a ivice kolonija su nepravilne i reznjevite. Supstratni deo kolonija
je oker boje s mnostvom crnkastih spojenih telasaca.

Posle 14 dana razvoja kolonije na krompir-glukoznoj podlozi su krembeli-
Caste. Vazdusni deo kolonije je rastresitiji. U okviru kolonija uocavaju se jasno
izrazeni koncentri¢ni krugovi. Ivice kolonija su blago talasaste. Supstratni deo
kolonije je izrazito svetlooker boje.
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Tab. 1 — Uticaj hranljive podloge na porast kolonija u cm Cetiri izolata 4.veneta
Influence of nutrient medium on colony growth in cm
of four isolates of A.veneta

Izolati Dani Podloge — Media ®
Isolates Days * KSA CLA KDA SEA SSA

3 1.8 1,8 22 1.8 0,6

5 3.0 2.8 3.1 3.1 1,0

PI-57 7 3.9 3.6 4,1 43 1,0
10 56 5,0 5.8 6,1 1.3

14 7.1 6,0 7,0 7.8 1,5

3 1.9 1.8 1.9 1.8 0,0

5 3.0 2.8 3.1 3.0 0,6

PI-58 7 43 3.4 4,1 4,0 0,7
10 5.8 4.4 5.6 5.8 1,0

14 7.5 52 7.5 7.8 1,5

3 2.0 1.8 1.9 2.0 0.8

5 35 3.1 32 35 2,0

PI-61 7 4.8 4,0 45 4,7 2,6
10 6,9 5.8 6,2 6,9 4,0

14 8,1 7.8 8,0 9,0 55

3 1,9 2.0 2.1 1.9 1,0

5 3.3 3.1 3.4 3.5 2.1

Pl-62 7 4.6 4,0 4,5 4.8 2.8
10 7.1 5.0 6.4 7.0 4,0

14 8,5 6,8 7.9 9,0 55

a  Porast kolonija 3, 5, 7, 10 i 14 dana nakon inkubiranja u tami pri 25°C
Radial colony growth 3, 5, 7, 10, and 14 days after incubation in dark at 25°C

b KSA —kiselo-sinteticka podloga; CLA — podloga od lukovica crnog luka; KDA — krompir-glukoza podlo-
ga; SEA — podloga sa ekstraktom od slada; SSA — podloga od suvih §ljiva
KSA — sour synthetic agar; CLA — onion agar; KDA — potato dextrose agar ; SEA — malt extract agar;
SSA — prune agar

Na podlozi od slada kolonije su bele sa izrazenim koncentri¢nim krugovima
1 brojnim tackasto-crnim telaScima u vazdusnom i sporadi¢nim u supstratnom de-
lu posle 14 dana razvoja kolonija. Supstratni deo kolonija izolata P1-61 i P1-62 je
beo, a P1-57 1 P1-58 Zzuckastomrk.

Na kiselosintetickoj podlozi i podlozi od suvih §ljiva ni posle 38 dana razvo-
ja kolonija nema pojave plodonosnih telasaca ni konidija. Ali u ovom pogledu
podloge od slada i lukovica crnog luka ispoljile su najveci uticaj (tab.2). Na njima
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je formiranje plodonosnih tela narocito izrazeno i to vrlo jakog intenziteta, dok je
stepen stvaranja konidija slabiji, izuzev izolata P1-62 kod koga je stvaranje koni-
dija osrednjeg do jakog stepena (tab.2).

Tab. 2 — Uticaj hranljive podloge na stepen fruktifikacije 4. veneta
Effect of nutrient media on fructification of 4. veneta

Podloge — Media ®
Izolati Dani v

KSA CLP KDA SEA SSA
Isolates Days *

OO @am e O @ @O @
26 - - A+ - - A+ A - - -

P1-57
38 - - A A - - A - - -
26 - - A+ - - - ++/+ - - -

P1-58
38 - - A H- - - A - - -
26 - - A+ + -+ A + - -

Pl-61
38 - - A+ 4+ + 4+ + - -
PLE2 26 - - A+ + -+ +H++ - -
) 38 - - A+ 4 A A - -

a  Fruktifikacija parazita nakon 26 i 38 dana razvoja kolonija u tami pri 25°C
Fructification of the pathogen after 26 and 38 days of the colonies development in dark at 25°C

b KSA-kiselo-sinteticka podloga; CLA-podloga od crnog luka; KDA-krompir-glukoza podloga;
SEA-podloga sa ekstraktom od slada; SSA— podloga od suvih 3ljiva
KSA-sour synthetic agar; CLA-onion agar; KDA -potato dextrose agar ; SEA — malt extract agar;
SSA-prune agar

¢ Formiranje konidiomata (1) i konidija (2): — nema razvoja, + slabo, ++ osrednje,
+++ jako, ++++ vrlo jako
Formation of conidiomata (1) and conidia (2): — absent, + weak, ++ — middle,
+++ strong, ++++ abundant

Dejstvo temperature in-vitro U pogledu uticaja temperature na porast kolonija
proucavanih izolata moze se konstatovati da temperature od 20° i 25°C ispoljava-
ju najvece dejstvo. Prema tome, optimalna temperatura za porast kolonija bi se i
nalazila u navedenim granicama. Precnik kolonija posle 15 dana razvoja pri obe
ove temperature iznosi 9.0 cm (tab.3). Kolonije su belicastokrem u supstratnom
i vazdusnom delu s 5-6 koncentri¢nih krugova. [zuzev izolata P1-57 ostala tri izo-
lata formiraju mnogobrojna sitnija ili krupnija svetla do tamnomrka plodonosna
telasca u vazdusnom delu kolonija.
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Tab. 3 — Uticaj raznih temperatura na porast kolonija u cm Cetiri izolata 4.veneta
Effect of different temperatures on colony growth in cm of four
A.veneta isolates

Izolati Dani Temperatura — Temperatures (°C)
Isolates ~ Days*® 5°C 10°C  15°C  20°C  25°C  30°C

3 0,2 1,6 1,6 2,1 2,0 0,1

5 1,0 2,5 2,6 3.4 3,3 0,1

PI-57 7 1,3 3,5 3,5 4,7 45 0,1
10 1,8 4,9 4,1 6,7 6,4 0,1

15 2,9 6,7 5,7 9,0 9,0 0,1

3 0,2 1,5 1,8 0,2 2,3 0,1

5 1,0 2,5 2,8 3,5 3.4 0,1

P1-58 7 1,3 3,2 3,5 4,6 5,0 0,1
10 1,8 44 42 6,6 6,4 0,1

15 3,0 6,3 5,2 9,0 9,0 0,1

3 0,1 1,4 1,7 2,2 2,2 0,1

5 0,9 2,5 2,9 3,8 3.4 0,1

Pl-61 7 1,3 3.4 3,5 5,2 4,7 0,1
10 2,0 46 5,1 7,0 6,3 0,1

15 2.4 6.5 7,0 9,0 9,0 0,1

3 0,1 1,5 1,4 2.3 2,2 0,1

5 0,1 3,3 2,6 3,6 3,5 0,1

P1-62 7 1,3 4,0 3,2 5,0 4.6 0,1
10 1,6 5,6 472 7,0 6,8 0,1

15 2,8 7,0 4,5 9,0 9,0 0,1

a  Porast kolonija 3, 5, 7, 10 i 15 dana nakon inkubiranja u tami pri raznim temperaturama
Radial colony growth 3, 5,7, 10, and 15 days after incubation in dark at various temperatures

U pogledu formiranja plodonosnih telasaca moze se konstatovati da se ona
uocavaju tek posle 10-ak do 15 dana i to pri temperaturi od 20° i 25°C. Vreme-
nom se intenzitet njihovog formiranja pojacava, kada se uocavaju i konidije. Pri
ovim temperaturama intenzitet stvaranja plodonosnih telaSaca i konidija veoma
je jak, ocenjivan posle 30 dana razvoja kolonija (tab.4). Pri 15°C nije uo¢ena
pojava plodonosnih tela ni konidija, iako je razvoj kolonija pri ovoj temperaturi
uobicajen (tab.4).
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Tab. 4 — Uticaj temperature na formiranje konidiomata i konidija 4.veneta
Effect of temperatures on conidiomata and conidia mormation of 4.veneta

Izolat; Temperatura — Temperatures (°C)

loolates 3 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
e O @ GO o GO 9 GO 2 GO @

PI-57 + -+ - - A A A - -

P1-58 + - +- -+ - T o o U o o S o o -

Pl-61  + -+ - - - A A - -

++/
Pl-62  + - o - e -

a  Formiranje konidiomata (1) i konidija (2) pri raznim temperaturama posle 30 dana razvoja kolonija gljive:
— nema razvoja, + slabo, ++ osrednje, +++ jako, ++++ vrlo jako

Formation of conidiomata (1) and conidia (2) at various temperatures after 30 days of the fungus colonies
development: — apsent, + weak, ++ middle, +++ strong, ++++ abundant

Ovo svakako da zahteva novu proveru kako temperature, tako i stvaranja
plodonosnih tela i konidija. Pri 10°C fruktifikacija je neujednacena u odnosu na
pojedine izolate, a pri 5°C je slaba: ima plodonosnih telasaca ali nema konidija.
Odnosno pri 30°C posto nema razvoja kolonija nema ni obrazovanja plodonosnih
telasaca, pa ni konidija (tab.4).

DISKUSIJA

Podaci o razvoju 4. veneta in-vitro oskudni su prema dostupnoj nam litera-
turi ili gotovo i da ne postoje, izuzev postupka pri izolaciji parazita na hranljivoj
podlozi koris¢enjem selektivnih podloga pripremljenih upotrebom antibiotika i
niskih koncentracija fungicida (Tello i sar., 2006).

Nasa proucavanja uticaja hranljive podloge na razvoj Apiognomonia veneta
pokazala su da se in-vitro stvara samo anamorf ovog parazita platana. Prisustvo
peritecija nije uoc¢eno ni na jednoj podlozi: kiselo sintetickoj, od Iukovica crnog
luka, krompir glukoznoj, slada, kao ni na podlozi od suvih §ljiva.
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Zaporast kolonija najboljim su se pokazale podloge od slada, krompir-gluko-
zna i kiselo sinteticka. Podloga od suvih §ljiva najslabiji je izvor ishrane parazita
na kojoj su i kolonije najmanjih dimenzija (tab.1).

Od cetiri proucavana izolata sporije se razvijaju P1-57 1 P1-58 stvarajuc¢i ma-
nje kolonije na podlogama od slada i crnog luka u odnosu na izolate P1-61 i P1-62
(tab.1).

Sto se stvaranja plodonosnih struktura anamorfa ti¢e, podloge od lukovica
crnog luka i slada stimuliSu razvoj ovih telasaca, a na kiselo sintetickoj i podlozi
od suvih Sljiva ova se plodonosna telasca ne razvijaju, pa prema tome ni konidije
(tab.2).

Na podlogama od crnog luka, krompira i slada samo izolati P1-61 i P1-62
stvaraju konidije i to slabog intenziteta izuzev izolata P1-62 koji ih na podlozi od
slada formira pojacano (tab.2).

1z izlozenog proizilazi da su proucavane podloge povoljnije za porast kolo-
nija nego za fruktifikaciju uopsteno uzev. Ovo bi se verovatno moglo povezati
odsustvom supstanci koje nalazec¢i se u tkivu platana povoljnije deluju na frukti-
fikaciju anamorfa ovog parazita nego $to je to slu¢aj s raznim izvorima ishrane
in-vitro. Jer, kako se moze i pretpostaviti, tkivo platana verovatno sadrzi raznovr-
snije i bogatije supstance neophodne za razvoj gljive nego Sto su vestacki kompo-
novane podloge.

Iznenadenje donekle, medutim predstavlja uticaj temperatura na razvoj ove
gljive in-vitro. Naime, optimalna temperatura za porast kolonija i stvaranje plodo-
nosnih telasaca i konidija anamorfa je 20° 1 25°C (tab.3 i 4).

Pri 15°C utvrden je porast kolonija ali fruktifikacija izostaje, a pri 10°C raz-
vijaju se 1 kolonije 1 stvaraju konidije i to jakog intenziteta, mada je nastanak ko-
nidija u zavisnosti od izolata, jer ih PI-61 ne stvara (tab.3 i 4).

Pri 5°C slab je razvoj kolonija i plodonosnih struktura uz odsustvo konidija.

I uticaj temperature in-vitro, kao i dejstvo raznih izvora ishrane, moglo bi
se objasniti razli¢itom prirodom supstrata u odnosu na tkivo platana u kome se
parazit razvija.

Da nije ovakvog ponaSanja gljive pri 20° 1 25°C mozda bi se razvoj njenih
kolonija i fruktifikacija pri 10°C mogli pozitivno oceniti. Jer, infekcija platana
u prolece otpocinje razvojem prvih pupoljaka, kad su temperature od 9°-12°C,
Sire¢i se na mladare dok ne prede granicu od 14°-16°C. Zaraza razvijenog lis¢a
nastaje kad temperature u proseku dostignu 18°-20°C, a ponekad i tokom celog
prolec¢a kao i posle toga perioda (Cellerino i Anselmi, 1978).

Dakle, to Sto je stvaranje konidiomata i konidija pri ralativno viSoj tempe-
raturi in-vitro 1 ne bi mozda bilo toliko iznenadujuce. Jer, pitanje je jedno Sto se
ti¢e temperaturnih uslova za infekciju i razvoj micelije in-vivo, a drugo je: koja to
temperatura u prirodi omogucava fruktifikaciju parazita ?
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Na kraju, nejednako ponasanje anamorfa naSa Cetiri proucavana izolata 4.
veneta pri raznim izvorima ishrane i uticaja temperatura in-vitro (tab.1-4) moze
ukazati i na heterogenost populacije ove gljive koja u prirodi mozda postoji ?
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INFLUENCE OF NUTRIENT MEDIUM AND TEMPERATURES ON
THE ANAMORPH DEVELOPMENT /N-VITRO OF THE FUNGUS
APIOGNOMONIA VENETA, THE PLANE TREES PATHOGEN

BALAZ JELICA, ARSENIJEVIC MOMCILO, PoPovVIC TATIANA
Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, 21000 Novi Sad
E-mail: marsa@neobee.net

Summary

The effect of nutrient media and various temperatures on the Apiognomonia
veneta (Sacc. & Speg.) Hohn. development in-vitro has not been investigated in
more details, according to available literature.

Results of our investigation were shown that only anamorph of the fungus
has been developed in-vitro. The best media for colonies growth were malt agar,
potato dextrose agar and sour synthetic medium. The prune agar was unfavorable
for pathogen development.

From the four isolates investigated (PI-57, P1-58, P1-61 and PI-62), the
colonies of P1-57 and PI-58 were the smaller on malt and onion agar than P1-61
and P1-62 one (Table 1).

But onion and malt agar stimulated conidiomata production which don't
appeared on sour synthetic and dry plum agar (Table 2).

The conidia production of weak degree were only on onion, PDA and
malt agar by P1-61 and P1-62 isolates exept PI-62 one which conidia formed most
intensively (Table 2).

As it was shown nutrient media more influenced on colony growth than
conidia production (Tables 1 and 2). That can be probably explane by presence of
convenient substances in tissues of plane trees in-vivo than in artificial media for
pathogen development in-vitro.
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The optimum temperatures for colonies growth as well as for fructification
of the anamorph of the fungus studied were 20° and 25°C (Tables 3 and 4).

At 15°C colonies developed but fructification was absent while at 10°C
colonies growth and conidia formation were depending on isolates in questin
because Pl-61 one don't produce them (Tables 3 and 4).

At 5°C colonies growth and fruiting bodies formation were weak but conidia
production were absent.

This also may be explane by differences beetwen plane trees tissue and
substances content in nutrient agar.

However, this data more or less are in accordance with environmental
condition in nature because Cellerino and Anselmi (1978) emphasizes the
temperature ranges from 9°-12°C needs for first buds infections at the sprouting
in spring spreading on young shoots as long as the temperature does not excesed
14°-16°C.

The infections keep on developing on leaves until the average temperature
reaches 18°-20°C and sometimes during the whole spring or further on.

According to these authors the host susceptibility depends on the species of
sycamore are in questin, on the individual plant and physiological conditions of
the plants, on the age of leaves (5-20 days old being most susceptible) and on the
inoculum preasures of the pathogen.

Therefore, conidiomata and conidia production at relativelly higher
temperatures in-vitro it could not be so suprising. Because, the temperature
conditions for plane tissues infections and mycelium growth in the host tissue
represents one question and another is: which temperatures enables the pathogen
fructification in nature ?

At the end different behavior of our four strains of the fungus Apiognomonia
veneta investigated on nutrient media and at the various temperature conditions
indicate on heterogeneous pathogen population which in nature probably exist
(Table 1-4).

Key words: Apiognomonia veneta, plane trees, isolates, nutrient media,
temperature, anamorph, teleomorph, fruiting bodies, conidia.
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U radu su prikazani rezultati istrazivanja morfoloskih odlika devet izolata Cyfospora
rubescens Sacc., anamorfa vrste Leucostoma cincta (Fr.) Hohn. Izolati su dobiveni sa obole-
lih jednogodi$njih i dvogodisnjih grana breskve sa simptoma susenja iz voénjaka na Fruskoj
Gori. Proucavanja su obuhvatila pracenje prisustva reproduktivnih organa, morfologiju koni-
diomata na anatomskim presecima i utvrdivanje oblika i dimenzija pikniospora.

Kljucne reci: breskva, Leucostoma cinctum, anamorf, morfologija.

UvOD

Leucocytospora cincta (Fr.) Hohn (anamorf: Cytospora rubescens Sacc.;
syn. Cytospora cincta Sacc.) je Cest 1 znacajan patogen kosticavih vrsta vocaka,
prvenstveno breskve i kajsije. Na obolelim biljkama prouzrokuje rak-rane i pre-
vremeno susenje grana i grancica, a ponekad i izumiranje celih stabala.

Patogen je rasprostranjen u celom svetu. U drzavi Idaho (SAD) prouzrokuje
na brskvi rak-rane uz obilno stvaranje smole, koja naj¢esce zapusava sprovodne
sudove, §to moze dovesti do oStecenja i potpunog uvenuca grana ili celih stabala
(Banko and Helton, 1974). U Sloveniji rak stabala breskve i njihovo masovno od-
umiranje posledica su delovanja gljive Valsa cincta (Seljak, 2000). Royse i Ries
(1978a,b) opisujuci visegodisnji rak u drzavi Illinois, navode da je ovo oboljenje
prouzrokovano gljivama L. cincta i L. persoonii. Ove dve vrste predstavlaju ogra-
nicavajuc¢i faktor u proizvodnji breskve (Biggs, 1984, 1986, 1989, 1992, 1997).
Sli¢ne rezultate o patogenosti gljiva roda Cytospora, kao primarnim prouzrokova-
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¢ima suSenja grana breskve na podru¢ju Kanade, daju Buck et al. (1998). Prema
Tisserat (2003), pomenute gljive su prouzrokovaci visegodi$njeg raka, najraspro-
stranjenije i najdestruktivnije bolesti na podruc¢ju Kanzasa, koji rezultira postepe-
nim ili naglim izumiranjem grana ili celog stabla.

Gyritishvili (1982, 1983) je na podrucju SSSR-a, izuc¢avajuéi patogene prou-
zrokovace bolesti propadanja kosti¢avog voca, kao najznacajnije izdvojio gljive
roda Cytospora. Ukupno je opisao 19 vrsta ovog roda.

C.rubescens je svrstana u grupu znacajnih prouzrokovaca oboljenja breskve
kod nas (Arsenijevi¢ et al., 1973, 1975a, 1982; Arsenijevi¢ i Balaz, 1982; Balaz
et al., 1994, 2000, 2005; Popovi¢, 2004; Popovic¢ i Balaz, 2005). S obzirom da je
ova vrsta sli¢na vrsti C.leucostoma, za pravilnu identifikaciju neophodna su de-
taljnija prouc¢avanja njenih morfoloskih odlika, $to u ovom radu prikazujemo.

MATERIJAL I METODE RADA

Piknidiska stroma.

Konidioma. Morfoloske odlike piknida su ispitivane u uslovima in vitro i in vivo.
Za ova proucavanja koris¢eno je devet izolata C.rubescens dobijenih sa obolelih
grancica i grana breskve iz vo¢njaka na Fruskoj Gori oznacenih sa C-1, C-2, C-3,
C-4, C-5, C-6, C-7, C-8 i C-9. Obrazovanje piknida in vitro pra¢eno je na hran-
ljivoj podlozi od krompira (KDA). Ova ispitivanja su vrSena prema uobicajenoj
laboratorijskoj proceduri koju navodi veci broj autora (Markovi¢, 1970; Arsenije-
vi¢ etal., 1973; Jerotijevi¢, 1980; Muntanola-Cvetkovi¢, 1987 i dr.). Obrazovanje
piknida in-vivo prac¢eno je na inokulisanim reznicama (u botanic¢koj basti) i grana-
ma breskve (u polju). Mereno je po 100 piknida radi utvrdivanja njihove prosecne
veli¢ine, kao i minimalnih i maksimalnih dimenzija.

Pravljenje preseka. Anatomski preseci piknida, formiranih na granc¢icama bre-
skve vestacki inokulisanih dobivenim izolatima, pravljeni su prema metodi koju
navodi Keserovi¢ (1993) za pravljenje anatomskih preseka tkiva. Fragmenti ino-
kulisanih grancica su odrzavani u 60% alkoholu u frizideru do momenta pravlje-
nja preseka. Uzduzni i poprecni preseci su pravljeni pomocu zileta. Tanki preseci
su zatim stavljani u Petri kutije sa glacijalnom siréetnom kiselinom, prebaceni u
96% alkohol, da bi se iz tkiva istisnuo vazduh, pa u ksilol, u kojima su drzani po
5 minuta. Preseci se stavljeni na predmetno staklo na koje je prethodno nanet Ka-
nada balzam i prekriveni pokrovnom ljuspicom, ostavljeni nekoliko dana da se
osuse i posmatrani pod mikroskopom.
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Morfologija pikniospora. Oblik i dimenzije pikniospora je utvrden pomocu mi-
kroskopa prema uobicajenoj laboratorijskoj proceduri (Markovi¢, 1970; Arsenije-
vi¢ et al., 1973; Jerotijevi¢, 1980; Muntafiola-Cvetkovi¢, 1987). Morfologija spora
ispitivana je na KDA i na inokulisanim reznicama breskve. Biometriske vrednosti
pikniospora dobivene su merenjem po 100 jedinki od svakog izolata i iskazane su
sa minimalnim, prose¢nim i maksimalnim vrednostima.

Obrazovanje peritecija. Formiranje askomata praceno je kod svih izolata odga-
jenih na KDA, tokom ispitivanja odgajivackih odlika patogena, kao i na inokuli-
sanim reznicama i granama breskve.

Identifikacija patogena. Identifikacija vrste obavljena je na osnovu karakteristi-
ka anamorfa gljive na anatomskim presecima piknidija po Vajna (1981). Izolati
su poslati u Novényvédelmi Kutato Intézet, Budapest, na potvrdu identifikacije.

REZULTATI I DISKUSIJA

Konidioma. Formiranje piknida na KDA pocinje 15-20 dana po zasejavanju, a
ponekad i kasnije (> 30 dana). Piknidi su sferi¢ni, tamne boje, precnika 0,2-2 mm.
Intenzitet obrazovanja piknida je neujednacen, od sporadicnog do jaceg ili vrlo
intenzivnog formiranja. Slicne rezultate navode Arsenijevi¢ et al. (1973) koji su
ustanovili da se tamni, relativno krupni piknidi obrazuju na KDA u manjem ili ve-
¢em intenzitetu tokom 10-15 dana, ali ponekad i znatno duze.

Na inokulisanim reznicama ili granama breskve piknidi se formiraju subkor-
tikularno (ispod kore) nakon dva meseca. Prema literaturnim podacima, obrazova-
nje piknida na inokulisanim grana je posle 4-6 nedelja (Lukezic et al., 1965), odno-
sno 2-5 meseca (Rozsnyay et Klement, 1973; Rozsnyay, 1977), §to je u skladu sa
nasim rezultatima. Takode, rezultati vise autora (Lukezic et al., 1965; Rozsnyay
et Klement, 1973; Arsenijevic et al., 1973, 1975a, 1982; Rozsnyay, 1977; Arseni-
jevic¢ i Balaz, 1982; Biggs, 1997; Tisserat, 2003) pokazuju da se piknidi obrazuju
samo ispod kore obolelih grana ili stabla. Piknidska stroma gljive C. rubescens
se formira u rak-ranama i na mrtvim granama i granc¢icama iznad zone rak-rana
2-3 nedelje ili do 6 meseci nakon izumiranja kore (Biggs, 1997), dok se prema
Luepschen et Rohrbach (1969) piknidi se u prirodi obicno mogu naéi tokom cele
godine u zoni rak-rana na povrsini grana ili stabala breskve.

Piknidi obrazovani na obolelim granama tokom ovih ispitivanja su sfericni,
crne i neujednacenog intenziteta formiranja (sl.1). Precnik piknida je 0,5 — 2 mm,
Sto se uglavnom slaze sa literaturnim podacima: 1,5 — 2,5 mm (Vajna, 1981), 0,5-
3 x 0,6-2 mm (Gvritishvili, 1982) 1 0,5 do 2 mm (Hayova et Minter, 1998).
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SI. 1 — Cytospora rubescens: (a) piknidi obrazovani na kori obolele grane breskve

(Orig.), (b) vertikalni presek zatvorenog i (¢) otvorenog piknida (foto Balaz), (d-
e) vertikalni i (f) horizontalni presek piknida okruzenih tankim konceptakulumom
savise delimi¢no odvojenih Supljina, jedanim izlaznim kanalom i jednom ostiolom
(Orig.), (g) oslobadanje pikniospora u vidu niti iz piknida na oboleloj grani breskve
(foto Balaz) i (h) jednocelijske, blago povijene i hijalinske pikniospore (Orig.).
Cytospora rubescens: (a) pycnidia formed on diseased bark of peach twig
(Orig.), (b) vertical sections of closed and (¢) open pycnidium (photo Balaz),
(d-e) vertical and (f) horizontal sections of pycnidia consisted of partly separate
chambers which are surrounded by thin conceptacle and are with a single cavity
and one ostiola (Orig.), (g) tendrils-like discharging of pycnidiospores from
pycnidia on diseased peach twig (photo Balaz), and (h) unicelular, slighty curved
and hyaline pycnidiospores (Orig).
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Na presecima piknidijalnine strome uocava se veci broj odvojenih ili deli-
micno odvojenih komora povezanih zajednickim izlaznim otvorom i jednom
ostiolom za oslobadanje pikniospore (sl.1)., §to je tipicno za vrstu C. rubescens
(Hayova et Minter, 1998). Prema Gvritishvili (1982) konceptakulum je kod vrste
C. rubescens debljine do 150 im ili ponekad i odsustvuje, dok je kod sli¢ne vrste
C. leucostoma debljine 50-200 im i tamno-mrke do crne boje.

Piknidiospore. Oslobadanje pikniospora iz piknida je u vidu tankih niti, oranz do
crvene boje (sl.7) na inokulisanim reznicama i granama breskve, ali je oslobada-
nje u vidu kapi ili konc¢i¢a retko na KDA. Ovakav nacin izlu¢ivanja pikniospora
je karakteristika vrste (Vajna, 1981; Arsenijevi¢ i Balaz, 1982; Gvritishvili, 1982;
Biggs, 1997; Hayova et Minter, 1998). Prema navodima Rozsnyay (1977), crvena
masa pikniospora se oslobada i Siri preko povrsine u vidu kapi ukoliko je vreme
vlazno, dok je po suvom vremenu izbacivanje spora u vidu niti.

Proces praznjenja piknida odvijao se po hladnom i vlaznom vremenu tokom
nasih ogleda. Izbacene pikniospore se cesto mogu videti posle kiSe (Rozsnyay,
1977; Arsenijevi¢ i Balaz, 1982; Biggs, 1997; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001; Tis-
serat, 2003). S druge strane, Luepschen et Rohrbach (1969) navode da se oslo-
badanje pikniospora najvise odvija tokom leta, Sto nije u saglasnosti sa nasim
zapaZanjima.

Formiranje pikniospore je uglavnom tokom proleca i jeseni, a rede zimi (Iva-
novi¢ i Ivanovi¢, 2001), mada pikniospore kao osnovni izvor zaraze mogu biti
prisutne u vo¢njaku prakti¢no tokom cele godine (Rozsnyay, 1977; Arsenijevic i
Balaz, 1982).

Pikniospore su jednoceli¢ne, blago povijene, tankih zidova, hijalinske (sl.1),
Sto odgovara opisima drugih autora (Hayova et Minter, 1998; Gvritishvili, 1982;
Biggs, 1997). Dimenzije pikniospora iz piknida obrazovanih na inokulisanim re-
znicama su 5,0 — (6,5) — 8,5 x 1,5 —(1,5) — 2,5 um. Ove vrednosti su u granicama
citiranih veli¢ina piknidiospora: u kulturi 5,0 — (5,5)- 7,5 x 1,2— (1,4) — 1,7 um,
odnosno 5,0 — (6,9) — 8,7 x 1,2 — (1,5) — 1,7 wm na obolelom tkivu (Arsenijevic,
1973), 4-6,5 x 1-1,5 um (Vajna, 1981), 5-13 x 1,5-3 um (Gvritishvili, 1982), 5-10
x 1-2 im (Biggs, 1997) i 5-8 (-13) x 1-3 um (Hayova et Minter, 1998).

Obrazovanje peritecija. VisegodiSnjim ispitivanjima (1997.-2002.) obolelih
grana breskve nije konstatovano formiranje savrSenog stadijuma gljive. Takode,
peritecijske stromate nisu obrazovane in-vitro na podlozi. Za obrazovanje perite-
cija potreban je dug period, Cesto 2-3 godine posle formiranja piknidske strome
(Biggs, 1997). Izgleda da telemorf nema veci znacaj u biologiji patogena, s obzi-
rom da njegovo odsustvo u ciklusu razvoja gljive navode i drugi istrazivaci (Kable
etal., 1967; Rozsnyay et al., 1972, loc. cit. Rozsnyay, 1977; Rozsnyay et Klement,
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Sl. 2 — Cytospora rubescens: (a) oranz masa izbaéenih pikniospora, (b) na eksostromama
koje izranjaju iz granCice se vidi samo jedan izlazni otvor, (c¢) alantoidne
piknospore, (d) horizontalni presek, povrSinska slika, stromati¢ne plodonosne
tvorevine okruzene crnim konceptakulum, e) vertikalni presek, povrsinska slika,
ispod strome se vidi konceptakulum, (f) horizontalni presek dela pinidije na kome
se uocava deo konceptakuluma; (g) horizontalni presek piknida sa delimi¢no
odvojenim komorama koje imaju jedan zajednicki otvor, (h)vertikalni presek na
kome se vide komore sa jednim zajedni¢kim otvorom, i (i) deo zida stromati¢ne
konidiome sa konidioforama i fialidiénim konidiogenim ¢éelijama (foto Vajna).

Cytospora rubescens: (a) — orange mass of dicharged pycnidiospores; (b) only
one cavity exostroma lifting the twig periderm, (¢) allantoid pycnidiospores, (d)
horizontal section, overhead picture, of anamorphic stromata which is encircle
with black conceptacle, (e) vertical section of pycnidium, overhead picture,
with conceptacle underneath of the stromata, (f) part of conidioma with black
conceptacle seen on horisontal section, (g) horizontal section of conidioma
with partly separate chambers which have one cumulative cavity, (h) locules
with a single central cavity, and (i) part of wall of anamorphic stromata with
conidiophores and phialidic conidiogenous cells (photo Vajna).
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1973). Prisustvo savrSenog stadijuma gljive na izumrlom tkivu breskve konstato-
vali su Arsenijevi¢ i sar. (1973) u klimatskim uslovima Srbije.

Identifikacija ispitivanih izolata je potvrdena u Madarskoj od strane Vajna
Laszlo (Novényvédelmi Kutatd Intézet, Budapest) na osnovu osobina (sl.2) koje
razdvaju C. rubescens od sli¢ne vrste C. leucostoma: delimi¢no odvojene komo-
re sa jednim izlaznim otvorom na konidiomati, tanki crni konceptakulum ispod
piknida, masa pikniospora oranz boje, fialidi¢ne konidiogene ¢elije i alantoidne
pikniospore.
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ANATOMICAL AND HYSTOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
CYTOSPORA RUBESCENS AS PEACH PATHOGEN

TatiaNa Porovi¢, JELICA BALAZ
Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, Novi Sad
E-mail: popovict@eunet.yu

Summary

Morphological characteristics of nine Cyfospora rubescens (teleomorph
Leucostoma cinctum) isolates obtained on PDA from infected peach branches at
the Fruska Gora Mountain region were studied in vitro and in vivo.

Pycnidia formation on PDA were 15-20 days after isolation, but sometimes
after more than 30 days, and two months after inoculation on twigs and branches.
Pycnidia are rounded, dark, 0.2-2 mm in diameter. The pycnidia formation varied
from sporadic to abundant. The pycnidiospores are extruded in a form of orange to
red droplets globules. They are one-celled, smooth, slightly curved with rounded
ends, hyaline, 5,0 — (6,6) — 8,5 x 1,5 — (1,7) — 2,5 im in size.

There are many locules variable in size and shape seen on vertical and
horizontal sections of pycnidia. Individual locules are fusioned into a single central
cavity and one ostiolum. Horizontal cuts of pycnidia also show that pycnidium is
encircle with black line — conceptacle.

In our investigations, teleomorph of this fungi was not found.

Key words: peach, Cytospora cincta, pycnidia, pycnidiospores, perithecia.
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ODGAJIVACKE ODLIKE IZOLATA LEUCOSTOMA CINCTA
DOBIJENIH IZ OBOLELIH GRANA BRESKVE
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Devet izolata Leucostoma cincta (Fr.) Hohn. (anamorf Cytospora rubescens Sacc.) do-
biveno je sa obolelih grana breskve sa simptomima suSenja na Fruskoj Gori. Prou¢avano je
njihovo razvice na raznim podlogama, pH vrednostima podloge i pri raznim temperaturama.

Podloga od ekstrakta slada je najpovoljnija za porast patogena. Kisela sinteticka i Ca-
pek-ova podloga pokazale su se kao manje pogodne za razvoj ove gljive. [zolati su fruktificira-
li samo na podlozi od krompira. Optimalna pH vrednost podloge za razvoj je u granicama od
5,5 do 7,0. Pri pH 3,5 i 8,5 nije bilo razvoja vecine izolata. Optimalna temperatura za razvoj
izolata je 20°C, minimalna 5°C i maksimalna 30°C.

Kljucne reci: breskva, Cytospora rubescens, razvice, hranljive podloge, pH vrednost,
temperatura

UvVOD

Tokom poslednjih tridesetak godina u plantaznim zasadima breskve u Frus-
koj Gori zapazana je sve ¢eS¢a i intenzivnija pojava prevremenog susenja grana
i izumiranja celih stabala prouzrokovana gljivom Leucocytospora cincta (Sacc.)
Hohn. (anamorf Cytospora rubescens Sacc. Syn. C. cincta Sacc.). Bolest je vrlo
destruktivna, narocito u starijim zasadima (Arsenijevi¢ i sar., 1973, 1975; 1982;
Arsenijevi¢ i Balaz, 1982; Balaz i sar., 1994, 2000, 2005; Popovi¢, 2004; Popovi¢
1 Balaz, 2005)..

Pocetni simptomi se manifestuju pojavom elipti¢nih pega mrke do mrko-lju-
bicaste boje pri osnovi pupoljaka na mladarima breskve. Pupoljci u okviru pega
nekrotiraju i suse se. Pege se vremenom uvecavaju, dobijajuci elipti¢ni oblik. Ko-
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ra u okviru ovih pega se nabira u vidu koncentri¢nih krugova, a zatim puca, pri
¢emu se obrazuju rak-rane uz prisustvo smole. Izduzene, elipti¢ne pege se obi¢no
formiraju oko veceg broja pupoljaka, tako da usled njihovog Sirenja i spajanja do-
lazi do suSenja celog mladara. Posle 4-6 nedelja, tkivo kore oko mesta infekcije
pocinje da izbeljava uz obrazovanje okruglastih, crnih piknida iz kojih se osloba-
da koncast, crvenkasto-narandzast matriks sa blago povijenim, jednocelijskim,
hijalinskim pikniosporama. Kada nekroza prstenasto zahvati grane, vr$ni delovi
izbeljavaju i suse se usled sprecavanja protoka hranljivih materija.

Iz obolelih grana i grancica breskve koje su ispoljavale gore navedene simp-
tome, vrSene su izolacije i dobijeni brojni izolati gljive C. rubescens. U cilju
identifikacije proucen je razvoj patogena na hranljivim podlogama, pri raznim pH
vrednostima sredine 1 temperature.

MATERIJAL I METODE

Izolati gljive. Brojni izolati C. rubescens su dobiveni sa obolelih grana i granci-
ca breskve. Za prucavanje fiziologije patogena odabrano je devet izolata, koji su
oznaceni sa C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8 i C-9. Fragmenti micelije sa
podlogom (5 x 5 mm) sa kultura starosti oko 20 dana zasejani su u centar Petri
kutija sa razlivenom podlogom. Razvoj izolata je pracen svaka 3-4 dana, a konac-
na ocena morfologije kolonija i fruktifikacije je obavljena je nakon Cetiri nedelje.
Rrazvoj patogena na raznim temperaturama, podlogama i pH vrenostima podloge
obavljeno je po metodama koje navode veci broj autora (Markovi¢, 1970; Arse-
nijevi¢ i sar., 1973; Perisi¢ i sar., 1976; Arsenijevi¢ i Veseli¢, 1997 Lal i Pathak,
1970; Bori¢, 1985, Bertrand et English, 1976; Kamiri et Laemmlen, 1981;). Svi
ogledu postaljeni su u tri ponavljanja.

Hranljive podloge. Porast i fruktifikaciju C. rubescens praceni su na podlozi od
krompira, crnog luka, pasulja, ovsa, ekstrakta slada, kiseloj sintetickoj i Czapek-
ovoj podlozi.

pH podloge. Krompir dekstrozna podloga podesena je na pH 3.5, 5.5, 7.0, 8.0 1
8.5 pomocu 10% rastvora HC ili NaOH. Dobivene vrednosti pH podloge provera-
vane su pomoc¢u lakmus papira (Whatman, Germany).

Temperatura. Ispitivanje uticaja temperature na porast kolonija C. rubescens
obavljeno na podlozi od krompira pri temperaturama 5°-30°C, sa intervalima od
5°C, tokom 30 dana.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Uticaj hranljive podloge. Hranljive podloge imaju vrlo bitan uticaj na razvoj
i izgled kolonija izolata gljive C. rubescens (Sl. 1, Graf.1). Podloga od slada je
najpovoljnija za porast kolonija svih ispitivanih izolata, osim izolata C-5 koji pod-
jednako dobro uspeva i na podlozi od krompira. Na ovoj podlozi kolonije izolata
su dostigle maksimalni porast ve¢ nakon 10 dana. Vazdusna micelija je srednje
bujna, bledo siva, zonirana, substratna tamnija (S1. 1). Obrazovanje belicastih hr-
pica micelije, $to uglavnom prethodi obrazovanju piknidija, uoc¢avaju se nakon
30 dana.

SI. 1 — Kolonije izolata C. rubescens gajene 21 dan na podlozi od ekstrakta slada (A),
pasulja (B), ovsa (C), krompira (D), crnog luka (E) i na kiselo — sinteti¢koj
podlozi (F).

Colonies of C. rubescens isolates grown for 21 days on malt agar (A), bean
agar (B), oat meal agar (C), potato dextrose agar (D), onion agar (E), and sour
synthetic agar (F).

Podloge od pasulja, brasna ovsa i krompira su se pokazale kao ponovlje za
razvoj patogena. Na podlozi od pasulja dobro su se razvijali izolati C-1, C-3, C-
4, C-5, C-6, C-7, C-8 1 C-9. Ovi izolati su dostigli maksimalan pre¢nik 17 dana
nakon zasejavanja. Slabiji porast je imao samo izolat C-2 (oko 7,5 cm). Na ovoj
podlozi izolati obrazuju srednje bujnu, beliasto-sivkastu vazdusnu miceliju sa ja-
sno izrazenim koncentri¢nim krugovima i supstratnu koja je tamnija. Na povrsini
micelije nije zapazeno obrazovanje piknida.
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Graf. 1 — Porast kolonija (mm) izolata C. rubescens (a) C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d) C-
4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8 i (i) C-9 na raznim podlogama (KSA
— kiselo-sinteti¢ka podloga, CLA — podloga od od crnog luka, PA — podloga
od pasulja sa agarom, CA — Capekova podloga, SEA-podloga od ekstrakta
slada, OA — podloga od brasna ovsa i KDA— krompir dekstrozna podloga).

Colony growth (mm) of C. rubescens isolates (a) C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d)
C-4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8 and (i) C-9 on different media (KSA
— sour synthetic agar, CLA — onion agar, PA — bean agar, CA — Czapek’s
agar, SEA— malt extract agar, BOA — oat meal agar and KDA— potato
dextrose aga).
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Kolonije svih izolata dostigle su maksimalan porast na podlozi od ovsa tek
posle 21 dana. Micelija je dobro razvijena, obrazuje nekoliko koncentri¢nih kru-
gova. Supstratna micelija je mrka, dok je vazdusna kompaktna sa gusto obrazova-
nim belic¢astim hrpicama (izolati C-1, C-2, C-4, C-6, C-7, C-8 i C-9). Obrazova-
nje zacetaka konidiomata je slabijeg intenziteta kod izolata C-3 i C-5.

Podloga od krompira predstavlja povoljnu sredinu za razvoj izolata C-1,
C-3, C-4 1 C-5, koji su maksimalan porast kolonije dostigli posle 21 dana. Nes-
to slabiji porast na ovoj podlozi registrovan je kod ostalih izolata (oko 7 cm).
Vazdus$na micelija vecine izolata (C-1, C-2, C-6, C-7, C-8 i C-9) je kompaktna,
zuckasto maslinasta, zonirana, sa nekoliko koncentri¢nih krugova, sa talasastim
ili nepravilnim, reznjevitim ivicama. Supstratna micelija je mrka. Kolonije izola-
ta C-3, C-4 i C-5 su sa srednje bujunom, zrakastom, izraZzeno zoniranom, bledo
sivom vazdusnom i tamnom supstratnom micelijom. Ivice kolonija su talasaste
do blago reznjevite. Svi izolati su fruktificirali na ovoj podlozi, ali je intenzitet
obrazovanja piknidija bio neujednacen.

Izolati C-1, C-3, C-4 i C-5 su dostigli maksimalni porast na podlozi od crnog
luka za 17-20 dana. Ostali izolati su u ovom periodu obrazovali kolonije precnika
oko 5 cm. Izgled kolonija je veoma sli¢an kolonijama na podlozi od krompira, ali
bez fruktifikacije.

Kiselo-sinteticka podloga je nepovoljna za razvoj patogena. Porast koloni-
ja ostvaren je samo u toku prve dve nedelje po zasejavanju, pri ¢emu je precnik
dostigao 5-6 cm (kod izolata C-1 1 C-2), oko 4 cm (kod izolata C-3, C-41 C-5) i
oko 2,5 cm (kod izolata C-6, C-7, C-8 i C-9). Vazdusna micelija je kompaktna,
zuCkasto maslinasta do tamnosiva, dok je supstratna micelija mrka. Kolonije
izolata su na ovoj podlozi imale neuobicajen izgled, od nepravilno okruglastog
sa koncentricnim krugovima (izolati C-1, C-5, C-6, C-7, C-8 i C-9) do razgra-
nato-reznjevitog (izolati C-2, C-3 i C-4). Piknidije se nisu obraozovale na ovoj
podlozi.

Podloga Czapek je izrazito nepovoljna za razvoj izolata C. rubescens. Prec-
nik kolonija izolata C-4 i C-8 bio je oko 4,5 cm, a pre¢nik ostalih svega oko 1-2
cm. Vazdu$na micelija je slabo razvijena, beliasto-sivkasta, sa manje ili vise
izrazenim koncentricnim krugovima. Supstratna micelija je tamnija. Piknidi se
nisu obrazovali.

Arsenijevi¢ i sar. (1973) su izdvojili podloge od slada i krompira kao najpo-
voljnije za razvoj C. rubescens, dok su se podloge od ovsenog brasna i Czapek-
ova podloga pokazale kao nepovoljne. Ovi podaci uglavnom se slazu sa nasim
rezultatima, mada je podloga od ovsa pogodna za porast, ali ne i za fruktifikaciju
nasih izolata. Prema Dhanvantari (1968) najbolja podloga za fruktifikaciju gljive
C. rubescens je smeSa je¢ma, meda i peptona na kojoj stvara proredenu miceliju,
ali bogato obrazuje piknide na sobnoj temperaturi za 2-3 nedelje.
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Uticaj pH sredine. [zrazito kisela sredina (pH 3,5) ne odgovara razvoju pategena,
jer nije utvrden porast kolonija izolata ni posle Cetiri nedeleje od zasejavanja. Ta-
kode je nepovoljna blago alkalna sredina (pH 8,5) u kojoj (pH 8.5) su samo izolati
C-2 i C-8 pokazali vrlo slab porast (oko 1 cm) nakon 24 dana. Kolonije ostalih
izolata nisu se razvijale ni posle 30 dana. Razvoj izolata patogena bio je sli¢an 1 pri
pH 8,0. Pre¢nik izolata je 3.5-4 cm (izolat C-2), odnosno 1-2 ¢cm (izolati C-3, C-7,
C-81C-9). Samo su kolonije izolata C-4 dostigle pre¢nik od oko 8 cm. Kod ostalih
izolata kolonije se nisu razvijale na ovoj pH vrednosti podloge (SI. 2, Graf. 2)

Optimalan razvoj izolata C.rubescens je u pri pH vrednosti sredine od 5,5
do 7,0. Maksimalni porast kolonija izolata C-1, C-3, C-4, C-6 i C-8 ostvaren je
pri pH 5,5 .Izolat C4 je ispunio micelijom celu povrSinu Petri kutije nakon dve
nedelje, dok su ostali izolati dostigli pre¢nik od 5 cm (C-6 1 C-8) do 8 cm (C-1 i
C-3) 24 dana po zasejavanju. Neutralna sredina najpovoljnija je za razvoj izolata
izolata C-2, C-5, C-7 i C-9. Maksimalan porast izolata C-5 je ostvaren nakon 18
dana, a porast kod izolata C-2, C-7 i C-9 posle 24 dana.

Najpovoljnija sredina za razvoj nasih izolata C.rubescens je slabo kisela do
neutrlana. Ovi rezultati su u skladu sa navodima Muntafiola-Cvetkovi¢ (1987) po
kojima ve¢ini gljiva odgovara niza pH vrednost (pH 5,5 — 6,5), mada mnoge vrste
gljiva toleriSu Sirok spektar pH 2,0-9,0.

Uticaj temperature. Maksimalni porast kolonija izolata C. rubescens je pri 20°C,
sem kod izolata C-1, kod koga se optimum nalazi u rasponu 15-20°C. Minimalna
i maksimalna temperatura za razvoj kolonija svih izolata je 5°C, odnosno 30°C
(SL. 3, Graf. 3).

Razvoj kolonija svih izolata je slab (1-2 cm) pri temperaturi od 5°C nakon
21 dana po zasejavanju.

Temperatura 10°C je bila pogodna za razvoj izolata C-1, C-4, C-5, C-6, C-
7, C-8 i C-9. Maksimalan precnik kod ovih izolata je postignut 24 dana nakon
zasejavanja. Precnik kolonije izolata C-2 je bio oko 4 cm, dok je izolat C-3 imao
najslabiji porast i obrazovao je precnik kolonije samo oko 2,5 cm.

Na temperaturi 15°C najveci porast kolonije (9 cm) je bio kod izolata C-6 i
C-7 i to 21-og dana po zasejavanju. Posle 25 dana od zasejavanja i izolati C-4,
C-51 C-9 su dostigli maksimalan prec¢nik kolonija, a kod izolata C-1, C-2, C-3 i
C-8 precnik je bio oko 8 cm.

Na temperaturi od 20°C maksimalan precnik kod izolata C-4 je postignut
posle 11 dana, a kod izolata C-5, C-6, C-8 i C-9 posle 14 dana. Kod izolata C-1 1
C-7 maksimalan porast je postignut posle 18 dana, a kod izolata C-2 i C-3 nakon
21 dan po zasejavanju.

Temperatura 25°C je posebno pogodovala razvoju izolata C-4 koji je nakon
25 dana dostigao maksimalan precnik. Kod ostalih izolata pri ovoj temperaturi
veli¢ina precnika se kretala od 5 do 7 cm.
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SL 2 — Kolonije izolata C. rubescens gajene 21 dan na krompir dekstroznoj podlozi pri
(A) pH 5.5, (B) pH 7.0 i (C) pH 8.0 (gornji red: C-2, C-3, C-4 i C-6; donji red:
C-7,C-81i C-9).

Colonies of C. rubescens isolates grown on PDA for 21 days at (A) pH 5.5,
(B) pH 7.0, and (C) pH 8.0 (upper row: C-2, C-3, C-4, and C-6; down row: C-7,
C-8,and i C-9).
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Graf. 2 — Uticaj pH podloge (KDA) na porast kolonija (mm) izolata C. rubescens (a)
C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d) C-4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8 i (i) C-9

Effect of medium pH (PDA) on colony growth (mm) of C. rubescens

isolates (a) C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d) C-4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8
and (i) C-9.
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SI. 3 — Kolonije izolata C. rubescens gajene 21 dan na krompir dekstroznoj
podlozi pri temperaturi (A) 10°C, (B) 15 °C, (C) 20°C i (D) 25°C
(prvi red: C-1, C-2 i C-3; drugi red: C-4. C-5 i C-6; treée red: C-7,
C-8iC-9).
Colonies of C. rubescens isolates grown on PDA for 21 days at
temeperature (A) 10°C, (B) 15 °C, (C) 20°C i (D) 25°C (first row:
C-1, C-2 and C-3; second row: C-4. C-5 and C-6; third row: C-7, C-8
and C-9).



60

Tatjana Popovi¢, Jelica Balaz

Porast - Growth (mm) Porast - Growth (mm)

Porast - Growth (mm)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

vy

5

10 15 20 25 30

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30

2 A

5

10 15 20 25 30

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30

YAVL

5

10 15 20 25 30

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30

Temperatura - Temperatures (C)

Dani - Days

—— 4 —®—7 —©°— 14 —4&— 2]



Odgajivacke odlike izolata Leucostoma cincta

61

Graf. 3 — Uticaj raznih temperatura na porast kolonija (mm) izolata C. rubescens (a)
C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d) C-4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8 i (i) C-9

Effect of different temperatures on colony growth (mm) of C. rubescens

isolates (a) C-1, (b) C-2, (¢) C-3, (d) C-4, (e) C-5, (f) C-6, (g) C-7, (h) C-8
and (i) C-9.
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Pri temperaturi od 30°C vecina izolata ili uopste nije obrazovala kolonije, ili
su kolonije bile vrlo sitne, pre¢nika do 1 cm. Jedino su izolati C-2 i C-5 formirali
kolonije precnika 2 cm, odnosno 5 cm. Razvoj kolonija na ovoj temperaturi kod
gotovo svih izolata je zaustavljen nakon tri nedelje, a kod izolata C-5 je trajao
oko mesec dana.

Dobijeni rezultati se uglavnom slazu sa podacima Biggs (1997) koji je uta-
novio da se Leucostoma cincta razvija i sporuliSe pri temperaturama od 4-30°C,
sa optimumom od 18-20°C. Sli¢ne rezultate navode Smith et al. (1986), isticuéi
da je optimalna temperatura za sporulaciju ove gljive u intervalu od 10 do 15°C
pri relativnoj vlaznosti 90-100%. Podaci o kardinalnim temperaturama za razvoj
patogena imaju veliki znacaj za poznavanje njegove epidemiologije, jer se tako
moze utvrditi poCetak razvoja gljive, period njihove intenzivne reprodukcije i
sirenja, dok maksimalne temperature, koje bi zaustavile dalju evoluciju parazita,
retko dolaze do izrazaja u naSim klimatskim uslovima. Minimalne temperature
su razlicite kod pojedinih patogena i kre¢u se uglavnom u granicama 0.5-16°C;
optimalne u intervalu 8-30°C, dok su kod najveceg broja parazitnih gljiva maksi-
malne temperature preko 30°C (Josifovié, 1964; Babovi¢, 2003). Prema Ivanovi¢
i Ivanovi¢ (2001) vecina fitopatogenih gljiva razvija se u temperaturnom interva-
lu od 0 do 30°C, sa optimumom izmedu 20-30°C.
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CULTURAL CHARACTERISTICS OF LEUCOSTOMA CINCTA
ISOLATES OBTAINED FROM DISEASED PEACH BRANCHES
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Summary

Effects of different nutrient media, pH values and temperatures upon colony
growth and fructification of nine Cyfospora rubescens strains obtained from
diseased peach branches were studied.

Malt agar was the best medium for growth all isolates. Oat meal, bean, potato
dextrose and onion agar were less sutible, and sour synthetic and Czapek's agar
were unfavourable for pathogen development. Colonies of all isolates fructificated
only on potato dextrose agar.

Optimal pH values for colony development were 5.5-7.0. At pH 8.0 isolates
realized slightly growth. There were no mycelium formation by most isolates at
pH 3.5 and 8.5.

The optimum temperatures for colonies growth was 20°C, except for isolate
C-1 (15-20°C). The appropriate temperatures were 10°, 15C and 25°C. Colonies
growth was slihtly or absent at 5° and 30°C.

Key words: peach, Cytospora cincta, nutrient media, pH value, temperature
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(Accepted: 08.08.2007.)
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UTICAJ NACINA ZASTITE SEMENA OZIME PSENICE PROTIV
TILETIA TRITICI NA KOMPONENTE PRINOSA

RADE ProTIC, SNEZANA RAJKOVIC, MIRA STAROVIC,
DoBrivos PoSTIC, SVETLANA ZIVKOVIC
Institut za zastitu bilja i zivotnu sredinu, Beograd

Istrazivanja su izvedena u poljskim uslovima, sa tri sorte ozime pSenice i se-
dam nacina zastite semena. Utvrdjeno je da je nacin zastite semena faktor koji znat-
no utice na ispitivana svojstva. U okviru istog nacina zastite nema razlika u broju
biljaka i klasnova po m?, u koeficijentu produktivnog bokorenja i prinosu zrna. Broj
biljaka po m? kretao se od 484 kod sorte PKB-Christna do 520 kod sorte Vizija, broj
klasova po m? od 721 kod sorte PKB-Chistina do 732 kod sorte Pobeda, koeficijenat
produktivnog bokorenja od 1.43 kod sorte Vizija do 1.49 kod sorte Pobeda, a prinos
zrna od 7.03 t/ha kod sorte Vizija do 7.69 t/ha kod sorte Pobeda. U odnosu na nacin
zastite broj biljaka po m?kretao se od 487 kod tretmana Tilletia tritici + divikonazol,
do 517 kod elektronskog nacina zastite, broj klasova od 711 kod kontrole do 746 kod
tretmana sa Tilletia tritici, koeficijenat produktivnog bokorenja od 1.44 kod kontrole
do 1.50 kod tretmana Tilletia tritici + divikonazola, a prinos zrna od 7.19 t/ha kod
kontrole do 7.56 t/ha kod zastite sa difenokonazolom.

Kljucne reci: pSenica, sorta, seme, fungicid, komponente prinosa, prinos zrna.

UvVOD

Intenzivna proizvodnja pSenice (uvodjenje novih sorti vece gustine i prime-
na mineralne ishrane) u cilju postizanja visih prinosa zrna, dovodi do poveéanja
znacaja bolesti, naroc¢ito mikoznih, a samim tim i do potrebe suzbijanja njihovih
prouzrokovaca. Pojava Sirokog spektra bolesti direktna je posledica primene teh-
nologije visokih prinosa zrna pSenice, jer tada bolesti postaju ogranicavajuci fak-
tor proizvodnje u neadekvatnoj zastiti.
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Jedini nacin obezbedenja visokog nivoa proizvodnje je adektvatna zastita se-
mena. U nasoj zemlji se na oko 50% povrSina pod strnim Zitima seje nezasti¢eno
seme. Ovaj procenat treba da bude znatno nizi, na ¢emu treba intenzivno raditi da
bi se dostigao nivo razvijenih zemalja, na primer Danske, u kojo je priblizno 85%
od ukupno posejanih ozimih zitarica i 90% od ukupno posejanih jarih Zitarica po-
sejano zasSticenim i certifikovanim semenom (Nielsen, et al., 1998).

Neadekvatna zastita semena od prouzrokovaca bolesti, ili njen izostanak,
mogle bi izazvati velike probleme koje nastaju u slucaju zaraze sa Tilletia caries,
Drechslera graminea, Ustilago nuda i Urocystis occulta.

Selekcionisane sorte na povec¢anu otpornost prema bolestima, mogle bi da se
daje bez hemijske zastite semena, ali za sada, samo uz ustupke na racun prinosa
i kvaliteta zrna.

U razvijenim zemljama Evrope smatra se da je certifikovano seme jarih i
ozimih zitarica i veliki procenat odlozenog semena iz proizvodnje (85 — 90%)
tretirano fungicidima (Nielsen i Scheel, 1997).

Tilletia caries na pSenici je izuzetno znacCajan patogen, jer njeno prisustvo
iskljucuje upotrebu tog semena u ishrani. Glavnica je nekada bila najznacajnija
bolest psenice u nasoj zemlji, danas se sasvim uspes$no suzbija upotrebom hemij-
skih sredstava (Ivanovi¢, 1992). Ovaj patogen je Cest u Danskoj od 1989 godi-
ne uglavnom na povr$inama gde seme nije bilo tretirano (Nielsen et Jorgensen,
1994).

Kod psenice 15 specifi¢nih gena definiSu odvojenu otpornost (Bt) na obi¢nu
prugavost (Tilletia caries) (Gaudet et al., 1993).

Mnogi varijeteti ozimih i jarih pSenica su testirani i rezultati su pokazali raz-
licita variranja u otpornosti. Izvestan broj varijeteta je imao punu otpornost, kao
na primer Svetske sorte Tjelvar i Stava koje su imale otpornost prema sporama
gari iz zemljiSta (Jonsson et Sevensson, 1990). Medutim, otpornost je bazirana
na specificnim genima za otpornost odakle postaji rizik da se nove virulentne
rase razmnoze. Prouzrokovac¢ gljivicne gari umnogome varira (virulente rase),
pa uloZeni napori oko ugradnje retko specificne otpornosti nisu uspeli ni u SAD
(Hoffmann et Metzger, 1976).

Primena bioloske kontrole bolesti je jako pogodna za zastitu semena, medu-
tim, bioloski preparati jo$ nisu standardizovani, pa su neophodna dalja testiranja
na efikasnost radi ukljucivanja u prakticnu primenu. Druge, alternativne mere
kontrole, kao §to su primena tople vode, toplog vazduha, elektronska zastita, Cis-
¢enje semena od bolesti ¢iji se reproduktivni organi nalaze na povrsini, mogu
biti primenjene u kombinaciji sa klasicnim metodama zastite semena hemijskim
putem. Primena organskih proizvoda, kao §to su siréetna kiselina, maslac i mle¢ni
proizvodi pokazali su izvesne rezultate u suzbijanju obi¢ne gari na pSenici (Bor-
gen et al.,1995; Borgen, 1997).
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Postignuti su izvesni rezultati u primeni nekih sojeva bakterija Pseudomo-
nas cholororaphis (MA-342) u zastiti pSenice, jecma i ovsa (Gerhardsona et
al., 1998).

Znacajno je ista¢i da je moguce primenjivati i fugnicide folijarno, u situacija-
ma kada je zaStita semena obavljena neadekvatno ili je izostala, ali zaStita semena
pSenice uti¢e na povecanje ukupne biomase, zadrzavanje povecane zelene povr-
Sine, znacajno povecanje prinosa zrna pSenice, koje moze biti i 0.47 t/ha (Spink
et al., 1998)

MATERIJAL I METODE

U ogled su ukljucene tri sorte ozime pSenice razlicite po tipu bokora, visini
stabljike, polozaju listova, duzini vegetacije, genetskom potencijalu za prinos i
kvalitetu zrna, 1 to:

PKB-Christina — srednje kasna, niZe visine, dobre otpornosti na bolesti i niske
temparature, sa visokim genetskim potencijalom za prinos i kvalitet zrna, zatim,

Pobeda — srednje kasna sorta, dobre otpornosti na zimu, poleganje i pepel-
nicu, momentalno nasa vodeca sorta, poznata po svojoj Sirokoj adaptabilnosti,
visokom potencijalu rodnosti i

Vizija — srednje kasna sorta, sa dobrim kvalitetom zrna, pogodna za gajenje
u intenzivnim i manje intenzivnim uslovima proizvodnje. [zuzetno je adaptabilna
i ima visok geneticki potencijal za prinos zrna.

Ogled je postavljen na Oglednom polju Instituta “Tamis” (2003/04 —2005/06.
god.) u Pancevu po potpuno slucanom blok sistemu u 5 varijanti plus elektronska
zaStita, sa pozitivnom i negativnom kongrolom. Veli¢ina osnovne parcele je 5 m?
(1 x 5 m). Setva je obavljena masinski sredinom oktobra. Gustina setve je 600
klijavih zrna/m? i sa razmakom izmedu redova od 10 cm.

Seme je prethnodno vestacki zarazeno teleutosporama Tilletia tritici (Rajko-
vi¢, 1999). Nankon toga, seme je tretirano slede¢im aktivnim materijama: dife-
nokonazolom (30 g/1), divikonazolom (20 g/1), kombinacijom karboksina (200
g/1) 1 tirana (200 g/1), kombinacijom tebukonazola (20 g/1) i triazoksina (20 g/l),
a peta varijanta je elektronska zastita semena po metodi plazma elektrona, koje
je obavljena u Frauenhafer Institut, Dresden, u saradnji sa Schmidt Seeger AG,
Beilngries, Germany.

Broj prezimelih biljaka ustanovljen je u prolece, a broj produktivnih klasova
pred Zetvu. Zetva je obavljena ruéno u fazi pune zrelosti, a vriidba sa vrialicom,
nakon ¢ega je utvrden prinos zrna.

Podaci su obadeni statisticki, primenom analize varijanse. U analizi su uzeti
kao faktori godina, sorta i nacin zastite semena. Reziltati su prikazani kao dvogo-
di$nji prosek za sva ispitivana svojstva.
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REZULTATI I DISKUSIJA

Broj prezimelih biljaka. lispitivane sorte ispoljile su priblizno isti broj prezime-
lih biljaka/m?, unutar varijanti, $to je omogucilo uporedivanje ispitivanih osobina
(tab. 1).

Broj prezimelih biljaka po m? kretao se od 484 kod sorte PKB-Christna do
520 kod sorte Vizija. U odnosu na naéin zastite, broj prezimelih biljaka po m*kre-
tao se od 487 prilikom primene divikonazola do 517 kod primene elektronskog
tretmana zastite. Ispitivane sorte medjusobno nisu ispoljile znacaje razlike u bro-
ju prezimelih biljaka. Ispoljena je znacajna razlika izmedju elektronskog nacina
zastite i tretmana kombinacije tebukonazola i triazoksina i visoko znacajna izme-
dju tretmana difenokonazola i divikonazola i kombinovane primene karboksina i
tirana u odnosu na kontrolu. Izmedu ostalih ipitivanih tretmana zastite semena ni-
je ustanovljena znacajna razlika u broju prezimelih biljaka po m?. Ustanovljena je
visoko znacajna razlika izmedu godina u kojim je ispitivanje izvedeno (Tab. 1).

Tab. 1 — Broj prezimelih biljaka po m? pri razli¢itom na¢inu zastite vestacki
inokulisanog semena pSenice sa T tritici u periodu 2003/04 — 2005/06!
Number of overwintered plants per m?at the different way of the
protection of artificial inoculated weat seeds with T zritici in period
2003/04-2005/06 !

Nacin zastite Sorta — Type Prosek

Way of the protection PKB-Christina Pobeda Vizija Average
difenokonazol 481 486 504 490
divikonazol 477 483 501 487
karboksin + tiran 484 489 526 500
tebukonazol+triazoksin 502 488 522 504
+Kontrola — + Control 474 540 517 510
Kontrola— Control 505 479 505 497
Elektronsko — Eelectronic 462 520 567 517
Prosek — Average 484 498 520 501
LSD, 12,0
LSD 16,0

0,01

' Podaci u kolonama predstavljaju dvogodisnje proseke

Data in columns represent two-years averages
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Broj klasova. Gustina sklopa direktno uti¢e na prinos, zbog toga je znacajno da
se postigne optimalan broj klasova po jedinici povrsine, odnosno optimalan broj
biljaka po jedinici povrSine za pojedine sorte.

Ispitivane sorte nisu ispoljile statisticki znacajne razlike u broju klasova po
m? (od 721 kod sorte PKB-Chistina do 732 kod sorte Pobeda), kao ni medjusobno
ispitivane varijante. Ispoljena je statisticki vrlo znacajna razlika u broju klasova
izmedju negativne kontrole (711) i pozitivne kontrole (746), izmedju svih vari-
janti u kojima su primenjeni fungicidi u odnosu na kontrolu i ispitivanih godina
(tab. 2).

Tab. 2. — Broj klasova po m? pri razli¢itom nacinu zastite vestacki inokulisanog
semena pSenice sa 7 tritici u periodu 2003/04 — 2005/06!
Number of the spike per m?at the different way of the protection of
artificial inoculated weat seeds with T ¢ritici in period 2003/04-2005/6"

Nacin zastite Sorta — Type Prosek
Way of the protection PKB-Christina  Pobeda Vizija  Average

difenokonazol 728 737 724 730
divikonazol 743 717 714 725
karboksin + tiran 704 710 758 724
tebukonazol+triazoksin 712 715 760 729
+Kontrola — + Control 753 744 740 746
Kontrola— Control 699 728 707 711
Elektronsko — Eelectronic 704 774 707 728
Prosek — Average 721 732 730 728
LSDo,os 8,0

LSD 12,0

0,01

' Podaci u kolonama predstavljaju dvogodisnje proseke

Data in columns represent two-years averages

Koeficijenat produktivnog bokorenja. Produktivno bokorenje je svojstvo pse-
nice koje zavisi od genotipa, mineralne ishrane, vlaznosti zemljista, temperature,
zdravstvenog stanja biljke i gustine setve.

Utvrdjena znacajna razlika u koeficijentu produktivnog bokorenja izmedju
sorte Vizija (1.43) i sorte PKB-Christina (1.51), visoko znac¢ajna izmedju kontro-
le (1.44) i elektronskog nacina zastite semena (1.50) i varijanti u kojoj je seme
tretirano divikonazolom. Izmedu ostalih varijanti ispitivanja nije ustanovljena
znacajna razlika po ovom parametru (tab. 3).
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Tab. 3 — Koeficijenat produktivnog bokorenja pri razli¢itom nacinu zastite
vestacki inokulisanog semena pSenice sa 7. ¢ritici u periodu 2003/04
—2005/06"

Coefficient the productive tillering at the different way of the
protection of artificial inoculated weat seeds with 7.¢ritici in period
2003/04-2005/06'

Nacin zastite Sorta — Type Prosek

Way of the protection ~ PKB-Christina  Pobeda Vizija  Average
difenokonazol 1.52 1.52 1.44 1.49
divikonazol 1.58 1.49 1.44 1.50
karboksin + tiran 1.49 1.46 1.46 1.47
tebukonazol+triazoksin 1.44 1.52 1.49 1.48
+Kontrola — + Control 1.60 1.39 1.47 1.49
Kontrola— Control 1.39 1.53 1.42 1.44
Elektronsko — Eelectronic 1.54 1.50 1.27 1.44
Prosek — Average 1.51 1.49 1.43 1.47
LSD, 0,02
LSD 0,03

0,01

' Podaci u kolonama predstavljaju dvogodisnje proscke

Data in columns represent two-years averages

Prinos zrna. Utvrdjena je znacajna razlika u prinosu izmedju sorti Vizija (7.03
t/ha) i sorte Pobeda (7.69 t/ha). Uporedjujuéi prinos s aspekta primenjenog nacina
zastite dokazana je visoko znacajna razlika izmedju kontrole (7.19 t/ha) i varijan-
te koja je tretirana difekonazolom ( 7.56 t/ha). Nije utvredjena znacajna razlika
izmedju elektronskog nacina zastite i zatite fungicidima (tab. 4).

Kod svih ispitivanih varijanti u kojima je izvSena zastita semena utvrdjena je
znacajna razlika u prinosu zrna u odnosu na kontrolu. Izmedu razli¢itih tretmana
zaStite semena nije utvrdjena znacajna razlika u prinosu zrna. Utvrdjena je visoko
znacajna razlika izmedu godina u kojim je ispitivanje izvedeno (tab. 4).

Ukratko, rezultati prikazani u ovom radu ukazuju da je nacin zastite semena
faktor koji znacajno utice na broj biljaka (od 487 kod tretmana 7illetia + divikona-
zol do 517 kod elektronskog nacina zastite) i klasova po m? (od 711 kod kontrole
do 746 kod tretmana sa Tilletia tritici), koeficijent produktivnog bokorenja (od
1.44 kod kontrole do 1.50 kod tretmana 7illetia tritici + divikonazol) i prinos zrna
(od 7.19 t/ha kod kontrole do 7.56 t/ha kod zastite sa difenkonazolom). U okviru
istog nacina zastite nema razlika u broju biljaka i klasnova po m?, broju biljaka i
klasova po m?, u koeficijentu produktivnog bokorenja i prinosu zrna izmedu ispi-
tivanih sorti.
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Tab. 4 — Prinos zrna pri razli¢itom nac¢inu zastite vestacki inokulisanog semena

pSenice sa T tritici u periodu 2003/04 — 2005/06!

Yield of the grain per m?at the different way of the protection of
artificial inoculated weat seeds with 7. tritici in period 2003/04-

2005/06!
Nacin zastite Sorta — Type Prosek
Way of the protection
difenokonazol 7.70 7.73 7.25 7.56
divikonazol 7.67 7.54 7.43 7.55
karboksin + tiran 7.63 7.49 6.97 7.36
tebukonazol+triazoksin 7.40 7.76 6.99 7.38
+Kontrola — + Control 7.44 7.66 6.91 7.33
Kontrola— Control 6.97 7.73 6.87 7.19
Elektronsko — Eelectronic 7.63 7.91 6.77 7.44
Prosek — Average 7.49 7.69 7.03 7.40
LSD,, 0,32 0,29 0,16 0,14
LSDO,O1 0,35 0,36 0,17 0,16

1

Data in columns represent two-years averages

Podaci u kolonama predstavljaju dvogodisnje proseke

Prikazani rezultati istrazivanja uticaja razli¢itih nacina zastite semena neko-

liko sorata ozime p$enice na neke komponente prinosa imaju zna¢ajnu vrednost,

jer je efikasnost zastite odredivana navedenim parametrima. U naS$oj nau¢noj li-
teraturi brojni su radovi koji su se bavili problematikom ispitivanja efikasnosti
razli¢itih fungicida prema Tilletia tritici, ali je efikasnost primenjenih fungicida

utvdivana na osnovu ostvarenog procenta zaraze (Matijevi¢ i Rajkovi¢, 1995;

Matijevi¢ i sar., 1993; Matijevi¢ i sar., 1994; Milosevi¢ i sar., 1998; Rajkovi¢ i
Matijevié, 1997; Rajkovié i sar., 1997; Rajkovi¢ i sar., 1998), ili njihovog uticaja
na klijavost i energiju klijanja semena (Matijevi¢,1993a, 1993b), ali ne i na kom-

ponente prinosa kao $to su broj biljaka i klasova po m?, koeficijent produktivnog
bokorenja i prinos zrna. Ovo su prvi podaci u o uticaju razli¢itih nacina zastite

semena na komponente rodnosti u nasoj sredini.
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YIELD OF GRAIN AND SOME YIELD COMPONENTS DURING
DIFFERENT WAY OF SEED-PROTECTION
AT DIFFERENT VARIETY OF WINTER WHEAT

RADE PRrOTIC, SNEZANA RAJKOVIC, MIRA STAROVIC,
DoBrivos PosTi¢, SVETLANA ZIVKOVIC
Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade

Summary

Researching was done in field condition with three variety of winter wheat and
seven ways of seed protection. Researching shown that the way of seed protection
was factor that have significance influence on researched characteristics. Our
researching shown that among the same way of protection hadn't been significance
difference among researched variety of wheat in number plants and spike per m?,
coefficient of productive bushing and grain yield . Number plants per m? arrised
from 484 at variety PKB-Christina to 520 at variety Vizija. According to the way
of protection per m? arrised from 487 at treatment 7Tilletia tritici+ Sumi 8 to 517
at electronic way of protection. The number of spike per m? arrised from 721
at variety PKB-Christina to 732 at variety Pobeda. According to the researched
ways of protection the number of spike is established from 711 at control to
the 746 at treatment with Tlletia tritici. Coefficient of productive bushes is
established was 1,43 at variety Vizija to 1,49 at variety Pobeda. According to the
way of seed protection coefficient of productive bushes as established at control
1,44 to treatment Tilletia tritici + Sumi 8. 1,50. Yield of grain is established at
variety Vizija 7,03t/ha and variety Pobeda 7,69t/ha. According to the way of grain
yield protection was 7,19 t/ha and at control was 7,56 t/ha with Dividendom 030
protection.

Key words: wheat, variety, seed, fungicide, yield components, grain yield.
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RAZVOJ MIKOPARAZITA STROMA POLYSTIGMA RUBRUM SUBSP.
RUBRUM IN-VITRO

SASA StoiaNovI¢, MIRA STAROVIC, ALEKSIC GORAN, SVETLANA ZIVKOVIC,
SLoBobAN KuzmAaNoOVIC
Institut za zastitu bilja i zivotnu sredinu, Beograd

Uticaj temperature, sunc¢eve i vestacke svetlosti, pH podloge i raznih podloga na raz-
voj mikoparazita (Colletotrichum gloeosporioides) izolovanog sa stroma Polystigma rubrum
subsp. rubrum ispitivan je in-vitro. Optimalna temperatura za porast kolonije mikoparazita
je 20-25°, minimalna ispod 5°C i maksimalna 30-35°C. Obilna sporulacija gljive je na tempe-
raturama izmedu 20-30°C. Sunceva, fluoroscentna i UV svetlost uti¢u na smanjenje porasta
kolonija, ali stimulisu fruktifikaciju gljive. Najbolji porast kolonija i najobilnija fruktifikacija
dobivena je pri pH podloge 6-7, mada je obilna sporulacija ostvarena na svim testiranim pH
vrednostima podloge. Ispitivane podloge, osim podloge od kukuruznog brasna i podloge od
krompira i mrkve, bile su pogodne za razvoj mikoparazita.

Kljucne reci: Sljiva, plamenjaca, Polystigma rubrum subsp. rubrum, mikoparazit, Colle-
totrichum gloeosporioides, porast, sporulacija

UVOD

Polystigma rubrum subsp. rubrum je od velikog ekonomskog znac¢aja u Srbi-
ji 1 Bugarskoj, gde se uglavnom gaje sorte osetljive prema ovom patogenu $ljive
(Yossifovich, 1937). Mikoparazit stroma je prvobitno opisan kao Gloeosporium
polystigmicolum Bondar., a kasnije je svrstana kao jedan od brojnih sinonima za
vrstu Colletotrichum gloeosporioides Sacc. (Arx, 1957). Ova gljiva je kao miko-
parazit prisutna na Balkanu i u nekim delovima Isto¢ne i Srednje Evrope (Trifono-
va, 1934, Stojanovic¢ i Kosti¢, 1956, Lehoczky, 1957, Beserescu et al., 1959).
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Biologija i ekologija mikoparazita ve¢ je proucena kod nas (Stojanovic,
1997, Stojanovi¢ et al., 1999). Kao dopunu proucavanju ovog mikoparazita u
ovom radu dati su rezultati istrazivanja uticaja faktora spoljne sredine na razvoj
C. gloeosporioides in vitro.

MATERIJAL I METODE

Izolacija mikoparazita. Parazitirane stromate sa lista $ljive sorte pozegaca, pri-
kupljene u vise lokaliteta, isprane su ¢esmenskom vodom u toku 2 sata, povrsin-
ski sterilisane u 0,5% NaOCI tokom 30 sec, i dva puta isprane sterilnom destilo-
vanom vodom. Ovako dezinfikovane stromate su postavljene u Petri kutije sa
navlazenim filter papirom i inkubirane 24 h u laboratorijskim uslovima. Masa
konidija mikoparazita izbacena iz acervula je prihvatana sterilnom iglom i razbla-
zena u sterilnoj destilovanoj vodi, tako da je dobivena suspenzija koncentracije
oko 10* konidija/ml. Kapi od 0,1 ml suspenzije razlivane su na vodeni agar (VA).
Nakon 12 h inkubacije pri 20°C, pojedinacne isklijale konidije prebacivane su
na krompir dekdsroznu podlogu (KDA). Kulture su inkubirane 7 dana na 25°C
i ¢uvane na 5°C do upotrebe. Od brojnih dobivenih izolata, za ova istrazivanja
odabrana su tri poreklom iz okoline Valjeva, Cacka i Ljubovije, koji su obelezeni
kao Cg-4, Cg-17 1 Cg-24.

Porast i sporulacija mikoparazita. Petri kutije su zasejavane delovima micelije
od svakog izolata precnika tri mm uzetih sa kolonija starih 7-10 dana gajenih na
KDA. Zasejane podloge drzane su jedan dan na 25°C, pre nego $to su podvrgnute
uticaju spoljnih faktora. Broj konidija po ml suspenzije odreden je pomo¢u hemo-
citometra, pri ¢emu je posmatrano svih 16 polja. Suspenzija konidija je dobivena
prelivanjem pet ml sterilne destilovane vode preko povrsine kolonija uz blago
grebanje sa sterilnim staklenim Stapi¢cem. Nivo sporulacije je odredivan po skali
Quesada and Lopez (1980). Iskazani podaci predstavljaju srednje vrednosti dva
ponovljena ogleda.

Uticaj temperature. Porast i sporulacija izolata mikoparazita proucavana je na
KDA u mraku pri temperaturama od 5°C do 35°C, sa intervalom 5°C. Pre¢nik
obrazovanih kolonija meren je devet dana od zasejavanja.

Uticaj svetlosti. Ispitivan je uticaj sunceve i vestacke svetlosti. Izvori vestacke
svetlosti bile su tri fluorescentne cevi (Osram, Nemacka) od po 40 W. U odvoje-
nom ogledu koris¢ene su dve UV lampe od 366 nm (Desaga, Heidelberg, Ger-
many). Lampe su bile postavljene 50 cm iznad kultura isolata Cg-4 na KDA u
plasti¢nim Petri posudama. Kulture su izlagane uticaju vestacke svetlosti tokom
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11 dana po 4, 8, 12, 16, 20 1 24 h dnevno pri sobnoj temperaturi. Takode, kulture
istog izolata izlagane su uticaju direktne sunceve svetlosti tokom Sest dana po 4,
61 8 h dnevno. Ovi ogledi su obavljeni u prolece kada je spoljna temperatura va-
zduha iznosila izmedu 20-25°C. Kulture gajene u mraku sluZzile su kao kontrola.

Uticaj pH podloge. Po tri izolata su gajeni na Richard-ovoj podlozi sa dodatkom
20 g agara, koja je podesena do pH 5-9 sa 0.1N HCI nakon sterilizacije. Ista podlo-
ga bez dodavanja agara podesena na pH 4-9 je kori$¢ena za ispitivanje teZine suve
mase. Mikoparazit je gajen u Erlenmajer kolbama zapremine 250 ml u kojima je
dodano 40 ml te¢ne podloge. Nakon 13 dana micelijska masa je otstranjena, ispra-
na destilovanom vodom, prosusena tokom 24 h pri temperaturi 75-80°C a zatim
merena. Za svaku varijantu razli¢ite pH vrednosti korisé¢eno je po tri Erlenmajer
kolbe. Vrednosti pH obe podloge podesavane su nakon sterilizacije pomocu 0,5N
NaOH ili 0,5N HCl i proveravane pH-metrom (TOA Electronics, Japan). Zasejane
kulture na te€noj i ¢vrstoj podlozi u inkubirane je u tami pri 25°C tokom 11 dana.

Uticaj raznih podloga. Razvoj mikoparazita ispitivan je na krompir dekstroznoj
podlozi sa agarom (KDA), podlozi od krompira i mrkve sa agarom (KMA) (Onion
and Smith, 1983), podlozi od soka mrkve sa agarom (MJA) (Baxter and Fagan,
1974), podlozi od kukuruznog brasna (KBA) (Manandhar et al., 1986), podlozi od
slada (SA) i Capekovoj podlozi (CA) (Baxter et al., 1983). Kulture su inkubirane
pet dana u tami na 20°C, a zatim Sest dana na pod laboratorijskim uslovima.

REZULTATI

Temperatura. Mikoparazit se razvija u Sirokom temperaturnom intervalu. Mini-
malna temperatura za njegov porast je ispod 5°C, maksimalna izmedu 30-35°C.
Svi ispitivani izolati imali su dobar porast na temperaturama od 15°C do 25°C.
Optimalna temperatura za porast kolonija je 25°C za izolate Cg-4 and Cg-17, od-
nosno 20-25°C za izolat Cg-25 (SI. 1). Nema porasta mikoparazita na 35°C. Zna-
cajne razlike u pogledu nivoa porasta ispoljile su se izmedu izolata na pojedinim
temperaturama. Prosecni porast izolata Cg-4 je znacajno niZi u odnosu na ostala
dva izolata na 5°, 10°1 15°C, ali je bio visi na 30°C.

Optimalna temperatura za sporulaciju mikoparazita je ista kao i za porast.
Najobilnija sporulacija dobivena je na 20-25°C (SI. 1). Mala koli¢ina konidija je
obrazovana kada su kulture gajene pri 5°C.

Svetlost. Svetlost redukuje porast mikoparazita. Direktna sunceva svetlost re-
dukuje radijalni porast za 40-80% u zavisnosti od duzine ekspozicije u poredenju
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SIL. 2 — Uticaj fluorescentne (-M-) i UV (-0-) svetlosti na sporulaciju C.gloeosporioides
Effect of fluorescent (-M-) and NUV (-0-) light on sporulation of
C.gloeosporioides (islate Cg-4).
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sa kontrolnim kulturama gajenim u mraku (Tab. 1). Sli¢na inhibicija porasta poja-
vljuje se pri izlaganju kultura uticaju vestacke svetlosti. Prosecan radijalni porast
kolonija koje su izlagane uticaju fluorescentne svetlosti tokom 4, 8, 12, 16, 20 i 24
h dnevno je 64.5, 58.5, 58.0, 52.25, 50.0 1 46.0 mm, dok je u kontroli iznosio 66.25
mm, odnosno porast je bio redukovan za 2.64-30.57%. Znacajna inhibicija porasta
pod uticajem fluorescentne svetlosti bila je uocljiva ve¢ nakon osmocasovne eks-
pozicije. Porast kolonija izlozenih delovanju UV svetlosti je nizi u poredenju sa
kontrolom, ali duzina ekspozicije nije imala znacajnijeg uticaja (Tab. 2).

Tab. 1 — Uticaj direktne sunceve svetlosti na porast i sporulaciju
C.gloeosporioides
Effect of direct sunlight on radial colony growth and sporulation of
C.gloeosporioides

Ekspozicija (h) Porast kolonija (mm) Smanjenje porasta (%) Sporulacija
Exposition (hr) Colony growth (mm)' Growth depressed (%) > Sporulation 3

4 25.0b* 39.8 -
6 18.0 be 56.6 ++
8 8.0c 80.8 +
Kontrola—
Control ° 4l5a . )

Izolat Cg-4 gajen je na KDA jedan dan na 25°C u mraku, a zatim izlagani 4, 6, and 8 h/dan uticaju
direktne sunceve svetlosti tokom Sest dana. — Isolate Cg-4 were growen on PDA one day at 25°C in dark,
and then exposed to the direct sunlight 4, 6, and 8 hr/day for 6 days.

Smenjenje porasta kultura u odnosu na kontrolu (kontrola = 100%) — Colony growth depressed comparing
with control (control = 100%).

3 Sporulacija (Quesada et Lopez, 1980): + = slaba (< 5 x 10° conidija/ml), ++ = srednja (5 x 10°—10*
conidija/ml) i +++ = obilna (>10* conidija/ml) — Sporulation (Quesada and Lopez, 1980): + = weak (<5 x
10° conidia/ml), ++ = medium (5 x 10°~10* conidia/ml), and +++ = abundance (>10*conidia/ml)

U svakoj loloni, srednje vrednosti obelezene istim slovom nisu znacajno razli¢ite (P=0.05) na osnovu
Duncan-ovog testa. — Within each columns, means followed by the same letter are not significantly
different (P=0.05) according to Duncan’s multiple range test.

Kontrolne kulture gajene u mraku pri sobnoj temperaturi.— Control cultures growen in dar at abient
temperature

Sunceva i vestacka svetlost stimuliSu sporulaciju mikoparazita. Obilje koni-
dija se obrazuje kada su kolonije izlagane direktnoj suncevoj svetlosti tokom 4 h,
ali sa duzinom fotoperioda sporulacija se smanjuje (Tab. 2). Optimalni fotoperiod
za sporulaciju mikoparazita pri fluoroscentnoj svetlosti je 8 h. Duzi fotoperiodi
rezultiraju u rapidnom smanjenju sporulacije. Nasuprot tome, pod UV svetlos¢u
formiranje konidija je bilo najobilnije pri duzim ekspozicijama (SI. 2).
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Tab. 2 — Utica vestacke svetlosti na radijalni porast kolonija C.gloeosporioides

Effect of artificial light on radial colony growth of C.gloeosporioides

Fluorescentna svetlost Ultra ljubicasta svetlost
Ekspozicija Fluorescent light' NUV light *
E (h)- . Porast kolonija Smanjenje Porast kolonija Smanjenje
Xposition Colony growth porasta Colony growth porasta
(hr) (mm)? Growth (mm) Growth
depressed (%)* depressed (%)
4 64.5a° 2.6 63.2b 12.5
8 58.5b 11.7 63.0b 12.8
12 58.0b 12.4 62.2b 13.8
16 522¢ 21.1 62.2b 13.8
20 40.0 c 24.5 62.2b 13.8
24 46.0d 30.6 61.0b 15.6
Kontrola-
Control © 66.2 a - 722 a -

Izvor fluorescentne svetlosti = tri fluorescentne cevi od 40 W koje daju dnevnu svetlost (Osram, Germany)
postavljene 50 cm iznad kultura — Fluorescent light source = three 40 W daylight fluorescent tubes (Osram,
Germany) placed 50 cm above the cultures

Izvor ultra ljubicaste svetlosti = dve UV lampe (Deasaga, Germany) koje daju dnevnu svetlost talasne
duzine 366 nm postavljene 50 cm iznad kultura. — Near ultra violet light source = two near-UV lamps
(Deasaga, Germany) of 366 nm placed 50 cm above the cultures.

Izolat Cg-4 gajen je na KDA jedan dan na 25°C u mraku, a zatim izlagani 4, 8, 12, 16, 20 i 24 h/dan uticaju
vestacke tokom 11 dana na sobnoj temperaturi (podaci predstavljaju srednje vrednosti od Cetiri ponavljanja
po tretmanu). — Isolate Cg-4 were growen on PDA one day at 25°C in dark, and then exposed to artificial
light 4, 8, 12, 16, 20, and 24 hr/day for 11 days at room temperature (data represent average velues of four
replicates).

Smenjenje porasta kultura u odnosu na kontrolu (kontrola = 100%) — Colony growth depressed comparing
with control (control = 100%).

U svakoj loloni, srednje vrednosti obelezene istim slovom nisu znacajno razli¢ite (P=0.05) na osnovu
Duncan-ovog testa. — Within each columns, means followed by the same letter are not significantly different
(P=0.05) according to Duncan’s multiple range test.

Kontrolne kulture gajene u mraku pri sobnoj temperaturi.— Control cultures growen in dark at abient
temperature

pH podloge. Izolati mikoparazita rastu na svim testiranim pH vredostima podlo-
ge. Optimalna pH bila je izmedu 6-7, 6,1 7 za izolate Cg-4, Cg-17 i Cg-24 (SI. 3).
Porast je bio znacajno redukovan na pH preko 7 i ispod 6. Tezina suve mase mice-
lije najveéa na pH od 4 do 7 za izolate Cg-4 i Cg-17, i na pH 7 za izolat Cg-24.

Sporulacija mikoparazita je bila obilna pri svim pH vrednostima, ali je broj

obrazovanih konidija bio najveci pri pH 6-7 i 5-7 za izolate Cg-17 i Cg-24, dok
pH podloge nije imao uticaja na sporulaciju izolata Cg-4 (SI. 4).
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Podloga. Sve podloge, osim KBA i KMA, su bile pogodne za razvoj mikoparazi-
ta (Tab.3). Nakon 11 dana porasta pri 20°C kolonije sva tri izolata mikoparazita
sli¢ni su jedan drugom, njihov precnik dostizao je u proseku od 34 mm (na KMA)
do 67.5 mm (na CA). Izolati Cg-4 i Cg-17 najbolje rastu na PDA, dok izolat Cg-
24 podjednako je dobro rastao na CJA i CA. Postojale su izvesne razlike u nivou
porasta izmedu izolata na svim podlogama, osim na SMA.

Sporulacija je zavisila od koris¢ene podloge (Tab. 3). Podjednako dobri rezul-
tati su dobijeni kada su kolonije gajene na CA, SA i KMA. Krompir dekstrozna i
podloga od krompira i mrkve su manje pogodne za sporulaciju mikoparazita.

Tab. 3 — Porast i sporulacija tri izolata mikoparazita gajeni na raznim hranljivim
podlogama
Radial growth and sporulation of three mycoparasite isolates growen on
different media

Porast kolonija — Colony

hl;[ggilgglal growth (mm) > Sporulacija — Sporulation *

Cg-4 Cg-17 Cg-24 Cg-4 Cg-17  Cg-24
KDA-PDA 65.5a* 62.5a S545ab ++ ++ ++
KMA-PCA 56.5bc 34.0c 645a + + +
SMA-CJA 62.5ab 59.0ab 635a - 4 —
KBA-CMA 575bc 575ab 635a + + +
SA-MA 60.5b 51.0b 635a - -+ -
CA-CA 60.0b 545ab  67.5a  ++i 4 4

' KDA = podloga od krompira i dekstroze — PDA = potato dextrose agar; KMA = podloga od krompira
i mrkve — PCA = potato carrot agar (Onion and Smith, 1983); SMA = podloga od soka mrkve — CJA =
carrot juice agar (Baxter and Fagan, 1974); KBA = podloga od kukuruznog brasna — CMA = corn meal
agar (Manandhar et al., 1986); SA = podloga od slada — MA = malt agar; CA = Capekova podloga — CA =
Czapek’s agar (Baxter et al., 1983).

2 Porast kolonija meren nakon pet dana inkubiranja pri 20°C u mraku.— Radial colony growth measured five
days after incubation at 20°C in dark

3 Sporulacija odredena nakon $est dana inkubiranja kultura pod laboratorijskim uslovima, koje su predhodnih
pet dana gajene u mraku, po skali Quesada et Lopez (1980): + = slaba sporulacija (< 5 x 10*conidija/ml), ++
= srednja (5 x 10°~10* conidija/ml) i +++ = obilna sporulacija (>10*conidija/ml) — Sporulation determined
after 11 days (cultures grown five days in dark and then six days at laboratory condition) accordin to scale
of Quesada and Lopez (1980): + = weak sporulation (< 5 x 10° conidia/ml), ++ = medium (5 x 10°-10*
conidia/ml), and +++ = abundance sporulation (>10* conidia/ml)

4 U svakoj koloni, srednje vrednosti obelezene istim slovom nisu znacajno razli¢ite (P=0.05) na osnovu
Duncan-ovog testa. — Within each columns, means followed by the same letter are not significantly different
(P=0.05) according to Duncan’s multiple range test.

Tokom ovih eksprimenata primeéene su izvesne promene u karakteristikama
micelije kolonija pod uticajem spoljnih faktora. Tako, pri temperaturama preko
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20°C, sivkasta ne zonirana micelija postaje zonirana, tamno siva, maslinasto siva
ili sivkasto mrka. Kada su kolonije bile izlagane suncevoj svetlosti tokom cetiri
¢asa dnevno doslo je do formiranja brojnih, crnih, rasutih ili koncentri¢no raspo-
redenih acervula u centralnom delu kolonija. Pri vestackoj svetlosti formiraju se
koncentricni prstenovi, koji sa produzavanjem perioda ekspozicije postaju tamni-
ji, sa jasnom razlikom izmedu centralnog i perifernog dela kolonija. Pod uticajem
NUYV svetlosti centralni delo kolonija postaje tamno obojen, skoro crn. Pri visim
vrednostima pH podloge kolonije, takode, postaju zonirane sa smenom prstenova
svetlo i tamno maslinasto sive boje.

DISKUSIJA

Temperaturne potrebe za razvoj mikoparazita bile su skoro iste kao kod
C.gloeopsorioides izolovane sa drugih domacina (Stretch and Cappellini, 1963;
Wastie, 1972; Hartung et al., 1981; Ivanovi¢ and Ivanovi¢, 1992). Mnogo veéi
porast mikoparazita pri temperaturama izmedu 20-25°C, kao i visoki procenat
klijanja konidija na ovim temperaturama (Stojanovi¢ et al., 1999), dokazuju ¢i-
njenicu da je jaka pojava mikoparazita uslovljena poviSenim temperaturama to-
kom prolec¢a (Trifonova, 1934; Stojanovi¢, 1997). Nema razvoja mikoparazita na
temperaturi od 35°C. Ova je temperatura takode nepovoljna za klijanje konidija
mikoparazita (Stojanovi¢ et al., 1999). Isto tako, ovo moze biti razlog niske po-
jave mikoparazita koje se javlja tokom duzeg susnog perioda prac¢en ekstremno
visokim temeperaturama tokom leta (Stojanovi¢, 1997).

Svetlost je najvazniji faktor za znacajno izazivanje sporulacije mikoparazita.
Sunceva i vestacka svetlost redukuju porast kolonija mikoparazita, ali stimuliSu
formiranje konidija mikoparazatia. Sporulacija C.gloeosporioides izolovanog sa
kamelije je bio takode stimulisan svetlos¢u (Brown and Baxter, 1968; Miller and
Baxter, 1970; Baxter and Fagan, 1974).

Kolonije mikoparazita rastu u $irokom intervalu pH podloge. Optimalni po-
rast je ostvaren (dobiven) pri rasponu pH 6-7, a prirast tezine suve mase pri pH
od 4 do 7. Izolati poreklom sa vi$nje najbolje rastu pri pH 5-8 (Ivanovi¢ and Iva-
novi¢, 1992), sa mangoa pri pH 6 (Quesada and Lopez, 1080), a sa kamelije pri
pH 5,5 (Miller and Baxter, 1970). Pri svim pH mikoprazit obilno sporulise, ali je
broj konidija po ml suspenzije bio najve¢i na pH 6-7. Miller and Baxter (1970) su
ustanovili da sporulacija izolata poreklom sa kamelije na podlozi od krompira i
mrkve opada sa porastom pH podloge iznad 6 ili smanjenjem pH ispod 5.

Sve podloge, osim KBA i KMA, bile su pogodne za porast mikoparazita.
Najbolja sporulacija je dobivena na podlogama SMA, SA i CA. Podloga od ku-
kuruznog brasna (KBA) je manje pogodna i za porast izolata sa kamelije (Baxter
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and Faga, 1974). Porast izolata sa borovnice, jabuke i kamelije je bio najbolji na
KDA (Streatch and Cappellini, 1963). Miller and Baxter (1970) su ustanovili da
sporulacija izolata sa kamelije bila najbolja na SMA pri svetlosti i na podlozi od
ovsenog brasna u tami.
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DEVELOPMENT OF POLYSTIGMA RUBRUM SUBSP. RUBRUM
STROMATA MYCOPARASITE IN-VITRO

SASA StojaNovi¢, MIRA STAROVIC, ALEKSIC GORAN, SVETLANA ZIVKOVIC,
SLoBobAN KuzmANOVIC
Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade

Summary

The effects of temperature, sun— and artificial light, pH-value and different
media on development of Colletotrichum gloeosporioides, isolated from
stromata of Polystigma rubrum subsp. rubrum, were studied in-vitro. Colonies
of mycoparasite grew in wide range of temperature at the minimum beneath 5°C
and maximum at 30-35°C. Abundant sporulation was at 20-30°C. Sun light, as
well as fluorescent and near-UV light, decreased colony growth, but stimulated
sporulation. The best colony growth and more abundant sporulation were obtained
at pH 6-7, although there was abundant sporulation on all medium pH tested. The
most media were sutible for mycoparasite development, except corn meal agar
(CMA) and potato carrot agar (PCA).

Key words: Plum, red blotch, Polystigma rubrum subsp. rubrum,
mycoparasite, Colletotrichum gloeosporioides, growth, sporulation
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CHAENOMELES JAPONICA AND COTONEASTER HORIZONTALIS
NEW HOSTS OF ERWINIA AMYLOVORA IN SERBIA
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E-mail: balazjel@polj.ns.ac.yu

Erwinia amylovora was registred on two ornamental plants — Chaenomeles japonica
and Cotoneaster horizontalis for the first time in Serbia in 2000. Both species were grown
nearlby of the apple orchards in which fireblight severity was epiphytotic because of high
temperatures during flowering period of apple.

Key words: Erwinia amylovora, hosts, Chaenomeles japonica, Cotoneaster horizontalis,
antibiotics

INTRODUCTION

For more than one decade bacterial Fire Blight (Erwinia amylovora) has
spreaded through out the territory of Serbia. This quarantine pathogen was initially
established on pear, quince and apple in 1990. Next year it was found on medlar
(Mespilus germanica) and hawthorn (Crategus sp.) (Pani¢ and Arsenijevic,
1996). Later on, Fire Blight occurred on ornamental plants: on fire thorn in 1997
(Pyracantha coccinea) (Gavrilovic and Arsenijevic, 1998), and on Chaenomeles

Japonica and Cotoneaster horizontalis in 2000 (Balaz Jelica, 2000; Balaz Jelica
etal., 2004 ).

The most endangered species are quince and pear trees in Serbia. The apple
trees were highly infected only in some years, such was 2000 when appearence of
Fire Blight had been epyphytotic. The outbreak occurrence on apple blossoms was
favored by high temperatures during flowering period. Due to the high infectious
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pressure of pathogen in that year, Fire Blight was occurred for the first time on
ornamental plants C. japonica and C. horisontalis located nearby the infected
apple plantations in Vojvodina District.

C. horisontalis and C. japonica are already known as the hosts of £. amylovora
(Van der Zwet and Keil, 1979; Pani¢ i Arsenijevi¢, 1996; Nemeth, 1998; van der
Zwet and Beer, 1999; Momol and Aldwinckle, 2000). According to van der Zwet
and Keil (1979), C. japonica could be infected only by artificial inoculations,
while Hartman and Hershman (1996) considered it as less commonly host among
different spontaneous and ornamental plants. There is a great similarity between
simptoms of fireblight and blossom blight and twig dieback caused by Monilinia,
which was pointed out by Mulrooney (1999).

MATERIALS AND METHODS

The samples of diseased C. japonica and C. horisontalis plants were collected
in the few localities in Vojvodina. Isolations of pathogen from tissue close to dried
blossoms on diseased branches of bouth hosts were made on nutrient sucrose
agar (NSA). Of many strains obtained, the following were selected for detailed
investigation: 8/1, 8/2, 8/3 and 8/4 (from C. japonica) and Kot I/1, Kot 1/2, Kot
1 and Kot 2 (from C. horizontalis). Referent strain of E. amylovora (NCPPB
595) and our strain JK, isolated from apple in Vojvodina were also included. The
pathogenicity of strains was confirmed by inoculations of C. japonica and C.
horisontalisi shoots, immature fruits of Pyrus communis and Prunus cerasifera,
as wel as tobacco leaves for HR in laboratory conditions. Young 15 cm long
shoots were placed in bottles with water and several drops of bacterial suspension
were inserted in wounds made by scalpel. Inoculated shoots were incubated in
humid chamber for 48 hr at laboratory ambient temperature. Wounds of immature
pear and P. cerasifera fruits were made by needle (Lelliott and Stead, 1987) and
tobacco leaves by medical needle (Klement, 1963).

Morphological, cultural, biochemical and physiological characteristics of
pathogen were also studied (Lelliott and Stead, 1987; Schaad, 1980; Schaad et
al., 2001)._Identification was performed by indirect ELISA test using polyclonal
antibodies of E. amylovora prepared from our strain JK and referent strain NCPPB
595 (Duli¢-Markovic et al., 1999) .

Agar plates diffusion method (Jarak Mirjana i Puri¢ Simonida, 2004) was
used for studing sensitivity of bacterial strains to different antibiotics (amykacin,
eritromycin, vankomycin, neomycin, streptomycin, nitrofurantion i kanamycin
obtained from Company “Torlak”, Belgrade). The antibacterial effect of antibiotics
was evaluated by measuring the diameter of inhibition zones after 18 to 24 hr.
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RESULTS

Symptoms on diseased C. japonica and C. horisontalis in Serbia during
the summer of 2000 were typical for fireblight. Infected blossoms necroted and
turned brown as wel as the petals of diseased blossoms. Leaflets close to infected
blossoms dried and falled down. Leafless branches also necroted and daied (Fig.
1 and 2). The disease severity increased on infected shrubs during the summer.

Fig. 1 — Chaenomeles japonica. Natural infection folowed by blossoms necrosis

and twigs leafless (Orig.).
Chaenomeles japonica. Prirodna infekcija pra¢ena susenjem cvetova i

ogoljavanjem grancica (Orig.).

Fig. 2 — Cotoneaster horisontalis. Natural infection folowerd by leaves and
twigs fireblight (Orig.).
Cotoneaster horisontalis. Prirodna infekcija prac¢ena susenjem lis¢a i
grana (Orig.).
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Artificial inoculations of C. japonica and C. horisontalis young shoots of,
immature pear and P. cerasifera fruits and tobacco leaves proved the pathogenicity
of investigated strains. The first symptoms on young shoots as dark-brown,
elliptical spots 1-2 cm in diameter were observed 4-5 days after inoculations.
The spots enlarged and spreaded to base of leaves (Fig.3). Inoculated shoots were
necrotic with bended tips after 10-12 days (Fig.4). Dark green to brown spots
mainly with bacterial ooze were formed on immature P.cerasifera (Fig. 5) and
pear fruits (Fig. 6) 3-4 days after inoculation. All strains caused hypersensitive
reaction in tobacco leaves after 24 hr.

Fig. 3 — Chaenomeles japonica. Fig. 4 — Chaenomeles japonica.
Fusioned dark spots on Necrosis and tip bending of
inoculated young shot and its inoculated youg shoot (Orig.).
necrisis spreaded up to leaflets Chaenomeles japonica. Nekroza
base (Orig.). i povijanje vrha inokulisanog
Chaenomeles japonica. izbojka (Orig.).

Spojene tamne pege na
inokulisanom izbojku i njegova
nekroza prosirena do osnove
listi¢a (Orig.).
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control ! control ~ control

JK 595 M1 K1 K1 K2 8/1 8/2 8/3 8/4

Fig. 5 — The spots and bacterial ooze on inoculated immature fruits of Prunus
cerasifera (Orig.).
Pege i bakterijski eksudat na inokulisanim nezrelim plodovima Prunus
cerasifera (Orig.).

Colonies are mucoid and whitish on NSA with no production of fluorescent
pigment on King B medim. Bacterium is rod shaped, gram-negative and
asporogenous, facultative anaerob (O/F metabolism). Acid production from
glucose was slow in anaerobic but fast in aerobic conditions. Catalase is produced,
but not oxidase and arginin dehydrolase. Gelatin liquefaction was positive.
Production of H,S and indol, reduction of nitrate, digestion of protein (agar plate
test), and hydrolysis of starch and urease were negative.

Indirect ELISA results showed C. japonica and C. horisontalis strains to
be serologically identical to the referent NCPPB 595 and our JK E. amylovora
strains, which were used for preparation of polyclonal bacterial antibodies.
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Fig. 6 — The spots with bacterial ooze on pear immature fruits inoculated with strains
Kot I/1 and 8/2 (Orig).
Pege sa bakterijskim eksudatom na nezrelim plodovima kruske inokulisanih
izolatima Kot I/1 1 8/2 (Orig.).

All strains performed uniform reaction to antibiotics and were sensitive to
amykacin, eritromycin, neomycin, streptomycin, nitrofurantion and kanamycin
and resistant to vancomycin. The diameters of inhibitione zones formed by
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nitrofurantion, kanamycin and amykacin, and streptomycin and eritromycin were
30-35 mm and 25-30 mm, respectively.

DISCUSSION

Bacterial fireblight is very serious problem in Serbia. Few years after its first
recording on apple, pear and quince in Serbia (Arsenijevi¢, 1990), the causer
agent (E.amylovora) was isolated from from spontaneous and ornamental plants:
— Pyracantha coccinea (Gavrilovic and Arsenijevic, 1998), C. japonica and C.
horisontalis (Balaz Jelica, 2000; Balaz Jelica et al., 2004). The disease occurrence
on C. japonica and C. horisontalis in 2000 was favored by high temperatures
during flowering period of apple in the nearby oarches.

Morphological, cultural, biochemical, physiological and serological
characteristics and sensitivity to antibiotics showed that our strains obtained
from C. japonica and C. horizontals were identical to referent NCPPB 595
and JK strains from apple. Bacteriological characteristics of our strains were in
accordance to the results of other researches who studied numerous E. amylovora
strains of pomaceous fruits from different geographic area of Europe and USA.
Further investigations on molecular level or by enrichment serological methods,
would perhaps show some differences between strains.

All our strains were sensitive to aplied antibiotics except to vancomycin.
Morgan and Goodman (1955) found aureomycin, neomycin, streptomycin,
polymyxin, streptotrichin, viomycin and chloromycetin to be effective to
E.amylovora in laboratory conditions. Penicillin didn’t inhibite growth of
E.amylovora in vitro according to Billing et al. (1961). On the other hand,
Rudolph (1946) found penicillin to inhibit pathogen in vitro, but its control of
Fire blight failed in the field experiments. Martinec and Kocur (1964) found
that all 49 tested strains of E.amylovora were sensitive to chloramphenicol,
erytromycin, neomycin, streptomycin and teracycline, while 24 were sensitive to
chlorotetrcycline.

Although many antibiotics inhibit growth of E.amylovora in vitro, only a few
have practical value for the field application (mainly streptomycin and sporadicly
oxytetracycline and kasugamycin were used).
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CHAENOMELES JAPONICA 1 COTONEASTER HORIZONTALIS NOVI
DOMACINI ERWINIA AMYLOVORA U SRBIJI

JELICA BALAZ, ALEKSANDRA SMILJANIC
Departman za zastitu bilja, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad,
Trg Dositeja Obradovica 8, Srbija, E-mail: balazjel@polj.ns.ac.yu

Rezime

Erwinia amylovora je ve¢ vise od jedne decenijue prisutna na teritoriji bivse
Jugoslavije (Arsenijevi¢, 1990; Pani¢ i Arsenijevi¢, 1996; Balaz, 1998). Tokom
proteklog period pricila je velike ekonomske Stete na krusci, dunji i jabuci. Na
ukrasnim biljkama pojava bakteriozne plamenjace je zapazena kasnije i to na
Pyracantha coccinea (1997) i C. japonica and C. horisontalis (2000), (Gavrilo-
vic and Arsenijevic, 1998; Balaz, 2000; Balaz, 2004).

Na teritoriji Srbije najugrozenija vrsta je dunja, zbog kasnog cvetanja i viso-
kih temperaura koje prate period cvetanja ove voéne vrste, na krusci se takode
gotovo redovno javlja, a na jabuci se pojavljuje u jakom intenzitetu uglavnom
samo pojedinih godina (kada su visoke temperature prate fazu cvetanja), kakva je
bila 2000. Usled jakog pritiska inokuluma koji je poticao sa jabuke, bakteriozna
plamenjaca (Erwinia amylovora) se pojavila i na pomenutim ukrasnim biljkama,
koje su gajene u neposrednoj blizini zarazenih plantaznh zasada jabuka.

Izolacije su izvrSene na NSA podlogu. Patogenost izolata je dokazana na
biljkama domacinima Chaenomeles japonica i Cotoneaster horisontalis, zelenim
plodovima kruske i Prunus cerasifer, kao i pozitivnom HR na listu duvana. Prou-
¢ene su morfoloske, odgajivacke, biohemijsko-fizioloske i seroloske osobine izo-
lata. U sva ispitivanja je bio ukljucen referentni izolat NCPPB 595 i nas izolat JK
izolovan sa jabuke. Na osnovu dobijenih rezultata, kao i njihovim uporedenjem
sa referntnim izolatima, utvrdeno je da dobijeni izolati bakterije pripadaju vrsti
E. amylovora i da su C. japonica and C. horisontalis novi domacini ove bakterije
u Srbiji od 2000. godine.

Ispitivani izolati su ispoljili i uniformnu reakciju prema prema antibioticima.
Na osnovu precnika inhibicione zone, izolati su osetljivi prema nitrofurantionu, kana-
micinu, amikacinu, streptomicinu i eritromicinu, a rezistentni prema vankomicinu.

Kljucne reci: Erwinia amylovora, domacini, Chaenomeles japonica, Cotone-
aster horizontalis, antibiotici

(Primljeno:20.06.2007.)
(Prihvaceno: 08.08.2007)
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IN MEMORIAM

Dr ANTON ZABEL
nauéni saradnik

06.02.1939. — 11.09.2002. god.U 64. godini zivota napustio nas je Dr Anton
Zabel, naucni saradnik, koji je ceo svoj radni vek od 39 godina 4 meseca i 8 dana
proveo u Institutu za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, ne docekavsi odlazak u penzi-
ju ine ostvarivsi pravo da bude izabran u zasluZeno zvanje nauéni savetnik.

Dr Anton Zabel roden je u Ljubljani 06.02.1939. godine, koju po okoncéenju
II svetskog rata napusta, i prelazi u Beograd. Gimnaziju je zavrsio 1956. godine
u Beogradu a Poljoprivredni fakultet u Zemunu 1962. godine. Za asistenta u obla-
sti fitofarmacije izabran je 1963. godine u Institutu za zastitu bilja u Top¢ideru u
kom provodi ceo radni vek. Po zavrSetku magistarskih studija izabran je 1984.
godine za istrazivaca-saradnika, a po odbrani doktorske disertacije, 1992. godine,
izabran je za nau¢nog saradnika.

U toku 1972. godine obavio je viSemesecnu specijalizaciju iz oblasti zastite
bilja u Wageningenu (Holandija), a u 1984 godini Sestomese¢nu specijalizaciju iz
oblasti fitofarmacije u Japanu. Tokom radnog veka ucestvovao je na 4 meduna-
rodna i 35 nacionalnih nau¢nih skupova i obavio 5 studijskih putovanja. Objavio
je samostalno ili u saradnji sa drugim autorima 67 naucnih i 31 stru¢nih radova i
saopstenja. Govorio je ruski i engleski jezik a sluzio se francuskim jezikom.

Ucestvovao je u realizaciji naucnoistrazivackih projekta iz oblasti zastite bi-
lja, projekta "Zagadivanje i rekultivcija zemljista", i viSe projekta iz oblasti teh-
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noloskog razvoja iz kojih su proistekli doktorski i magistarski radovi saradnika
Instituta i diplomski radovi studenata Odseka za zastitu bilja.

U periodu od 20 godina bio je Sef Odseka za fitofarmaciju Instituta. Bio
je ¢lan Saveta i Nau¢nog veca Instituta u vise saziva, ¢lan redakcionog odbora
Casopisa "Zastita bilja" i urednik iz oblasti fitofarmacije. Bio je ¢lan Drustva za
zastitu bilja Srbije.

Smréu Dr Antona Zabela struka zastite bilja izgubila je vrsnog stru¢njaka za
pesticide, radnici Instituta odanog prijatelja a porodica i rodbina vernog privrzeni-
ka lepoti zivljenja i harmoni¢nim porodi¢nim odnosima.

Neka mu je vecna slava i hvala.

Dr Porde Krnjaic¢



