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DROSOPHILA SUZUKII (MATSUMURA, 1931)
(DIPTERA: DROSOPHILIDAE), A NEW INVASIVE PEST IN SERBIA

IVO TOSEVSKI!, SLOBODAN MILENKOVIC?, OLIVER KRSTIC!,
ANDREA KOSOVAC!, MILJANA JAKOVLJEVIC!, MILANA MITROVIC!,
TATJIANA CVRKOVIC!, JELENA JOVIC!

!Institute for Plant Protection and Environment, Department of Plant Pests, Zemun
2Megatrend University, Faculty of Biofarming, Backa Topola,
e-mail:tosevski_ivo@yahoo.com

During October and November 2014, a survey was conducted in order to establish the pre-
sence of the invasive pest Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) on the territory of Serbia.
Survey revealed the presence of this fly in four districts (Rasinski, Mac¢vanski, Raski and
P¢injski), in sampled raspberry and blackberry ripe fruits, as well as in common fig and

grape. Collected fruits were used for the rearing of Drosophilid larvae to adults, which were

subsequently subjected to morphological and molecular characterization. The presence of
D. suzukii was confirmed in all surveyed districts, as well as in Zemun (City of Belgrade).
This is the first report of the highly invasive fruit pest D. suzukii on the territory of Serbia.

Key words: Drosophila suzukii, new invasive pest, Serbia

INTRODUCTION

Spotted wing drosophila (SWD) or Drosop-
hila suzukii (Matsumura, 1931) is a highly polyp-
hagous invasive species originating from South East
Asia. Expanding distribution in past several years
undoubtedly confirmed a high potential of this
species to disperse. The first record out of the na-
tive range is related with Hawaii islands where D.
suzukii colonized both islands during 1980 (Hauser,
2011). For the first time, D. suzukii was recorded in
North America at the beginning of autumn 2008 in
California, with rapid spread during 2009 along the
west coast of and deep penetration inside the main-
land, while in 2010, D. suzukii adults were recorded
along the east coast of United States, as well as in
Canada (Hauser, 2011).

Parallel to the events in North America, D.
suzukii was reported in 2008, first in Spain and
in the late autumn in Italy and France. Over the
following years, this species was reported in seve-
ral countries in Europe, confirming once again an

extraordinary fast ability of long distance dispersal
(Calabria et al., 2012; Mortelmans et al., 2012; Bau-
feld et al., 2010; Burrack et al., 2012). Subsequent
records of D. suzukii are related with Slovenia and
Croatia (Milek et al., 2011), Bosnia and Herzegovina
(Ostoji¢ et al., 2014) and Montenegro in 2014 (Ra-
donji¢, 2014, personal communication). In the short
period of time, D. suzukii became one of the worst
pests, particularly on berry and cherry fruits, while
the impact on vineyards is also of concern especially
in the temperate regions (Saguez, 2013).

A total of three Drosophila species are as-
cribed within the D. suzukii species subgroup of
Oriental distribution that phylogenetically belongs
to the Drosophila melanogaster species group: Dro-
sophila suzukii (Matsumura, 1931), D. pulchrella
Tan, 1949 and D. subpulchrella Takamori and Wata-
be, 2006. All three species are characterized by the
two black spots on male wings while female posse-
sses a pronounced serrated ovipositor (Takamori et
al., 2006). Thus far, D. suzukii is the only species of
the D. melanogaster group in Europe characterized



100

Ivo ToSevsKi et al.

by a serrated ovipositor present in females and spo-
tted wings present in males.

During October 2014, we received samples of
drosophoilid larvae from surroundings of the villa-
ge Vrdila (near Kraljevo, Raski district), with general
concern of raspberry producers that these larvae may
cause particular losses in raspberry and blackberry
plantations. Molecular analysis of the larvae confir-
med that larvae belong to the Drosophila suzukii.
Having in mind that the presence of SWD was not re-
ported for Serbia, a comprehensive survey was per-
formed during October and November to locate dis-
tribution of the new pest in the main regions where
cultivation of raspberry and blackberry is dominant
agricultural activity. Thus, results in this paper repre-
sent preliminary knowledge about the presence of
spotted wing drosophila Drosophila suzukii in Ser-
bia with its confirmed and predicted distribution.

MATERIAL AND METHODS
Insects sampling

The survey was conducted from the be-
ginning of October to the end of November 2014.
We have primarily collected ripe fruits of rasp-
berry, blackberries and grapevine from commer-
cial plantations or individual plants from Cen-
tral Serbia (village Latkovac, Rasinski district),
north-west Serbia (Zavlaka, Macanski district),
south-west Serbia (village Vrdila, Raski district),
while individual samples of raspberry and figs
fruit (Ficus carica, Moraceae) were collected from
south Serbia (Vranje, P¢injski district) and Zemun
(Territory of Belgrade) (Table 1). Taking into acco-
unt that the period of sampling was conducted in
late autumn and that outdoor temperature was too
low to identify SWD presence, we have concentra-
ted our sampling efforts on collecting rape fruits
that may contain D. suzukii larvae. Approximately
100 of ripe fruits per sample were collected and set
inside well ventilated plastic box (17 x 11 x 6 cm).
Subsequently the fruits were transferred into la-
boratory conditions for rearing at 24°C =1 in day/
night regime 16/8 hours. The emerged adults were
kept inside a rearing box for the following 3 days,
when collected by a mouth aspirator, and stored in
96% ethanol at 5-7 °C until morphological and mo-
lecular analysis.

Morphological and molecular identification of
Drosophila suzukii

Morphological identifications were taken un-
der a stereomicroscope Leica MS5, and confirmed
by a molecular analysis by sequencing the barco-
ding region of the cytochrome oxidase subunit 1
gene (COI) of the emerged adults from the particu-
lar sampling locality (Table 1).

Individual adults were punctured between
the 2nd and 3rd thoracic sternites, and total DNA
was extracted using the QIAGEN Dneasy® Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according
to the manufacturer’s instructions. The barcoding
region of the mitochondrial cytochrome oxida-
se subunit I gene (mtCOI) was amplified using the
primers (Folmer et al., 1994) LCO1490 (5’-GGT-
CAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) and HC02198
(5’-TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA-3’).

Polymerase chain reaction (PCR) was per-
formed in a 20 pL final volume containing Kapa
Biosystems High Yield Reaction Buffer A with 1.5
mM MgCl, (1x), an additional 2.25 mM of MgCl,,
0.6 mM of each ANTP, 0.5 pm of each primer, 1 U of
KAPATaqg DNA polymerase (Kapa Biosystems, Inc.,
Woburn, MA, USA) and 1 nL of DNA extract. PCR
cycles were carried out in a Mastercycler ep gra-
dient S (Eppendorf, Hamburg, Germany) applying
the following thermal steps for amplification of the
COI barcoding region: 95 °C for 5 min (initial dena-
turation), 35 cycles at 94 °C for 1 min, 54 °C for 1 min
(annealing), 72 °C for 1.5 min and a final extension
at 72 °C for 7 min. The amplified products of the mt-
COI gene were sequenced with the forward primer
only. The sequencing was performed on an ABI Pri-
sm 3700 automated sequencer using the commer-
cial services of Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).
Sequence of COI gene was deposited in the Gen-
Bank database under accession number KP233882).

RESULTS

According to our preliminary study, the pre-
sence of the D. suzukii was confirmed in all sam-
pled material from five districts in Serbia, i.e. from
Rasinski, Raski, Mac¢vanski, P¢injski and City of
Belgrade (Fig 1.). Sequence analysis of the selected
specimens from all districts where D. suzukii was
recorded, confirmed 100% identity of Serbian D.
suzukii with COI gene sequence HM636439 from
Spain (Calabria et al., 2012).
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Figure 1. Confirmed distribution of Drosophila
suzukii on the territory of Serbia in autumn 2014.
Slika 1. Potvrdeno rasprostranjenje Drosophila
suzukii na teritoriji Srbije u jesen 2014. godine.

In morphological sense, specimens of D.
suzukii do not differ from the specimens of this
species recorded in other parts of Europe. Adults
are approximately 2-3 mm in length with females
slightly larger than males. The females of D. suzukii
are habitually similar to D. melanogaster but com-
paring to latter, they possess a distinctly serrated
ovipositor (Fig. 2 - A, B) which allows them to break
the skin of healthy fruits. The males possessed pro-
nounced black sub-apical spot on the forewing (Fig.
2 - C). These two morphological characters clearly
distinguish D. suzukifrom other Drosophila species
distributed in Serbia.

The eggs of D. suzukii are white and glossy,
on average 0.6 x 0.2 mm wide with two subapical
dorsal appendages. There are three larval instars
that range in size 0.7 - 9 mm white to cream in colo-
ur with visible internal organs and cephalopharyn-
geal skeleton (Fig. 2 - D). The pupae of D. suzukii
are brown in color and about 3 mm long and by 1
mm wide with anterior spiracles on both sides of
the head (Fig. 2 - E).

In our collected material, D. suzukii was the

Figure 2. Drosophila suzukii, collected from the
village Latkovac, Aleksandrovac region (Rasinski
district): A - female; B - serrate ovipositor (detail);
C - male with typical black spots subapically; D -
L3 larvae insbide raspberry fruit; E - pupae.

Slika 2. Drosophila suzukii, sakupljena u selu
Latkovac, okolina Aleksandrovca (Rasinski okrug):
A - Zenka, B - nazubljena legalica; C - muzjak sa
tipi¢nim crnim ta¢kama na krilima; D - larve L3
stadijuma u plodu maline; E - lutke.

most abundant in Mac¢vanski district (Zavlaka) whe-
re 87 adults emerged from 100 raspberry fruits and
in Ragki district (Vrdila, Kraljevo) with 65 adults
from blackberry sample (Table 1). Taken together, D.
suzukii was a dominant species in our sampled ma-
terial from all surveyed districts, while presence of
other Drosophila species (D. melanogaster and D.
phalerata), especially in raspberry and blackberry
fruit samples was negligible (Table 1). In addition,
we frequently recorded presence of D. suzukii in
common fig fruits, where this species co-occurred
with D. simulans, D. melanogaster, D. immigrans,
D. phalerata and D. repleta (Table 1).

DISCUSSION

The preliminary distribution of the drosophi-
lid species sampled in the Serbian districts is given
in Table 1. It is worth noting that sampling period
for D. suzukii was not optimal for collection of more
precise data in regard to its frequency in the attacked
fruit. Consequently, obtained results led to conclu-
sion that this new pest is widely distributed in Ser-
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Table 1. Abundance of Drosophila species reared from the collected fruit samples on the territory of Serbia

during autumn 2014.

Tabela 1. Prisutnost vrsta Drosophila odgajenih na uzorcima voca na teritoriji Srbije u jesen 2014. godine.

Localit Total Emergence
ocatity GPS coordinate number of host fruit - :
(district) samples total number Drosophila species
(frequence)
D. suzukii (31)
raspberry 36 D. melanogaster (2)
D. phalerata (3)
D. suzukii (25)
raspberry 28 D. melanogaster (1)
D. phalerata (2)
&f;s‘ig:ﬁf) N43 30.127 E20 58.737, 748m D. suzukii (15)
blackberry 17 D. melanogaster (1)
D. phalerata (1)
D. suzukii (18)
blackberry 22 D. phalerata (4)
cae 4 D. suzukii (2)
grap D. melanogaster (2)
D. suzukii (22)
Aleksandrovac D. simulans (29)
P 43 27. E2102.2 fi
(Rasinski) N43 27.595 02.280, 378Mm common fig 68 D. phalerata (1)
D. repleta (1)
16 D. suzukii (15)
D. melanogaster (1)
raspberry 14 D. suzukii (14)
Latk 21 D. suzukii (21)
(Rz SIg:fzf) N43 30.127 E20 58.737, 748m 12 D. suzukii (12)
25 D. suzukii (25)
15 D. suzukii (15)
blackberry 10 D. suzukii (10)
8 D. suzukii (8)
25 D. suzukii (25)
Zavlak: ..
(Ma*‘évvjn:‘ki) N44 28.474 E19 28.994, 239m raspberry 87 D. suzukii (87)
42 D. suzukii (42)
(Mgggziski) N44 41.882 E19 37.034, 103m common fig 2 D. suzukii (2)
(M;?Vr;:ski) N44 39.555 E19 39.275, 140m common fig 3 D. suzukii (3)
. D. suzukii (61)
Ig‘:gg)" N43 42,520 E20 33.360, 256m blackberry 65 D. melanogaster (4)
blackberry 2 D. suzukii (2)
6 D. suzukii (6)
Zemun N44 51.320 E20 22.630, common fi D. suzukii (8)
(City of Beograd) 92m & 32 oo ur
D. immigrans (24)
D. suzukii (18)
(I}gﬂ}‘sjﬁn N42 33.150 E21 54.030, 467w common fig 75 D. melanogaster (22)

D. simulans (35)

bia, with populations established at altitude from
70-800m. Therefore, we expect that D. suzukii is
already present in several other important districts
in Serbia with predominant agricultural production
of raspberry and blackberry. Recorded widespread
of this invasive organism in Serbia is in concordance
with the fast spread across Western Europe and it is

of objective concern for further production of fruits
in regions where D. suzukii is established. Taking
into account the experience of other European co-
untries (Cini et al., 2012, EPPO), the presence of D.
suzukii consequently leads to serious changes in the
strategy of cultivation of the most targeted fruit cul-
tures, in the first place cherry, raspberry and blac-
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kberry. The territory of Serbia is especially suitable
for bio-ecological demands of D. suzukii because
of the temperate climate. In addition, cultivation of
raspberry and blackberry are main activities in hilly
regions in central and western part of Serbia. The-
refore, we expect that the new invasive Drosophi-
la species will substantially change the production
strategy of fruits in further period.
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(DIPTERA: DROSOPHILIDAE), NOVA INVAZIVNA VRSTA U SRBUJI
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Tokom oktobra i novembra 2014. godine, sprovedena su istrazivanja u cilju utvrdivanja pri-
sustva i rasprostranjenja invazivne Stetoc¢ine Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) na teri-
toriji Srbije. Prisustvo ove musice je utvrdeno u okviru Cetiri okruga (Rasinski, Mac¢vanski,
Raski, P¢injski), u uzorkovanim plodovima maline, kupine, smokve i grozda. Iz plodova su
odgajene Drozofilidne larve do adulta koji su zatim analizirani morfoloski i molekularno.
Prisustvo D. suzukii je utvrdeno na svim lokalitetima u okviru cetiri okruga, kao i na te-
ritoriji grada Beograda (Zemun). Ovo je prvi nalaz invazivne Steto¢ine voca D. suzukii na
teritoriji Srbije.

Kljucne reci: Drosophila suzukii, nova vrsta Stetocine, Srbija
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PENICILLIUM POLONICUM - PROUZROKOVAC PROPADANJA
LUKOVICA CRNOG LUKA U SKLADISTU
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Penicillium polonicum je ekonomski vazna gljiva sa Sirokim krugom domacina, ukljuc¢ujuci
zitarice, kikiriki, lukove, suSeno meso, citruse, jabuke i krtole jama. U januaru 2013. godine,
u skladistu na teritoriji Stare Pazove prikupljeni su uzorci lukovica crnog luka cv. Meranto sa
karakteristicnim simptomima plave truleZi. Iz obolelih lukovica dobijeni su izolati gljive ¢ija je
patogenost potvrdena inokulacijom zdravih lukovica. Na diferencijalnim podlogama izolati su
formirali dobro razvijene, guste kolonije, plavozelene boje sa belim obodom, karakteristi¢cnog
mirisa. Izolati nisu rasli na 37°C, dok je porast zabelezen na 5°C. Utvrdeno je da su izolati stvarali
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ciklopiazonsku kiselinu i druge alkaloide. Konidiofore izolata su bile terverticilate, stipe septi-

rane, tankih i glatkih zidova, a fijalide cilindri¢ne. Konidije su bile loptaste do elipsoidne, glatke
i formirale su se u dugim lancima. Sekvence dobijenih amplikona veli¢ine oko 800 bp dela
gena za B-tubulin su u MegaBLAST analizi pokazali najviSu sli¢nost od 99% sa sekvencama istog
regiona vrste P polonicum. Na osnovu morfolo$kih i molekularnih osobina kao prouzrokovac
propadanija lukovica crnog luka u skladistu identifikovana je gljiva P polonicum.

Kljucne reci: plava trulez, Allium cepa, identifikacija

UVOD

Crni luk (Allium cepa L.) je dvogodi$nja biljka
iz familije Alliaceae, koja je zahvaljujuci svojim po-
voljnim osobinama odavno nasla mesto u ljudskoj
ishrani (Miladinovi¢ i sar., 1997; Pevi¢ i sar., 2004).
Prema svetskoj godis$njoj proizvodnji od 47 miliona
tona, proizvodnja crnog luka je na tre¢em mestu,
odmah iza paradajza i kupusa (Devi¢ i sar., 2004). U
nasoj zemlji je proizvodnja crnog luka Siroko raspro-
stranjena i glavni proizvodni centri su severni Banat
i Backa, Podrinje, okolina Prizrena, Pirota i Beograda
(Miladinovi¢ i sar., 1997).

Kao najc¢eséi prouzrokovaci propadanja i tru-
ljenja lukovica u skladiStu, navode se sledece vrste
fitopatogenih gljiva: Aspergillus niger, A. alliace-
us, Fusarium solani, F. oxysporum, Botrytis allii,
B. cinerea, Rhizopus microsporus, R. stolonifer,
Colletotrichum circinans, C. dematium f. sp. cir-
cinans i Penicillium spp. (Schwartz and Mohan,
2008; Pitt and Hocking, 2009). ViSe vrsta iz roda

Penicillium mogu prouzrokovati plavu trulez ili
plesnivost crnog luka, uklju¢ujudi P. aurantiogri-
seum, P. citrinum, P. digitatum, P. expansum, P.
hirsutum, P. funiculosum i P. oxalicum (Schwartz
and Mohan, 2008).

Penicillium polonicum K. Zaleski je ekon-
omski vazna aerobna gljiva sa Sirokim krugom
domacina, ukljuc¢ujudi zitarice, kikiriki, lukove,
suseno meso, citruse, jabuke i krtole jama (Frisvad
and Samson, 2004; Andersen and Thrame, 2006;
Kim et al., 2008). Ova vrsta stvara sekundarne me-
tabolite, medu kojima su Stetni mikotoksini: peni-
cilinska kiselina, verukozidin i nefrotoksi¢ni gliko-
peptidi (Frisvad and Samson, 2004).

S obzirom da su u Srbiji, zabelezene lukov-
ice sa simptomima plave truleZi, koje su izazvale
ekonomske gubitke (Duduk et al., 2014), cilj ovog
rada bio je identifikacija uzro¢nika propadan-
ja luka u skladistu na osnovu morfoloskih i
molekularnih osobina u cilju potvrde njegovog
prisustva u Srbiji.
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MATERDAL I METODE
Uzorkovanje i izolacija

U januaru 2013. godine, lukovice crnog luka
(cv. Meranto) sa simptomima trulezi prikupljene su
iz skladista u Staroj Pazovi. Izolacija je uradena pre-
noSenjem isecaka tkiva iz unutra$njosti trulih luko-
vica ili direktnim nanoSenjem spora u Petri kutuje sa
krompir dekstroznim agarom (KDA). Nakon 7 dana
inkubacije na sobnoj temperaturi, razvijene kolonije
su presejane u ¢iste kulture iz kojih su metodom iscr-
pljivanja dobijene monosporijalne kulture.

Provera patogenosti

Patogenost dobijenih izolata proverena je ve-
Stackom inokulacijom po deset zdravih lukovica
crnog luka sorte Meranto. Lukovice su oprane de-
terdzentom, isprane sterilnom vodom i zatim povr-
Sinski sterilisane alkoholom. Pripremljene lukovice
su postavljene u sterilisane posude u kojima je bio na-
vlaZeni filter papir. Na lukovicama su napravljene po-
vrede (5x10 mm) u koje je uneto po 50 nl suspenzije
konidija, koncentracije 10° konidija/ml, dobijenih iz
10 dana starih kultura odgajanih na KDA. U povrede
na kontrolnim lukovicama unes$eno je 50 nl sterilne
destilovane vode. Inokulisane i kontrolne lukovice su
inkubirane pri visokoj relativnoj vlaznosti i tempera-
turi od 22°C. Iz simptomati¢nih lukovica reizolovana
je gljiva radi potvrdivanja Kohovih postulata.

Morfoloske karakteristike

Kod odabranih izolata iz lukovica crnog luka
(L1aiL4p) ispitivane su makroskopske i mikroskopske
morfoloske odlike. Makroskopske odlike kolonije su
pracene na KDA podlozi i na tri diferencijalne pod-
loge: Capekov agar sa kvas¢evim ekstraktom (CYA),
sladni agar (MEA) i kvasc¢ev agar sa saharozom (YES).
Podloge su zasejavane suspenzijom spora iz 10 dana
starih kultura. Suspenzija spora je dobijena nalivan-
jem kultura sterilnom vodom u koju je dodat Tween
20 (Sigma) do koncentracije 0,01%. Po 5 nl suspenzije
konidija je naneto na tri mesta na podlozi. Inokulisane
podloge su inkubirane 7 dana na 25°C. Na CYA podlozi
porast i izgled kolonija pracen je i na temperaturama
5°C i 37°C. Eksperiment je izveden u 3 ponavljanja za
svaku podlogu i temperaturu.

Mikroskopske odlike (izgled penicilla, stipa i
fijalida, oblik, veli¢ina i na¢in formiranja konidija) su
posmatrane u kulturama starim 10 dana odgajenim
na KDA podlozi. Mikroskopski preparati pravljeni
su po metodi Pitt and Hocking (2009) i posmatrani

pod svetlosnim mikroskopom (Leica DMLS). Mere-
no je po 50 konidija po izolatu.

Ehrlich-ov test

Ehrlich-ovim testom, koriS¢enjem filter pa-
pir metode (Lund, 1995) ispitivana je proizvodnja
ciklopiazonske kiseline i drugih alkaloida dobijenih
izolata. Iz izolata gajenih 7 dana na CYA podlozi ise-
¢eni su fragmenti kolonije pre¢nika 10 mm na koje
je postavljen filter papir natopljen Ehrlich-ovim re-
agensom (2g 4-dimetil aminobenzaldehid + 85 ml
96% etanola + 15ml 10 NHCI). Nakon 2 minuta pra-
¢ena je promena boje na filter papiru.

DNA ekstrakcija, amplifikacija gena
za B-tubulin i sekvenciranje

Ekstrakeija nukleinskih kiselina dobijenih izo-
lata uradena je po CTAB metodi koju su opisali Day and
Shattock (1997) iz kultura starih 10 dana, odgajenih na
KDA podlozi. Molekularna identifikacija je izvrSena na
osnovu gena za B-tubulin, koriS¢enjem prajmera Bt-
LEV-Up4 i Bt-LEV-Lo1 (De Jong et al., 2001) metodom
lancane reakcije polimeraze (PCR). Uslovi izvodenja
PCR metode obuhvatili su pocetnu denaturaciju na
94°C 3 min, 30 ciklusa (94°C 60 s, 60°C 60 s, 72°C 60
s) i zavr$no izduzivanje na 72°C 10 min.

Po 5 pl amplifikovanog produkta ispitivanih izola-
ta i kontrole vizuelizovano je u 1,5% agaroznom gelu. Ko-
riS¢en je GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas). Gel
je obojen vodenim rastvorom etidijumbromida (0,5 ng/
ml) i posmatran na transiluminatoru. Pozitivnom reak-
cijom smatrana je pojava amplikona veli¢ine oko 800 bp.

Dobijeni Bt-LEV-Up4/Bt-LEV-Lol amplikoni
su direktno sekvencirani u oba smera pomocu praj-
mera koriS¢enih u amplifikaciji. Sekvence su spoje-
ne koris¢enjem kompjuterskog programa Pregap4 u
okviru Staden paketa (Staden et al., 2000). Nukleo-
tidne sekvence dela gena za B-tubulin su deponovane
u GenBank bazu podataka. Poredenje sli¢nosti dobi-
jenih sekvenci sa sekvencama u NCBI bazi podataka
uradena je koriS¢enjem MegaBlast algoritma.

REZULTATI
Simptomi bolesti

Na prikupljenim lukovicama crnog luka sorte
Meranto su se ispoljavali simptomi trulezi. Tkivo je bilo
mekano, svetlo smede do sive boje. Prisustvo sporula-
cije plavozelene boje uoc¢avalo se na povrsini zarazenih
lukovica, posebno u predelu stabla, kao i u unutras-
njosti lukovica, izmedu razmeksalih listova (Slika 1).
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Slika 1. Plavozelena trulez lukovica crnog luka cv.
Meranto.

Figure 1. Onion bulb cv. Meranto with blue mold
symptoms.

Slika 2. Plavozelena trulez na vestacki inokulisa-
nim lukovicama crnog luka cv. Meranto.

Figure 2. Blue mold on artificially inoculated onion
bulbs cv. Meranto.

Provera patogenosti

Na inokulisanim lukovicama, nakon 30 dana
inkubacije, razvili su se tipi¢ni simptomi plave trulezi,
dok su kontrolne lukovice ostale bez simptoma. Oko
mesta inokulacije uocena je sporulacija gljive karakteri-

Slika 3. Makroskopske osobine izolata na CYA (A
lice, B nali¢je kolonije) i YES podlozi (C lice, D na-
li¢je kolonije) posle 7 dana inkubacije na 25°C.
Figure 3. Colony morphology on CYA (A front, B
reverse) and YES (C front, D reverse) medium after
7 day of incubation at 25°C.

Slika 4. Izgled konidiofora i konidija ispitivanih
izolata.

Figure 4. Conidiophores and conidia of tested
isolates.

sti¢ne plavozelene boje. Tkivo lukovica ispod spoljasnjih
ljuspi je bilo meko, vodenasto i svetlo smede do sive boje
na popre¢nom preseku (Slika 2). Reizolacijom iz inoku-
lisanih lukovica dobijene su kulture koje su po svojim
morfoloskim osobinama bile iste kao i izolovana gljiva,
¢ime su zadovoljeni Kohovi postulati.
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Morfoloske i biohemijske karakteristike

Izolati L1a i L4p su na podlogama formirali
belu miceliju, u okviru koje je doslo do obilne spo-
rulacije plavozelene boje. Nakon 7 dana inkubacije
na 25°C, kolonije izolata su na KDA, CYA, MEA, kao
i YES podlozi bile dobro razvijene, guste, plavozele-
ne boje sa belim obodom, karakteristi¢cnog mirisa.
Na KDA i MEA podlozi izolati su formirali somotaste
kolonije, dok su na CYA i YES podlozi kolonije bile
radijalno naborane. Na CYA podlozi je uoc¢eno for-
miranje providnog eksudata u kulturi. Nali¢je kolo-
nija na CYA i YES podlozi je bilo krem do zZuto-braon
boje (Slika 3). Pre¢nik kolonije na KDA podlozi je
iznosio 29,89 = 0,96 mm za izolat Lla, a 26 = 0,37
mm za izolat L4p; na CYA podlozi 32,56 = 0,53 mm
za izolat Lla i 30,11 + 2,42 mm za izolat L4p; i na
KDA podlozi 33,86 + 1,59 mm za izolat Lla i 31,17
+ 1,83 mm za izolat L4p. Primeceno je da izolati na
CYA podlozi ne rastu na 37°C, dok je porast zabele-
zen na 5°C.

Konidiofore izolata su bile terverticilate, stipe
septirane, tankih i glatkih zidova, a fijalide cilin-
dri¢ne. Konidije su loptaste do elipsoidne, glatke i
formirale su se u dugim lancima. Dimenzije koni-
dija izolata Lla su iznosile 2,87-(3,58)-4,39 x 2,53-
(3,16)-3,79 nm, a izolata L4p 2,72-(3,26)-3,82 x
2,36-(2,95)-3,42 pm.

Utvrdeno je da izolati iz lukovica crnog luka
u Ehrlich-ovom testu na filter papiru daju pozitivnu
reakciju, pojavom ljubicastog prstena, Sto govori da
stvaraju ciklopiazonsku kiselinu i druge alkaloide.

Molekularna analiza

PCR produkti veli¢ine oko 800 bp dobijeni su
u oba analizirana izolata kori$¢enjem Bt-LEV-Up4 i
Bt-LEV-Lol prajmera. Kod negativne kontrole nije
doslo do amplifikacije. Nakon sekvenciranja PCR
produkata izolata Lla i L4p, dobijene nukleotid-
ne sekvence su deponovane u NCBI bazu podataka
pod pristupnim brojevima KJ570971 za izolat Lla i
KJ570972 za izolat L4p. MegaBLAST analizom utvr-
deno je da su dobijene sekvence dela gena za p-tu-
bulin ispoljile najvecu sli¢nost od 99% sa sekvenca-
ma istog regiona vrste P. polonicum.

DISKUSDJA

Crni luk se odlikuje izrazitom nutritivnom
vredno$¢u i vrlo je znacajna povrtarska kultura,
kako u svetu tako i kod nas. Koristi se u svezem sta-
nju kao salata, kuvan ili u smesi sa suvim povréem

kao zacinski dodatak jelima. Lukovice crnog luka se
mogu ¢uvati posle vadenja i mnogi faktori mogu da
uti¢u na duzinu njihovog ¢uvanja. Uspesnost skla-
diStenja lukovica crnog luka zavisi od osobina sorte,
temperature i relativne vlaznosti vazduha u skladis-
nom prostoru, kao i od zdravstvenog stanja i meha-
nickih ostecenja (Devic¢ i sar., 2004). Biljne bolesti
mogu smanjiti prinose lukovica crnog luka u toku
vegetacije, ali je njihov znac¢aj mnogo veci za vreme
¢uvanja (Pitt and Hocking, 2009).

Tokom 2013. godine, zabeleZzeni su ucestali
simptomi trulezi lukovica crnog luka u skladistu u
Staroj Pazovi, odakle su sakupljene simptomati¢ne
lukovice u cilju utvrdivanja etiologije propadan-
ja. Dobijeni patogeni izolati gljive su okarakterisani
na razli¢itim podlogama. Na osnovu izgleda i boje
kolonija, prisustva plodonosnih tela, eksudacije,
mirisa i odlika nali¢ja kolonija, kao i mikroskopskih
odlika reproduktivnih organa, izgleda penicilla, stipa
i oblika i veli¢ine konidija, a poredenjem sa litera-
turnim podacima izolati su identifikovani kao P. po-
lonicum (Frisvad and Samson, 2004). Utvrdeno je da
izolati stvaraju ciklopiazonsku kiselinu i druge alka-
loide, $to je takode karakteristika P. polonicum (Fris-
vad and Samson, 2004). Molekularna analiza izolata
zasnovana na delu gena za B-tubulin, potvrdila je
pripadnost izolata iz crnog luka vrsti P polonicum.

P. polonicum je na luku opisan u Danskoj
(Frisvad and Samson, 2004), ali nema podataka o
njegovoj zastupljenosti i ekonomskom znacaju u
toku ¢uvanja lukovica crnog luka. Istrazivanja spro-
vedena u nasoj zemlji potvrdila su destruktivne
simptome koje P. polonicum izaziva na lukovicama
crnog luka. Pored toga, P. polonicum spada u gru-
pu mikotoksigenih gljiva i zabelezeno je da viSe od
91% izolata stvara potencijalno neurotoksi¢ni veru-
kozidin (Lund and Frisvad, 1994). Nefrotoksini koje
luci P. polonicum dovode se u vezu i sa balkanskom
endemskom nefropatijom (Mantle, 2002; Frisvad
and Samson, 2004). Prisustvo ove gljive upucuje na
znacajnost ispitivanja zastupljenosti ove vrste, kao i
drugih toksigenih vrsta roda Penicillium u uslovi-
ma skladistenja lukovica crnog luka. Sirok krug
domacina, koji obuhvata razlicite biljne i animalne
proizvode (Nunez et al., 2000; Frisvad and Sam-
son, 2004; Andersen and Thrame, 2006; Kim et al.,
2008), govori o potencijalnoj opasnosti od kontami-
nacije mikotoksinima koje P. polonicum stvara.
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SUMMARY

PENICILLIUM POLONICUM - CAUSAL AGENT
OF ONION BULB DECAY IN STORAGE
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e-mail: natasadukic@yahoo.com

Penicillium polonicum is an economically important fungal species with a wide host range
which includes cereals, peanuts, onions, dried meats, citrus, apple, and yam tubers. Oni-
on bulbs cv. Meranto with blue mold symptoms have been collected, in a storage facility
in Stara Pazova during 2013. Fungal isolates were obtained from decayed bulbs and their
pathogenicity was proven after wound inoculation of healthy onion bulbs. On differen-
tial media the isolates formed velutinous, green blue colonies with a white margin and a
characteristic odor. The isolates grew at 5 C while no growth was observed at 37 C. Isolates
produced cyclopiazonic acid and other alkaloids. Conidiophores of isolates were terverti-
cillate, stipes were septate with smooth to finely roughened walls, and phialides were am-
pulliform. Conidia were globose to subglobose, smooth-walled, and borne in columns. The
nucleotide sequences of amplified products (¢800 bp) for partial B-tubulin gene showed
in MegaBLAST search analysis a 99% similarity with several sequences of P. polonicum.
Based on morphological and molecular features isolates obtained from stored onion were
identified as P. polonicum.

Key words: blue mold, Allium cepa, identification
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FUSARIUM SPP. - PATOGENI SEMENA NEVENA
(Calendula officinalis L.) U SRBIJI

DANIJELA RISTIC, SNEZANA PAVLOVIC, NENAD TRKULJA,
ERIKA PFAF DOLOVAC, NENAD DOLOVAC, MIRA STAROVIC

Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd
e-mail: risticdaca@yahoo.com

Tokom 2013. godine, na dva lokaliteta komercijalne proizvodnje nevena u Panc¢evu i Plandistu,
prikupljeno je 14 uzoraka zarazenog semena gajenog nevena i analizirano na prisustvo fitopato-
genih gljiva. U svim uzorcima semena, ustanovljena je slabija klijavost i znac¢ajan stepen zaraze
fitopatogenim gljivama iz roda Fusarium, 2-8%. Iz zaraZzenog semena izolovane su monospori-
jalne kulture, ¢ija je patogenost potvrdena pojavom simptoma na vestacki inokulisanim klijanci-
ma nevena, a na osnovu morfoloskih svojstava identifikovane su kao Fusarium verticillioides
i Fusarium cf. incarnatum. Molekularna detekcija obavljena je primenom PCR i amplifikacije
proteinskog gena TEF-la. Dalja istrazivanja obuhvatice primenu molekularne identifikacije,
do nivoa vrste uz odredivanje tacnog taksonomskog mesta izolata iz Srbije patogenih za neven
poredenjem sa drugim izolatima i vrstama roda Fusarium spp. u svetu.

Kljuéne reci: Fusarium spp., molekularna detekcija, morfoloske osobine,test patogenosti, neven

UVOD

Neven (Calendula officinalis L., fam. Astera-
ceae) je poznata lekovita biljka mediteranskog po-
drucja koja se, kao ukrasna biljka, ¢esto gaji i Sirom
Evrope. Neven od davnina ima viSestruku upotrebu
u narodnoj medicini gde se koristi kao lekovito sred-
stvo, ispoljavajuci znacajno antibakterijsko i antiviru-
sno dejstvo. Upotreba biljnih ekstrakata nevena u bi-
oloskoj kontroli mnogih biljnih patogena intenzivno
se ispituje i pokazuje obecavajuce rezultate. lako se
neven koristi kao lekovito sredstvo, kao i svaka biljna
vrsta, osetljiv je na viSe prouzrokovaca biljnih bolesti.
Mnoge biljne bolesti mogu znac¢ajno smanjiti kvalitet
i prinos cvetova nevena, ali najznacajnije su fitopato-
gene gljive iz rodova: Alternaria, Fusarium, Sphae-
rotheca, Botryotinia, Peronospora i Phytophtora.
Mikopopulacija semena lekovitih biljaka je brojna,
a vrste iz rodova Alternaria i Fusarium uglavnom
preovladuju (Pavlovi¢ i Drazi¢, 2000; Pavlovi¢ i sar.,
2000; Pavlovi¢, 2001; Pavlovi¢ i sar., 2006; Pavlovi¢ i
sar., 2007; Starovic i sar., 2012). Medutim, za razliku
od Siroko gajenih poljoprivrednih, ukrasnih i drugih
biljaka, o bolestima nevena ima malo podataka u li-
teraturi. Na nevenu u Srbiji ustanovljeno je prisustvo

Alternaria alternata (Risti¢ i sar., 2011) i Fusarium cf.
incarnatum (Risti¢ i sar., 2011a).

Osnovni cilj sprovedenih istrazivanja bio je
da se izolati iz semena nevena identifikuju prime-
nom konvencionalnih metoda, prou¢avanjem mor-
foloskih svojstava, kao i primenom molekularnih
metoda detekcije, amplifikacijom kodirajuceg pro-
teinskog gena TEF-1a, $to predstavlja uvodenje no-
vih perspektiva u proucavanje fitopatogenih gljiva iz
semena nevena u Srbiji.

MATERIJAL 1 METODE

Sakupljanje uzoraka semena nevena i izolacija
patogena

Tokom 2013. godine, na dva lokaliteta komerci-
jalne proizvodnje nevena u Vojvodini, Panc¢evu i Plan-
distu (Juzno Banatski okrug), prikupljeno je 14 uzora-
ka zarazenog semena gajenog nevena. Seme svakog
uzorka (100 semena x Cetiri ponavljanja) ispirano je 2
h pod mlazom ¢esmenske vode, povrsSinski sterilisano
u 2% rastvoru natrijum-hipohlorita (NaOCI, komerci-
jalna varikina) u trajanju od 2 min i ispirano dva puta
u sterilnoj vodi (Singh et al. 1991). Povrsinski sterilisa-
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no seme nano$eno je na podlogu krompir-dekstrozni
agar (potato dextrose agar, PDA) i inkubirano sedam
dana pri 25°C i fotoperiodu od 12 h. Kolonije koje su
se razvile oko semena nakon inkubacije preliminarno
su identifikovane do nivoa roda na osnovu makro-
skopskih i mikroskopskih svojstava, $to je posluzilo
za odredivanje nivoa zaraze i ucestalosti njihovog pri-
sustva. U cilju dobijanja ¢istih kultura, nakon sedam
dana razvoja inicijalnih kolonija izvrSena je monospo-
rijalna izolacija gljiva na novu PDA podlogu.

Provera patogenosti

Test provere patogenosti svih dobijenih monos-
porijalnih izolata obavljen je u uslovima staklenika na
klijancima nevena u fazi nicanja. Inokulacija biljaka
obavljena je zalivanjem suspenzijom konidija (1 x 10°ko-
nidija/ml) pripremljene od kultura odabranih izolata
starih sedam dana, koje su odgajane na PDA podlozi pri
temperaturi od 25°Ci fotoperiodu od 12 h. Sa 10 ml tako
pripremljene supenzije od svakog izolata inokulisano je
po 5 biljaka, a kao negativna kontrola koriSc¢eni su kli-
janci nevena u sterilnom zemljiStu bez suspenzije spora.
U cilju obezbedenja uslova povisene vlaznosti, biljke su
po inokulaciji pokrivane PVC folijom koja je nakon dva
dana uklonjena. Pojava simptoma pracena je svakod-
nevno do 14 dana posle inokulacije.

Morfoloske karakteristike

Identifikacija na osnovu morfoloskih makro-
skopskih i mikroskopskih svojstava obavljena je na
hranljivim podlogama prema kriterijumima Sum-
merell et al. (2003). Proucavanje makroskopskih
svojstava obuhvatilo je pra¢enje brzine rasta, izgleda
kolonije, lu¢enje pigmenata na PDA podlozi i formi-
ranje plodonosnih tela. Ispitivanje mikroskopskih
svojstava reproduktivnih organa obuhvatilo je utvr-
divanje tipa konidiofora ili fijalida, oblika i dimenzija
makrokonidija, kao i prisustva ili odsustva mikroko-
nidija i hlamidospora prema metodi Burgess et al.
(1994). Kulture izolata starosti 10-14 dana, odgajene
na selektivnu podlogu sa sterilnim fragmentima li-
sta karanfila (carnation leaf piece agar, CLA) pri 25°C
i fotoperiodu od 12 h direktno su mikroskopirane i
prosekom obracunatim za najmanje 100 ponovljenih
merenja, odredivana je duzina i Sirina konidija.

Molekularna detekcija

Metoda lancane reakcije polimeraze (poly-
merase chain reaction, PCR) primenjena je u cilju
molekularne detekcije i identifikacije Fusarium spp.
poreklom iz semena nevena i potvrde rezultata dobi-

jenih konvencionalnim metodama. Za ova ispitivanja
odabrana su dva izolata N1 (Pancevo) i N2 (Plandiste)
dobijena iz zaraZzenog semena nevena kojima je pot-
vrdena patogenost, a koja su prethodno okarakteris-
ana na morfoloSkom nivou. Ekstrakcija ukupne DNK
obavljena je iz micelije ¢iste kulture patogena odga-
jenog na te¢noj PB (potato broth) podlozi, korisc¢en-
jem komercijalnog kita DNeasy Plant Mini Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany), po uputstvu proizvodaca.
PCR reakcija obavljena je sa parom prajmera EF1/
EF2 (Geiser et al. 2004) koji omogucavaju selektivno
umnozavanje kodirajuceg proteinskog gena TEF-1a.
PCR reakcija obavljena je u radnoj zapremini od 25
ul, koriséenjem 12,5 pl 2X PCR Master miksa (Fer-
mentas, Lithuania), 9 jil RNase-free vode, po 1,25 nl
svakog prajmera (100 pmol/ul) i 1 pl ekstrahovane
ukupne DNK. Kao negativna kontrola koriS¢ena je
RNase-free voda koja je dodata u pripremljenu PCR
smesu umesto ciljane DNK. PCR reakcija je izvede-
na pri slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija
nukleinskih kiselina 2 min na 94°C; 35 ciklusa koji
se sastoje od denaturacije 1 min na 94°C, hibridizacije
1 min s na 55°C, elongacije 2 min na 72°C, praceno
finalnom elongacijom na 72°C u trajanju od 10 min.

Vizuelizacija umnozenih produkata PCR
reakcija obavljena je elektroforetskim razdvajanjem
nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 1 x TBE
puferu, bojenjem Midori Green DNA Stain (Nippon
Genetics) i posmatranjem pod UV-transiluminato-
rom. Za odredivanje veli¢ine umnozenog ampliko-
na koriséen je marker MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania). Pozi-
tivnom reakcijom smatrana je pojava traka produk-
ta ocekivane veli¢ine oko 700 bp.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Izolacija patogena, provera patogenosti i
konvencionalna identifikacija

Tokom pregleda 14 uzoraka semena poreklom
iz komercijalnih useva nevena u Panc¢evu i Plandistu
2013. godine, ustanovljen je znac¢ajan stepen zaraze fi-
topatogenim gljivama iz roda Fusarium, 2-8%. Sli¢an
nivo zaraze semena nevena sa Fusarium (2-6%) za-
belezen je od strane Risti¢ i sar. (2011b). Prilikom
izolacije, na osnovu morfoloskih karakteristika izdvo-
jeno je 19 monosporijalnih izolata (Slika 1a), poreklom
iz svih 14 uzoraka semena, a koji su po morfoloSkim
karakteristikama odgovarali vrstama roda Fusarium.

U uslovima vestacke inokulacije klijanaca nev-
ena reprodukovani su simptomi prirodne infekcije.
U pocetku razvoja simptoma uocene su jasno vidljive
promene boje vaskularnog tkiva i primarnog kore-
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Slika 1. Fusarium spp: a) izolacija patogena iz seme-
na na PDA; b) vestacki zarazeni klijanci nevena; ¢)
Izolat N1: izgled kolonije; d) makro- i mikrokonidi-
je; e) Izolat N2: izgled kolonije; f) makrokonidije.
Figure 1. Fusarium sp p: a) isolation of the pathogen
from seed on PDA media; b) artificially inoculated
calendula seedlings; c) isolate N1: appearance of
colonies; d) macro- and microconidia; e) isolate
N2: appearance of colonies; f) macroconidia.

na i to 3-5 dana nakon inokulacije. Ve¢ nakon pet
dana od inokulacije doslo je do suSenja kotiledona,
usporenog rasta i zakrzljavanja klijanaca (Slika 1b).
Iz svih inokulisanih biljaka nevena sa simptomima,
uspesno je izvrSena reizolacija patogena primenom
istih metoda kao i pri izolaciji. Na biljkama koje su
kao negativna kontrola tretirane sterilnom vodom
umesto suspenzijom konidija, nije doSlo do pojave
simptoma, niti bilo kakvih promena.

Nakon provere patogenosti, pristupilo se pre-
liminarnoj morfoloskoj karakterizaciji svih mono-
sporijalnih izolata koji su ispoljili razli¢ita svojstva.
Proucavana morfolo$ka svojstva izolata Fusarium
spp. izolovanih iz semena nevena u Srbiji, pruzila su
stabilnu moguc¢nost za njihovo razlikovanje. Kako
vrste roda Fusarium variraju u morfoloskim svo-
jstvima, narocito po obliku i veli¢ini makrokonidi-
ja, nac¢inu obrazovanja mikrokonidija, obrazovanju
hlamidospora ili boji kolonija, u istrazivanja su ukl-
jucene dve hranljive podloge u cilju proucavanja nji-
hove promenljivosti. Za detaljno proucavanje mor-
foloskih svojstava odabrana su dva reprezentativna

700 bp

Slika 2. Elektroforetska analiza PCR proizvoda
dobijenih koris¢enjem para prajmera EF1/EF2.
Kolone: M- MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fer-
mentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 1- izolat
N1; 2- izolat N2; B-negativna kontrola (PCR smes$a
sa Rnase-free vodom).

Figure 2. Electrophoretic analysis of PCR prod-
ucts obtained using primer pair EF1/EF2. Lanes:
M - Mass-Ruler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmgH, Lithuania); 1 - isolate N1; 2 - iso-
late N2; 3 - negative control (PCR mix with Rnase-
free water).

izolata N1 i N2 ¢ije kolonije odgovaraju opisu fito-
patogenih gljiva roda Fusarium. Kolonije reprez-
entativnog izolata N1 koji je ukazao na sli¢nost sa
vrstom E verticillioides, ispoljile su brz i ravnomer-
an porast na PDA podlozi dostizuéi pre¢nik od 8 cm
nakon sedam dana inkubacije pri 25°C. Vazdusna
micelija je gusta, pamucasta, bele ili sivkastoljubi-
caste boje (Slika 1c). Na CLA podlozi makrokonidije
su prave do umereno srpaste, tankih zidova, duge i
uske sa 3-5 poprecnih pregrada, veli¢ine 21,5-77,0 x
4,0-4,5 pm. Vrsne ¢elije su neznatno suZene i sav-
ijene, dok su bazalne karakteristi¢cnog oblika sto-
pala. Mikrokonidije su obrazovane iz monofijalida
u vidu duzih ili kra¢ih nizova, rede laznih glavica.
Mikrokonidije su obi¢no jednocelijske, hijalinske,
oblika palice, naj¢eS¢e neseptirane, ili sa 1-2 po-
pre¢ne pregrade, veli¢ine 11,0-17,5 x 3,7-3,8 (Slika
1d). Prisustvo hlamidospora nije ustanovljeno. Pri-
sustvo vrste E verticillioides, do sada, je utvrdeno
na belom slezu, kantarionu, zutoj lincuri, Zalfiji i
bosiljku u Srbiji (Pavlovi¢ i sar., 2007a; Pavlovi¢ i
sar., 2010; Starovi¢ i sar., 2012).
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Kolonije reprezentativnog izolata N2 koji je
morfoloski slican sa vrstom F cf. incarnatum, is-
poljile su brz i ravnomeran porast na PDA podlozi,
pre¢nika 7 cm nakon sedam dana inkubacije pri
25°C. Vazdusna micelija je obilna, pamucasta, bela,
zutosmeda do narandZasta, blago talasastih ivica
(Slika 1e). Kulture izolata su nakon pet dana razvoja
na CLA podlozi formirale makrokonidije, vretenas-
to-kopljaste, blago savijene postepeno suzene pre-
ma krajevima sa 3-5 poprec¢nih pregrada, dimenzija
20,5-62,0 x 3,5-4,1 pm. Makrokonidije se formiraju
na polifijalidama u narandZastim sporodohijama
i na micelliji nakon ¢etiri dana inkubacije (Slika
1f). Sve morfoloske makroskopske i mikroskopske
osobine u potpunoj su saglasnosti sa rezultatima
navedenim u literaturi (Aoki & O’Donnell, 1999;
Schmale et al., 2005, 2006; Levic, 2008).

Molekularna detekcija

Molekularna metoda PCR uspes$no je prime-
njena za detekciju ispitivanih izolata Fusarium spp.
uz koris$¢enje prajmera EF1/EF2. Kod odabranih izo-
lata N1 i N2 uspesno je doslo do amplifikacije prote-
inskog gena za TEF-1a uz prisustvo trake procenje-
ne veli¢ine oko 700 bp (Slika 2). U svim reakcijama
do amplifikacije nije doSlo kod negativne kontrole
(PCR smesa sa RNase free vodom).

Zbog visoke osetljivosti i specifi¢nosti, mole-
kularne metode predstavljaju zna¢ajno poboljsanje
u dijagnostici oboljenja koje prouzrokuju fitopatoge-

ne gljive. PCR metoda koju odlikuje jednostavnost i
velika pouzdanost postala je jedna od vodecih i naj-
¢eSc¢e koriScenih metoda u detekciji fitopatogenih
gljiva. Univerzalni prajmeri EF1/EF2 koji amplifiku-
ju barkoding region TEF-1a gena kod svih poznatih
vrsta roda Fusarium (Summerell et al., 2003; Geiser
et al., 2004; Kristensen et al., 2005), pokazali su se
pogodnim za identifikaciju ispitivanih izolata, kao i
kod mnogih drugih rodova fitopatogenih gljiva.

Bez obzira $to je u literaturi opisano da bilj-
ke nevena ispoljavaju negativno delovanje na razvoj
brojnih rodova gljiva, ukljuc¢ujuéi i neke vrste iz
roda Fusarium, rezultati dobijeni u ovom radu po-
kazuju da postoje genotipovi u populaciji ovih gljiva
koji mogu da ugroze semensku proizvodnju nevena.
Brz razvoj simptoma na inokulisanim klijancima i
propadanje biljaka ukazuju da je potrebno obratiti
paznju na zdravstveno stanje semena nevena. Mada
su navodi o bolestima nevena uopS$te, pa i onim
izazvanim gljivama iz roda Fusarium malobrojni,
narocito u Srbiji (Risti¢ i sar., 2011a,b), ipak se ove
gljive nalaze na vrhu liste znac¢ajnih prouzrokovaca
bolesti nevena i identifikovane su u prirodnim zara-
zama u svetu (Dogra et al., 1978; Narayanappa and
Soli, 1985; Popenoe, 1989).
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SUMMARY

FUSARIUM SPP. - PATHOGENS OF CALENDULA SEED

(Calendula officinalis L.) IN SERBIA

DANIJELA RISTIC, SNEZANA PAVLOVIC, NENAD TRKULJA,
ERIKA PFAF DOLOVAC, NENAD DOLOVAC, MIRA STAROVIC

Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade
e-mail: risticdacaZyahoo.com

During 2013, 14 samples of infected seed grown calendula were collected from two comer-
cially grown crops in the localities in Panc¢evo and PlandiSte and analyzed for the presence
of plant pathogenic fungi. In all samples of seeds, weaker germination and a significant
seed infection ranging from 2-8%, with phytopathogenic fungi of the genus Fusarium,
was found. From the infected calendula seed, monosporial cultures, based on morpho-
logy, were identified as Fusarium verticillioides and Fusarium cf. incarnatum, and their
pathogenicity proved on artificially inoculated calendula seedlings. Molecular detection
was performed by PCR and amplification of the TEF-1a protein gene. Further studies will
include molecular identification of this isolate to the species level, a definitive taxonomic
determination of the Serbian isolate and a comparison with other isolates and species of
Fusarium genus infecting calendula worldwide.

Key words: Fusarium spp., molecular detection, morphological properties, pathogenicity
test, calendula
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ISPITIVANJE OTPORNOSTI SORATA KRUSKE PREMA
ERWINIA AMYLOVORA METODOM INOKULACIJE NESAZRELIH PLODOVA
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U radu je prikazana reakcija plodova razli¢itih sorata kruske prema Erwinia amylovora
metodom inokulacije nesazrelih plodova. Utvrdeno je da postoje znacajne razlike u oset-
ljivosti raznih sorata kruske prema patogenu i one se mogu podeliti u ¢etiri grupe prema
korisc¢enoj skali. Najosetljivijom se pokazala sorta Santa Marija. NeSto manju osetljivost is-
poljile su sorte Vilijamova, Moretini, Karmen i Hardenpont; najotpornijim su se pokazale
Magnes, Turandot, Junska Lepotica, Karamanka i nepoznata autohtona sorta. Prema dosa-
dasnjim saznanjima ovi rezultati su u saglasnosti sa podacima iz literature i zapaZanjima o
otpornosti sorti kruske prema E. amylovora, primenom metode inokulacije plodova. Istra-
Zivanja su pokazala da se ovakav metod utvrdivanja otpornosti kruske prema E. amylovora
sa relativnom pouzdanos$éu moze koristiti u ove svrhe.

REZIME

Kljucne reci: Erwinia amylovora, kruska, otpornost, inokulacija plodova

UVOD

Fitopatogena bakterija Erwinia amylovo-
ra (Burr) Winslow et al., prouzrokova¢ bakterio-
zne plamenjace, ubraja se u najrasprostranjenije i
najstetnije patogene jabucastih vocaka. U Srbiji je
rasprostranjena u svim reonima gde se jabucaste
vocke intenzivno gaje, a narocito osetljivim su se
pokazale dunja i kruska, na kojima se u zavisnosti
od sorte, bolest pojavljuje svake godine ali u razli-
¢itom intenzitetu. Simptomi bolesti na krusci vari-
raju, od plamenjace cvasti, suSenja mladara tokom
njihovog intenzivnog porasta, ali i nekroze viSego-
di$njih grana na kojima se obrazuju rak rane (Pani¢
i Arsenijevic, 1996; Arsenijevi¢ i Gavrilovic, 2007).

Iako se kruska smatra veoma osetljivim do-
macinom bakterije, u zasadima je utvrdena zna-
¢ajna razlika u pogledu intenziteta pojave bolesti i
ispoljavanja simptoma bakteriozne plamenjace u za-
visnosti od sorte (van der Zwet and Keil, 1979; van
der Zwet and Beer, 1995; Spotts and Mielike, 1999).
To ukazuje da postoji razlika u osetljivosti medu
sortama kruSke prema bakteriji, Sto je zapazeno
jo§ sredinom proslog veka (van der Zwet and Keil,
1979; Spotts and Mielike, 1999).

Za ispitivanje otpornosti sorata kruske pre-
ma E. amylovora postoji vise metoda: inokulacija
jednogodi$njih mladara na stablima i sadnicama
kruske, inokulacija cvasti, i inokulacija nesazrleih
plodova (Paulin et al., 1990; Hevesi et al., 2004).

Cilj ovog rada je da se metodom veStacke
inokulacije plodova u laboratorijskim uslovima
utvrdi osetljivost razli¢itih sorata kruSke prema E.
amylovora. Takode, da se steknu saznanja da li po-
tencijalne razlike pri reakciji inokulisanih plodova
sorata kruSke odgovaraju zapazanjima u pogledu
osetljivosti sorata ove vrste vocaka pri prirodnim
infekcijama ovom bakterijom.

MATERIJAL 1 METODE

Vestackom inokulacijom proverena je reak-
cija nesazrelih plodova 20 sorata kruske prema E.
amylovora. Istrazivanjem su obuhvacdene trenutno
najkomercijalnije sorte, zatim perspektivne sorte,
autohtone, ali i one koje su nekada bile Siroko za-
stupljene a ¢iji se udeo u ukupnoj proizvodnji krus-
ke znacajno smanjuje. Lista sorata ¢iji su plodovi
inokulisani, kao i lokalitet sa kog poti¢u prikazana
je u Tabeli 1.
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Tabela 1. Spisak inokulisanih sorata kruske.
Table 1. List of inoculated pear cultivars.

Redni broj/No Sorta/Cultivar Podloga/Rootstock Lokalitet/Locality

1 Santa Marija Dunja BA 29 Sabac

2. Vilijamova Dunja BA 29 Ruma

3. Nepoznata sorta (BCX) Dunja BA 29 Bela Crkva
4. Karamanka Divlja Kruska Sabac

5. Hardenpont Dunja MA Ruma

6. Fetel Divlja kruska Ruma

7. Moretini Dunja BA 29 Sabac

8. Turandot Dunja BA 29 Bela Crkva
9. Karmen Dunja BA 29 Bela Crkva
10 Boskova bocica Dunja BA 29 Sabac
11. Krasanka Dunja BA 29 Sabac

12. Komis Dunja BA 29 Sabac
13. Nepoznata sorta (autohtona) Divlja kruska Sabac
14. Kifer Divlja kruska Topola
15. Kaluderka Dunja BA 29 Topola
16. Magnes Dunja BA 29 Sabac
17. Klerzo Divlja kruska Sabac
18. Junska lepotica Dunja BA 29 Loznica
19. Zeneral lekler Dunja Ba 29 Sabac
20. Kajzer Dunja BA 29 Sabac

Tabela 2. Metoda ocene nekroze inokulisanih plodova.

Table 2. Method of estimation necrosis of inoculated pear fruits.

Opis simptoma, intenzitet infekcije

Ocena . L. .
Symptoms, infection intensity
0 Bez nekroze i pojave bakterijskog eksudata
No necrosis and bacterial exudate

1 Nekroti¢ne pege oko mesta inokulacije, preénika 0,2 cm, bez eksudata

Necrosis around inoculation point, 0,2 in diameter, no bacterial exudate
’ Nekroze pre¢nika 0,2-0,5, uz pojavu eksudata

Necroses 0,2-0,5 mm in diameter with bacterial exudate
3 Nekroze pre¢nika 0,5-1cm uz obilnu pojavu eksudata
Necroses 0,5-1 cm in diameter with abudance bacterial exudate

4 Nekrotira ceo plod, kapi eksudata prisutne na ¢itavoj povrsini ploda

Necroses of whole inoculated fruits, drops of exudates present on whole surface of inoculated fruits

Od svake sorte inokulisano je 40 plodova. Oni
su najpre povrsinski sterilisani 70% etilalkoholom, a
posle ispirani pod mlazom destilovane vode, nakon
¢ega su postavljeni na filter papir radi susenja. Osu-
Seni plodovi su odlagani u Petri kutije koje su po-
stavljene u plasti¢ne posude obloZene vlaznim filter
papirom, radi stvaranja optimalne vlaznosti koja je
neophodna za proces infekcije i stvaranja eksudata.

Za inokulaciju je koris¢en soj E. amylovora
(IZB 203) izolovan sa kruske, koji ispoljava sve ka-
rakteristike ove bakterije, a koji je pri prethodnim
istrazivanjima ispoljio izrazitu patogenost. Kultura
bakterije stara 24 ¢asa je odlagana u sterilnu plas-
ti¢nu tubu (Eppendorf) sa 2 ml sterilne vode. Zatim

je postavljena u tresilicu u trajanju od 30 sekundi
radi uspesnije resuspenzije celija bakterije. Plodovi
su inokulisani nanoSenjem kapi suspenzije bakteri-
ja pomocu bakterioloske igle na prethodno naprav-
ljenu povredu ploda. Kontrolni plodovi su tretirani
sterilnom vodom (Hevesi et al., 2004). Ocena inten-
ziteta infekcije vrSena je posle 5 dana od inokulacije
prema skali od 0-4 (Paulin et al., 1990). (Tabela 2,
Slika 1).

Statisti¢ka analiza dobijenih podataka je ura-
dena u STATISTIKA 8 (software package StatSoft,
Inc.) primenom analize varijanse (ANOVA). Za de-
tektovanje znacajnosti razlika (P>0.05) izmedu tre-
tmana primenjen je Tukey test. Multivarijacionom
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Slika 1. Intenzitet infekcije vestacki inokulisanih
plodova razlicitih sorata kruske prema skali od 0-4.
Figure 1. Intensity of infection on artificialy inocu-
lated different pear fruit cultivars according scale
0-4.
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Tukey test p> 0,05

Slika 3. Razli¢ita otpornost ispitivanih sorti kruske.
Figure 3. Different resistance of investigated pear
cultivars.

statistickom analizom (klaster) grupisane su sor-
te kruske po sli¢nosti prema otpornosti prema E.
amylovora.

REZULTATI

Prilkom ovih istrazivanja utvrdene su znacaj-
ne razlike u pogledu osetljivosti sorata kruske pre-
ma E. amylovora, primenom metode inokulacije
nesazrelih plodova. Sve inokulisane sorte mozemo
podeliti u nekoliko grupa ( Slika 2 i 3).

Prema tolerantnosti na E. amylovora sorte
Santa Marija i Vilijamova (1 i 3, Tabela 2) su znacaj-
no (P >0.05) osetljivije od sorata Karmen, Moretini,
Hardenpont i Kifer (4, 5, 12 i 14), koje su pak ima-
le znacajno nizu tolerantnost od sorata — Krasanka,
Komis, Boskova bocica, Klerzo i Kajzer (7,10,15,18 1
19). Najvecu otpornost su pokazale sorte Turandot,
Junska lepotica, Magnes, Kaluderka, Abate Fetel,
Zeneral Lekler, Karamanka, nepoznata autohtona
sorta (Sabac), kao i nepoznata sorta (BCX 1, Tabela
1) iz zasada u Beloj Crkvi (2,6,8,9,11,13,16,17 i 20) $to
je i statisticki znac¢ajno viSe (P>0.05), (Slika 1). Mul-

Dendrogram
Single Linkage; Euclidean Distance
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Observations

Slika 2. Rezultati klaster analize za ocenu plodova
ispitivanih sorata kruske prema E. amylovora.
Figure 2. Results of cluster analysis for evaluati-
on of resistance investigated pear cultivars to E.
amylovora.

tivarijaciona statisti¢ka analiza - Kklaster je potvrdila
rezultate primenom Tukey testa, (Slika 2 i 3).

Na osnovu podataka iz grafikona i dendro-
grama nastalog klaster analizom moze se uociti da
najvecu osetljivost ispoljavaju sorte Santa Marija i
Vilijamovka koje su veoma raspostranjene u plan-
taznim zasadima kruske u Srbiji. Sledec¢u grupu
sorata sa ocenom tri ¢ine Karmen, Kifer, Butira,
Hardenpont, pri ¢emu bi smo istakli da se na ovoj
sorti nekroza ispoljava u vidu vlaznih tamno zelenih
pega sa mnogobrojnim kapima eksudata.

Ocenom 2 se karakteriSu sorte Boskova Bo-
¢ica, Komis, Kajzer i Krasanka. Na sortama Kara-
manka, Magnes, Junska lepotica, Turandot, Abate
Fetel, Kaluderka i Zeneral Lekler. Na inokulisanim
plodovima ovih sorata se pojavljuju mrke nekrotic-
ne pege, bez pojave bakterijskog eksudata, pre¢ni-
ka oko 0,3-0,5 cm i oni su ocenjenim brojem 1, $to
znaci da ispoljavaju najvedi stepen otpornosti. Ova-
ko su ocenjene i autohtona sorta nepoznatog imena
(kalemljena na divljoj krusci, Sabac), kao i sorta ta-
kode nepoznatog imena (BCX, Bela Crkva, kalemlje-
na na podlozi dunja M29). Istrazivanja su definitiv-
no potvrdila razliku osetljivosti sorata kruske prema
E. amylovora.

Pri prirodnim infekcijama je najvisi intenzi-
tet zaraze zabeleZen na sortama Santa Marija i Vili-
jamova, a na ostalim ispitivanim sortama se pojav-
ljuje u znac¢ajno manjem intenzitetu. UoCene razlike
ukazuju da primenjeni metod ocene otpornosti so-
rata kruske prema ovoj bakteriji moze posluziti kao
prvi korak za dalju primenu pouzdanijih metoda,
koje podrazumevaju inokulaciju mladara ili sejana-
ca kruske.

Koris$ceni soj Ea 203 je izolovan 2012. godine
u zasadu kruske (Santa Marija), gde je zabelezena
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pojava bakteriozne plamenjace izuzetno visokog
intenziteta. Pojava bolesti je uzrokovala kréenje po-
jedinih stabala. Soj prouzrokuje HR duvana, izraze-
nu nekrozu inokulisanih plodova osetljivih sorata
kruske (Santa Marija, Vilijamovka), pracenu obil-
nom produkcijom bakterijskog eksudata. Pri bio-
hemijskim testovima (koriS¢enje ugljenih hidrata,
metabolizam makromolekula, izgled kolonija na
specifi¢nim podlogama (CG i CCT) soj ispoljava sve
odlike karakteristi¢ne za E. amylovora.

DISKUSDJA

Suzbijanje E. amylovora je otezano nedo-
statkom odgovarajuc¢ih baktericida koji bi sprecili
njeno Sirenje. Preparati na bazi bakra ispoljavaju
odredenu efikasnost, ali mogu delovati fitotoksi¢no
u fenofazama kada je opasnost od infekcije najveca
(Arsenijevi¢ i Gavrilovi¢, 2007). Visoku efikasnost
ispoljavaju antibiotici (streptomicin i oksitetraci-
Kklin), ali njihovom dugotrajnom primenom dolazi
do razvoja rezistencije, Sto je zabelezeno jo$ 70 ih
godina proslog veka u SAD (Van der Zwet and Keil,
1979; van der Zwet and Beer, 1999; McManus and
Jones, 1994). Osim toga, antibiotici nisu registrova-
ni za primenu u za$titi bilja u mnogim zemljama
Evrope, ali i u Srbiji.

Zbog svega toga su poslednjih decenija u
mnogim drzavama sprovedena intenzivna istraziva-
nja sa ciljem selekcionisanja otpornih sorata kruske
i jabuka prema E. amylovora. Dobri rezultati su po-
stignuti narocito pri selekciji jabuke. U Nemackoj su
selekcionisane sorte jabuke Revena, Reanda, Rene,
otporne prema E. amylovora, ali i prema prouzro-
kova¢ima Cadave krastavosti i pepelnice (Fischer
and Fischer, 1996). Intenzivna istrazivanja na se-
lekciji otpornih sorata jabuke se sprovode i u Svaj-
carskoj (Sobiczewski et al., 1997; Sobiczewski et al.,
2010; Kellerhals et al., 2010). U SAD su stvorene ot-
porne podloge jabuke prema E. amylovora (Norelli
etal., 2003).

Kao rezultat selekcionih programa, u Ka-
nadi je stvoreno viSe sorata kruske otpornih pre-
ma E. amylovora, ali se po svom znacaju izdvaja-
ju Harrow Delight, Harrow Quen, Harrow Sweet
(Hunter, 1993). Istrazivanja na selekciji otpornijih
sorata kruske prema E. amylovora sprovede seiu
Ceskoj i Madarskoj (Sillerova et al., 2010; Hevesi , et
al., 2004). Navedeni podaci ukazuju na veliki znacaj
stvaranja otpornnih sorata jabucastih vocaka prema
E. amylovora. Smatra se da je to u budu¢nosti jedan
od najpouzdanijih metoda sprec¢avanja Sirenja ove
bakterije.

Nasa istrazivanja pokazuju da su sorte Santa

Marija i Vilijamova veoma osetljive prema E. amylo-
vora. Na stablima ovih sorata u agroekoloSkim
uslovima u Srbiji se Cesto ispoljavaju siptomi bak-
teriozne plamenjace pri prirodnim infekcijama i ovi
rezultati su u punoj saglasnosti sa literaturnim po-
dacima (Paulin et al., 1990; Sobiczewski et al., 1997;
Spotts and Mielike, 1999; Ristevski, 2003; Hevesi et
al., 2004).

Siroko rasprostranjena sorta Morettini pri
nasim ispitivanjima pokazuje manju osetljivost,
uzimajudi u obzir nekrozu inokulisanih plodova.
Ova sorta je manje osetljiva prema E. amylovora
od prethodno dve spomenute sorte $to se slaze sa
podacima iz literature (Sobiczevski et.al., 1997). U
nasim agroekoloskim uslovima bakteriozna plame-
njaca se sporadi¢no pojavljuje na ovoj sorti kruske. S
druge strane, istrazivanja ponasanja razli¢itih sora-
ta kruske pri prirodnim infekcijama u Rumuniji su
pokazala da su sorte Moretini i Hardenpont veoma
osetljive prema patogenu (Sestras et al., 2008). Sorta
Hardenpont se smatra umereno osetljivom (van der
Zwet and Beer, 1995; Sobiczewski, 1997; Hevesi et
al., 2004). Ovakva raznolikost rezultata, ukazuje da
otpornost sorata kruske prema E. amylovora zavisi
od brojnih faktora, ali da verovatno i agroekoloski
uslovi imaju veoma vaznu ulogu u ostvarenju infek-
cija razlic¢itih sorata ove vrste vocaka.

Ranije raspostranjene sorte kruske, Krasan-
ka, Klerzo, Boskova bocica, Kajzer, Komis, ispolja-
vaju znacajnu otpornost prema E. amylovora pri
testovima inokulacije plodova. Medutim pri prirod-
nim infekcijama i na osnovu inokulacije mladara
zapazena je osetljivost sorte Krasanka prema bak-
teriji dok su sorte Komis i Kajzer znacajno otpornije
(van der Zwet and Beer, 1995; Pani¢ i Arsenijevic,
1996; Spotts and Mielike, 1999; Sestras et al., 2008).

Iznanadenje prilikom naSih istrazivanja
predstavlja ponasanje sorata Abate Fetel, Kaluderka
i Zeneral Lekler. Sve tri su prema primenjenoj skali
dobili ocenu 1, ali se one prema literaturnim poda-
cima ubrajaju u osetljive odnosno manje otporne
sorte (van der Zwet and Beer, 1995; Sobiczewski, et
al., 1997; Spotts and Mielike, 1999; Ristevski et al.,
2003). U Srbiji su takode primecene zaraze jakog in-
tenziteta na sortama Abate Fetel i Kaluderka (Arse-
nijevic¢ i Gavrilovi¢, 2007).

Prilikom ovih istrazivanja najve¢u otpornost
su pokazale sorte Junska Lepotica, Turandot i nepo-
znata sorta (Bela Crkva). Visoku otpornost je poka-
zala i sorta Magnes, na kojoj se nekroza bez produk-
cije bakterijskog eksudata ispoljava samo oko mesta
inokulacije, ali se i u literaturi ona spominje kao
veoma otporna prema E, amylovora (van der Zwet
and Keil, 1979; van der Zwet and Beer, 1995). Po-
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menuti autori isti¢u i izrazitu otpornost sorte Kifer,
ali se ona pri nasim testovima pokazala osetljivom
(ocena 3). Prirodne infekcije na ovoj sorti nisu zapa-
Zene u nas, ali ova sorta u Srbiji nije od ekonomskog
znacaja.

Od ranije je poznato da lokalne (autohto-
ne) sorte kruske na podrucju Balkana ispoljavaju
znacajnu otpornost prema ovoj bakteriji. Zato je
bilo za ocekivati da inokulisane sorte Karamanka
i nepoznata autohtona sorta i pri nasim istraziva-
njima ispolje visok stepen otpornosti. Pocetkom
osamdesetih godina proslog veka realizovan je
projekat proucavanja otpornosti autohtonih sorata
kruske prema E. amylovora u tadasnjoj Jugoslavi-
ji i najviSi nivo otpornonosti su upravo i pokazale
sorte sa podrucja Srbije i Makedonije. To ukazuje
da bi te sorte mogle biti znacajan izvor gena otpor-
nosti za selekcionisanje sorata otpornih prema E.
amylovora, tim pre $to one ispoljavaju otpornost
i prema patogenim gljivama i kruSkinim buvama
(Psylla ssp.), koje imaju izvesnu ulogu u prenose-
nje bakterije (van der Zwet et al, 1987; Stancevic et
al., 1984; van der Zwet and Bell, 1990; van der Zwet
and Bell, 1995).

Pojava simptoma bakteriozne plamenjace na

sortama Kaluderka (Cure) i Abate Fetel pri prirod-
nim infekcijama, uz odsustvo pojave bakterijskog
eksudata na inokulisanim plodovima ovih sorata,
mogla bi se objasniti pove¢anom otpornos¢u ploda
prema bakteriji. Ovaj podatak bi mogao biti od zna-
¢aja, jer E. amylovora ¢esto moze inficirati plodove
nekih sorata kruske (Santa Marija Vilijamova), $to
moze rezultirati velikim Stetama, ispoljenim u vidu
trulezi ploda (Arsenijevi¢ i Gavrilovic, 1997).

Ova istrazivanja su pokazala da se test vesStac-
ke inokulacije plodova kruske sa izvesnom pouzda-
nos$c¢u moze iskoristiti za poc¢etne informacije o ot-
pornosti sorata. Takode, da se rezultati uz odredena
odstupanja, podudaraju sa intenzitetom infekcija
ostvarenih pri prirodnim u uslovima. Medutim, naj-
relevantni podaci se dobijaju inokulacijom mladara
vocaka razvijenih na sadnicama ili mladim stablima
vocaka (van der Zwet and Beer, 1995; Hevesi et al.,
2004).
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SUMMARY
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Susceptability of different pear cultivars to Erwinia amaylovora by artificial inoculated
immature pear fruits are shown in this article. According obtained results significant diffe-
rences among cultivars are confirmed and they could be divided in four groups. Most sus-
ceptibly cultivars were Santa Marija. Second group includs Williams, Morettini, Carmen,
Hardenpont. As most resistent shown to be Magness, Turandot and two local varietyies
Karamanka, as well as another unknown local cultivar. This results are compatible with
literature data, but also confirmed observations about susceptability of various pear cul-
tivars to E. amylovora under natural infections. Artificial inoculation immature pear fruit
could be considered as relativelu relible method for estimation of pear fruit trees resista-
tance to this bacteria.
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MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE IZOLATA

COLLETOTRICHUM SPP. - PROUZROKOVACA ANTRAKNOZE

REZIME

SVETLANA ZIVKOVIC!, SASA STOJANOVIC!, JELICA BALAZ?

!Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd
2Univerzitet u Novom Sadu, Poljoprivredni fakultet, Novi Sad
e-mail: zivkovicsvetla@gmail.com

U morfoloska ispitivanja su uklju¢eni izolati Colletotrichum spp. poreklom sa plodova
kruske, jabuke i vi$nje, kao i referentni sojevi C. acutatum (CBS 294.67) i C. gloeosporioi-
des (CBS 516.97). Proucavanjem njihovih morfoloskih karakteristika, dobijeni su podaci o
izgledu ispitivanih kolonija, odlikama plodonosnog tela, apresorija, veli¢ini i obliku koni-
dija. Na podlozi KDA moguce je razlikovati ¢etiri morfoloske grupe kolonija, $to potvrdu-
je fenotipsku varijabilnost proucavanih izolata Colletotrichum spp. Veéina izolata sa plo-
da kruske i jabuke (KC-6, KC-9, KC-12, JC-5, JC-7, JC-9) obrazuje prvu morfolosku grupu.
Izolati sa ploda visnje (VC-3, VC-5, VC-7, VC-9), su izdvojeni u ¢etvrtu morfolosku grupu.
Velic¢ina i oblik konidija ovih izolata odgovara opisu vrste C. gloeosporioides. Hromoge-
ni izolati sa kruske (KC-21, KC-23, KC-82), obrazuju drugu morfolosku grupu, a u trecoj
morfoloskoj grupi je izolat sa ploda jabuke (JC-4). Morfologija konidija ovih izolata odgo-
vara opisu vrste C. acutatum. Tokom ovih istrazivanja je utvrdeno da svi izolati obrazuju
plodonosna tela - acervule. Testirane kulture Colletotrichum spp. ne formiraju teleomorfni
stadijum. Zbog izrazene varijabilnosti, ve¢ina ispitanih osobina ne mogu se primeni kao sa-
mostalni taksonomski kriterijum. Na osnovu dobijenih rezultata, za klasifikaciju vrsta roda
Colletotrichum, potrebno je koristiti najmanje dva taksonomska kriterijuma: morfoloske
karakteristike uporedo sa molekularnom identifikacijom.

Kljucne reci: morfologija, antraknoza, Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum gloeosporioides

UVvOoD nosti konidija izvrSio prvu podelu na: C. gloeospo-
rioides var. gloeosporioidesi C. gloeosporioides var.

Gljive roda Colletotrichum - prouzrokovaci
antraknoze, su kosmopolitske i izrazito agresivne
vrste. U zemljama subtropske i tropske klimatske
zone mogu prouzrokovati znacajne gubitke na ve-
likom broju poljoprivrednih kultura u toku vegeta-
cije, dok su u umerenom klimatskom podrucju pre
svega uzroc¢nici trulezi i propadanja uskladistenih
plodova voca i povréa (Freeman et al., 1998).

Dve ekonomski najznacanije, i u literaturi
svakako najzastupljenije vrste ovog roda su Colle-
totrichum gloeosporioides i Colletotrichum acuta-
tum. Do polovine XX veka za vrstu C. gloeosporioi-
des je postojao veliki broj sinonima (von Arx, 1957).
Varijabilnost C. gloeosporioidesje uocio i Simmonds
(1965), pa je na osnovu izgleda i biometric¢kih vred-

minor. Zbog postojanja velikog broja populacija i
raznolokosti morfoloskih karaktera, Sutton (1980)
je C. gloeosporioides oznacio kao zbirnu vrstu. Ek-
stremna varijabilnost C. gloeosporioides uocena
je i od strane drugih autora (Mordue, 1971; Baxter
et al., 1983), po kojima se specijalizovane forme
mogu razlikovati isklju¢ivo kombinovanjem mor-
foloskih, patogenih i odgajivackih osobina. Analiza
DNA sekvenci (rDNA-ITS regiona, pB-tubulin gena i
gliceraldehid-3fosfat-dehidrogenaza - GDPH gena)
omogucdila je razdvajanje mnogobrojnih biotipova,
varijeteta i forma specialis u okviru heterogene vr-
ste (Cannon et al., 2008).

C. acutatum, drugu Siroko rasprostranjenu i
izuzetno znacajnu vrstu roda Colletotrichum, prvije
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pod ovim nazivom opisao Simmonds (1965). Medu-
tim, prema literaturnim podacima najstariji validni
naziv vrste C. acutatum je C. fructigenum (Berk.)
Vassilj. Ve¢i broj autora (Southwort, 1891; Stone-
man, 1898; Wollenweber and Hochapfel, 1949; Boh-
ni, 1949; loc. cit. Baxter et al., 1983) su krajem XIX i
u prvoj polovini XX veka ustanovili postojanje glji-
va - prouzrokovaca trulezi ploda, za koje je kasnije
utvrdeno da pripadaju ovoj vrsti. Gorter je opisao C.
fructigenum f. sp. chromogenum odvajajudi je od C.
gloeosporioides na osnovu vretenastih i na vrhovi-
ma zasiljenih konidija, ruzi¢asto obojene kulture, i
¢injenice da ova vrsta ne formira teleomorfni stadi-
jum (Gorter, 1962; loc. cit. Baxter et al., 1983). Zbog
izrazite heterogenosti i oucenih specifi¢nosti obav-
ljena je diferencijacija C. acutatum. Izdvojene su dve
specijalizovane forme patogena: C. acutatum f. sp.
chromogenum, na osnovu produkcije karakteristic¢-
nog crveno-ruzi¢astog pigmeta u kulturi (Baxter et
al., 1983) i C. acutatum f. sp. pineum, zbog ispolje-
ne patogenosti prema biljkama roda Pinus (Dingley
and Gilmour, 1972; log. cit Sutton, 1992). Morfolo$ka
varijabilnost i geneticki diverzitet ove vrste su po-
tvrdeni i molekularnim analizama (ap PCR, RFLP).
U okviru C. acutatum je ustanovljen veliki broj po-
dgrupa i sojeva, pa se ona u literaturnim navodima
definise "u Sirem smislu” kao zbirna - C. acutatum
sensu lato (Guerber et al., 2003).

S obzirom na ekonomski znacaj roda Colle-
totrichum i ¢injenice da u nasoj zemlji nema poda-
taka o komparativnim ispitivanjima ovih patogena
poreklom sa razli¢itih domacina, cilj istrazivanja je
morfoloSka karakterizacija izolata sa antraknoznih
plodova kruske, jabuke i vi$nje. Uporednim prouca-
vanjem morfoloSkih osobina dobice se uvid u tak-
sonomsku pripadnost gljiva Colletotrichum spp. i
postojec¢u mikofloru antraknoznih plodova voca.

MATERUJAL 1 METODE

Standardnim fitopatoloSkim metodama iz
plodova voca sa karakteristicnim simptomima an-
traknoze dobijen je veliki broj izolata Colletotri-
chum spp. U morfolo$ka ispitivanja su ukljuceni:
izolati sa ploda kruske (KC-6, KC-9, KC-12, KC-21,
KC-23 i KC-82); jabuke (JC-4, JC-5, JC-6 i JC-7); vi$-
nje (VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9), kao referentni sojevi
C. gloeosporioides (CBS 516.97) i C. acutatum (CBS
294.67) iz kolekcije Centraalbureau voor Schimmel-
cultures, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Ho-
landjija.

MorfoloSke karakteristike vegetativnih i re-
produktivnih organa reprezentativnih izolata Colle-
totrichum spp., prou¢avane su u uslovima in vivo i

in vitro, prema Kriterijumima Baxter et al. (1983).
Merenja i fotografisanja reproduktivnih organa glji-
va obavljena su na scanning elektronskom mikro-
skopu i mikroskopu Olympus BX51 (uvecanja x40
i x100).

Morfologija vegetativnih organa

Proucavanje morfologije vegetativnih organa
obuhvatilo je pracenje razvoja i ocenu fenotipskih
karakteristika Colletotrichum spp. (izgled, boja, zo-
niranost lica i nali¢ja kulture) na krompir dekstro-
znoj agaru (KDA), kao i ispitivanje mikroskopskih
osobina micelije pravljenjem privremenih prepara-
ta.

Morfologija reproduktivnih organa

Ispitivanje morfoloskih osobina reproduktiv-
nih organa podrazumevalo je: pra¢enje formiranja
plodonosnog tela gljive; prisustvo/odsustvo seta;
nacin obrazovanja i veli¢inu konidiofora i konidio-
genih celija; boju, oblik, dimenzije i morfologiju kli-
janja konidija; oblik, strukturu i veli¢inu apresorija i
obrazovanje teleomorfnog stadijuma gljive.

Morfologija plodonosnog tela i
prisustvo/odsustvo seta

Od morfoloskih karakteristika plodonosnog
tela, proucavani su izgled, dimenzije i nac¢in njiho-
vog formiranja na prirodnom supstratu (vestacki
inokulisanim plodovima), kao i na kulturama gaje-
ninim na KDA, sinteti¢koj hranljivoj podlozi sa filter
papirom (SNA), podlozi sa fragmentima kore jabuke
(JKA) i podlozi sa fragmentima kore pomorandze
(PMA), (Baxter et al.,1983). Biometrijske vrednosti
konidiomate su dobijene merenjem njihovog prec-
nika (po 20 acervula sa plodova i hranljivih podlo-
ga).

Prisustvo/odsusutvo seta je odredeno prema
metodi Smith and Black (1990), mikroskopiranjem
kultura odabranih izolata starosti 15 dana, odgaje-
nih na KDA, u termostatu na temperaturi od 25°C.
Obrazovanje seta na vestacki inokulisanom biljnom
materijalu obavljeno je mikroskopskim pregledom
epidermalne povrSine nekroti¢nih pega.

Morfologija konidiofora i konidiogenih ¢elija

Mikroskopskim pregledom privremenih pre-
parata utvrdena je morfologija konidiofora i konidi-
ogenih celija: oblik, veli¢ina, boja i na¢in njihovog
formiranja.
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Morfologija konidija

Konidije su uzete sa kultura starosti 15 dana,
odgajenih na KDA i temperaturi od 25°C. Na osno-
vu kriterijuma Smith and Black (1990) ispitivani su:
boja konidija je odredena posmatranjem mase ko-
nidija na beloj keramickoj podlozi; oblik konidija
je utvrden mikroskopskim pregledom preparata.
Konidije su svrstane u dve kategorije: (1) vretenaste
(fusiformne), zaosStrene na oba kraja; i (2) cilindric¢-
ne, zaoStrene na jednom Kkraju i zaobljene na dru-
gom kraju; ili cilindri¢ne, zaobljene na oba kraja.
Veli¢ina konidija je odredena merenjem duZine i
Sirine po 100 sluc¢ajno odabranih konidija svakog
izolata. Dimenzije su date kao minimalne - (prosec¢-
ne) - maksimalne vrednosti, a izracunat je i odnos
duzina/Sirina. Morfologija klijanja je odredena na-
klijavanjem konidija u kapi destilovane vode. Nakon
24 h obavljena su merenja duzine inicijalnih hifa i
formiranih sekundarnih konidija, a dobijene vred-
nosti predstavljene su kao minimalne - (prosec¢ne)
- maksimalne vrednosti 50 merenja.

Morfologija apresorija

Proucavanje morfologije apresorija izolata
Colletotrichum spp. je obavljeno prema metodi Jo-
hnston and Jones (1997). U prazne Petri kutije su
stavljeni ise¢ci KDA podloge (10 mm?), a potom je na
povrsinu agara dodata jedna kap suspenzije konidi-
ja. Inokulisani isec¢ci KDA su pokriveni sterilnom
pokrovnom ljuspicom i ostavljeni u termostat na
temperaturi od 252C. Nakon 5 dana mikroskopskim
pregledom pokrovnih ljuspica, prouceni su oblik,
veli¢ina, boja i struktura 50 formiranih apresorija.
Dimenzije apresorija su prikazane u obliku mini-
malnih - (prose¢nih) - maksimalnih vrednosti.

Obrazovanje teleomorfnog stadijuma

Sposobnost obrazovanja teleomorfnog stadijuma
je pracena na svim hranljivim podlogama koris¢enim
za ispitivanje odgajivackih karakteristika i utvrdivanje
morfologije reproduktivnih organa izolata Colletotric-
hum spp. Kulture gljiva su gajene u termostatu na tem-
peraturi od 25°C, a formiranje peritecija je posmatrano
nakon mesec dana. Pojava savrSenog stadijuma gljive
pracena je i na vestacki inokulisanim plodovima.

REZULTATI
Morfologija vegetativnih organa

Svi izolati Colletotrichum spp. na KDA podlo-

7i, 24 h nakon zasejavanja, obrazuju zac¢etak miceli-
je, bele boje, vazdusastog izgleda, pre¢nika ¢2 mm.
Nakon par dana dolazi do promena u konzistenciji
i obojenosti kultura, a primetan je i neujednacen
porast ispitivanih izolata. Na osnovu ispoljenih ka-
rakteristika, kolonije gljiva Colletotrichum spp. se
mogu svrstati u 4 morfoloske grupe.

Prvu grupu cine izolati poreklom sa ploda
kruske i jabuke (KC-6, KC-9, KC-12, JC-5, JC-6, JC-
7), koji su po fenotipskim karakteristikama miceli-
je i brzini porasta najsli¢niji referentnom izolatu C.
gloeosporioides (CBS 516.97). Kolonije ovih izolata
su ispoljile brz i ravnomeran porast na podlozi KDA.
Starenjem kulture postaju tamnosivo-maslinaste
(Slika 1), a sa nali¢ja se u vecini slucajeva uocCava
formiranje koncentri¢nih prstenova svetlije i tamni-
je boje.

Drugoj, izrazito specifi¢noj grupi pripadaju
izolati sa ploda kruske (KC-21, KC-23, KC-82). Kul-
ture ovih gljiva su intenzivnog porasta i karakteri-
sti¢ne ruzicaste boje. Razvojem kolonija dolazi do
pojave zoniranosti i formiranja koncentri¢no raspo-
redenih ili nepravilno razbacanih acervula iz kojih
se u zZutonarandzastom matriksu oslobadaju koni-
dije. Obilna sporulacija u kulturi je svojstvena ovoj
grupi izolata (Slika 2).

U okviru trece grupe je izolat sa jabuke (JC-4),
koji po makroskopskim osobinama micelije najvi-
Se odgovara referentnom izolatu C. acutatum (CBS
294.67). Kolonije su svetlo do tamno sive, umerenog
porasta, nepravilnih ivica (Slika 3), a sa nali¢ja je
uocljiva pojava naranzastih i svetlomrkih kruznih
zona. Starenjem na povrsini kultura dolazi do spo-
rulacije i oslobadanja konidjija.

Cetvrtu grupu ¢ine isklju¢ivo izolati pore-
klom sa ploda visnje (VC-3, VC-5, VC-7, VC-9), koji
su po obojenosti i strukturi micelije veoma sli¢ni
prvoj grupi, ali su istovremeno i specifi¢ni po uspo-
renom porastu na KDA podlozi (Slika 4). Razvojem,
kulture poprimaju karakteristi¢an zonirani izgled.

Mikroskopskim pregledom kolonija izola-
ta Colletotrichum spp., gajenih na KDA podlozi i
temperaturi od 25°C tokom 7 dana, uoceno je da ne
postoje znacajne razlike u morfoloskim osobinama
micelije. Mlade hife su razgranate, hijalinske i gra-
nuliranog celijskog sadrzaja. Zidovi hifa su tanki,
a vrhovi zaobljeni. Starije hife u centru kolonije su
Sire, debljih zidova i tamnije boje, ¢esto sa prosire-
nim vrhovima i sa izraZzenim popre¢nim pregrada-
ma. Pre¢nik hifa veéine izolata iznosi 2,5 - 3,5 pm.
Starenjem kultura, dolazi do grupisanja hifa i stva-
ranja tamnih stromati¢nih zadebljanja. U zavisnosti
od izolata ove strukture su evoluirale u acervule ili
ostale sterilne.
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Slika 1. Izolat JC-7 na KDA (I morfoloska grupa).
Figure 1. Isolate JC-7 on PDA (I morphological
group).

Slika 2. Izolat KC-82 na KDA (II morfoloska grupa).
Figure 2. Isolate KC-82 on PDA (II morphological
group).

Slika 3. Izolat JC-4 na KDA (III morfoloska grupa).
Figure 3. Isolate JC-4 on PDA (III morphological
group).

Slika 5. Acervuli na KDA u koncentri¢nim prste-
novima sa narandzastim konidijskim eksudatom
(izolati KC-21, KC-23, KC-82).

Figure 5. Acervuli on PDA in concentric rings with
orange conidial exudate (isolates KC-21, KC-23, KC-82).

Slika 4. Izolat VC-9 na KDA (IV morfoloska grupa).
Figure 4. Isolate VC-9 on PDA (IV morphological
group).

J ao0 7. Univ. NS
Slika 6. Konidija formirana na miceliji (scanning
electron micrograph, izolat KC-23).

Figure 6. Conidium formed on mycelium (scanning
electron micrograph, isolate KC-23).
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Slika 7. Morfologija konidija, izolat KC-23 (vretenaste).
Figm;e 7. Morphology of conidia, isolate KC-23 (fusi-
form).

Slika 9. Klijanje konidija (izolat JC-4)
Figure 9. Germination of conidia (isolate JC-4).

Morfologija reproduktivnih organa

Morfologija plodonosnog tela i
prisustvo/odsustvo seta

Na obolelim plodovima acervule se formiraju
7-10 dana nakon obavljenih inokulacija i mogu biti
rasporedene u vidu koncentri¢nih prstenova ili raz-
bacane po centralnoj i perifernoj zoni antraknoznih
povrsina. Plodonosna tela svih proucavanih izolata
Colletotrichum spp. su morfoloski veoma sli¢na: kruz-
nog ili nepravilnog oblika, crne ili tamnomrke boje i
najceScée bez seta. Acervuli se obrazuju subepidermal-
no, na stromi sastavljenoj od gustog sloja ¢elija. Bazalni
deo acervule je pokriven fijalidi¢cnim konidioforama,
na kojima se formiraju konidije. Porastom plodono-
snog tela epidermis puca, vrsni deo acervule izbija na
povrsinu ploda i u uslovima povecane vlage dolazi do
oslobadanja konidija u Zutonarandzastoj Zelatinoznoj
masi — matriksu.

Slika 8. Morfologija konidija, izolat KC-12 (cilindri¢ne).
Figurt)e 8. Morphology of conidia, isolate KC-12 (cylin-
drical).

Slika 10. Apresorije u nizu (izolat JC-7)
Figure 10. Appressoria in a series (isolate JC-7).

Na svim ispitivanim hranljivim podlogama,
Colletotrichum spp. obrazuju acervule crne ili mrke
boje, 10-15 dana nakon zasejavanja izolata. Plodonosna
tela mogu biti grupisana u centru kulture, nepravilno
razbacana ili koncentri¢no rasporedena. Starenjem
kultura iz acervula dolazi do oslobadanja konidijskog
eksudata, karakteristi¢ne zZutonarandzaste boje (Slika
5). Kod jedne grupe izolata (KC-9, KC-12, JC-7, VC-3,
VC-5, VC-7 i VC-9) konidiomate su Cesto prisutne u
stromati¢nim strukturama i utonule u podlogu.

Dimenzije acervula Colletotrichum spp. vari-
raju u zavisnosti od supstrata. Konidiomate formirane
na inokulisanim plodovima su nesto vec¢eg prec¢nika,
od 250 do 550 ym, dok su na ispitivanim podlogama
sitnije i krec¢u se u granicama od 100 do 450 pym. S
obzirom na preklapanja biometric¢kih vrednosti, di-
menzije acervula ne mogu biti koris¢ene kao pouz-
dan taksonomski kriterijum za diferencijaciju izolata
Colletorichum spp.

Prilikom ispitivanja morfoloskih karakteristika
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Tabela 1. Morfologija konidija Colletotrichum spp. - izolata sa voca.
Table 1. Morphology of conidia of Colletotrichum spp. - isolates from fruits.

DuZina (um)

Sirina (um)

Izolat Oblik . Duzina/Sirina
Isolate Shape miI;:?ngltel;r(ll)l—mm)ax mizz(;::a(rll;l-l:r)lax Length/Width
KC-6 C* 12,8-(16,8)-19,5 3,2-(4,2)-4,8 4,00
KC-9 C 13,8-(17,6)-20,8 3,2-(4,4)-4,8 4,00
KC-12 C 13,8-(17,5)-19,5 2,4-(4,2)-4,8 4,17
KC-21 F 12,8-(13,9)-16,6 2,4-(3,5)-4,0 3,97
KC-23 F 12,8-(14,2)-16,0 3,2-(3,6)-4,0 3,94
KC-82 F 12,8-(14,0)-16,6 2,4-(3,7)-4,0 3,78
JC-4 F 12,8-(13,7)-16,6 3,2-(3,6)-4,0 3,81
JC-5 C 12,8-(17,2)-19,5 3,2-(4,2)-4,8 4,09
JC-6 C 13,0-(17,3)-19,5 3.2-(4,3)-4,8 4,02
JCc-7 C 12,8-(17,5)-19,6 3.2-(4,1)-4,8 4,16
VC-3 C 12,8-(17,4)-19,5 3,2-(4,3)-4,8 4,04
VC-5 C 13,8-(17,6)-20,8 3,2-(4,3)-4,8 4,09
VC-7 C 13,8-(17,2)-19,5 3,2-(4,1)-4,8 4,20
VC-9 C 13,8-(17,6)-20,8 3,2-(4,2)-4,8 4,19
CBS 294.67 F 11,2-(13,9)-15,2 3,2-(3,5)-4,8 3,97
CBS 516.97 C 12,8-(17,9)-19,2 3,2-(4,3)-4,8 4,16

*C - cilindri¢an/cylindrical/; F - vretenast/fusiform.

Tabela 2. Morfologija inicijalnih hifa, apresorija i sek. konidija izolata Colletotrichum spp.
Table 2. Morphology of g. tube, appressoria, and sec. conidia of isolates of Colletotrichum spp.

Duzina i.hifa (um)

Apresorije

Appressoria

Sekundarne konidije
Sec. conidia

i:((:ll::e .Length (pum) o* duZina x Sirina (um) duZina x Sirina (um)

min-(mean)-max Sh* length x width (um) length x width (um)
min-(mean)-max min-(mean)-max

KC-6 112-(124,5)-160 I 9,6-(11,5)-14,4 x 6,4-(6,8)-7.,2 10,5-(16,8)-15,5 x 2,8-(3,1)-3,2

KC-9 112-(135,8)-160 C 8,0-(12,3)-12,4 x 6,4-(7,5)-8,8 10,8-(11,6)-13,5 x 2,8-(3,1)-3,2

KC-12 112-(127,6)-152 C 9,6-(11,7)-12,4 x 6,4-(7,9)-8,8 10,5-(11,6)-13,5 x 1,6-(3,1)-3,2

KC-21 48-(73,5)-120 (0] 8,0-(8,9)- 9,6 x 4,8-(5,5)-7,2 -

KC-23 64-(75,5)-120 (0] 8,0-(9,2)-10,4 x 4,8-(5,5)-7,2 -

KC-82 48-(77,3)-112 (0] 6,4-(7,5)-9,6 x 5,6-(6,5)-7,2 -

JC-4 64-(104)-120 (0] 8,0-(8,8)-9,6 x 5,6-(6,7)-7,2 -

JC-5 80-(105,5)-152 I 9,6-(12,3)-14,4 x 6,4-(7,8)-8,8 10,8-(13,5)-13,5 x 1,6-(2,6)-3,2

JC-6 96-(122,5)-160 C 8,0-(11,5)-12,4 x 6,4-(7,8)-8,8 9,8-(12,5)-14,5 x 1,6-(2,8)-3,2

JC-7 112-(125,5)-152 C 8,0-(12,5)-14,4 x 6,4-(7,8)-8,8 10,8-(13,5)-15,5 x 1,6-(2,9)-3,2

VC-3 96-(136,8)-176 C 8,0-(9,5)-10,4 x 5,6-(6,7)-7,2 10,8-(14,4)-16,5 x 2,8-(2,9)-3,2

VC-5 112-(133,5)-160 C 8,0-(9,8)-12,4 x 6,4-(7,2)-8,8 9,8-(13,7)-17,5 x 1,6-(2,7)-3,2

VC-7 96-(136,8)-160 C 8,0-(8,5)-10,4 x 5,6-(6,5)-7,2 10,8-(12,5)-15,5 x 2,8-(3,0)-3,2

vVC-9 96-(130,3)-176 I 6,4-(12,3)-14,4 x 6,4-(7,9)-8,8 10,8-(13,4)-16,5 x 2,8-(2,9)-3,2

CBS 294.67 48-(71,5)-112 (0] 6,4-(8,1)-9,6 x 5,6-(5,8)-6,4 -

CBS 516.97 112-(127,2)-160 I 9,6-(12,3)-14,4 x 6,4-(7,9)-8,8 12,8-(14,5)-16.5 x 2,8-(3,0)-3,2

*O/Sh-oblik/shape: C -oblik palice/clavate; O — okruglast/ovate; I - nepravilan/irregular.
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konidiomata u kulturi, nije utvrdeno prisustvo seta
ni kod jednog izolata Colletotrichum spp., kao ni kod
referentnih sojeva C. acutatum (CBS 294.67) i C. gloe-
osporioides (CBS 516.97). Mikroskopskim pregledom
epidermalnih povrsina inokulisanih plodova, konsta-
tovano je formiranje seta kod dva izolata poreklom sa
jabuke, JC-7 i JC-9. Obrazovane sete su u osnovi pro-
Sirene, smede boje, prave ili blago povijene, sa svetlim
vrhovima i mogu biti septirane (1-3). Dimenzije seta
su neujednacene i iznose 65 - 130 x 3,2 - 4,8 ym. Kod
oba izolata na vrhovima seta je zabeleZzeno formiranje
konidija (1-4).

Morfologija konidiofora i konidiogenih éelija

U bazalnom delu konidiomata obrazovanih
na KDA podlozi, svi proucavani izolati Colletotric-
hum spp., kao i referentni C. acutatum (CBS 294.67)
i C. gloeosporioides (CBS 516.97) obrazuju konidiofore
koje su izduzeno cilindri¢nog oblika, hijalinske ili sve-
tlosmede, blago povijene, veli¢ine 20,8 - 32 x 3,2 - 4,8
um. Konidiogene celije su glatke, cilindri¢ne, hijalin-
ske i formiraju se u konidiomatama, ali se mogu javiti
i na miceliji i tada se teSko razlikuju od sterilnih hifa.
Dimenzije konidiogenih celija ispitivanih izolata su
skoro uniformne i iznose 6,4 - 40 x 1,6 - 4,8 pm.

Morfologija konidija

Izolati Colletotrichum spp., poreklom sa an-
traknoznih plodova kruske, jabuke i viSnje obilno
formiraju konidije na konidiogenim celijama u koni-
diomati. Iz acervula na vestacki inokulisanim plodovi-
ma i u kulturi, konidije se oslobadaju u vidu sluzastog
Zelatinoznog matriksa. Osim u konidiomati, konidije
se mogu formirati i na fijalidi¢nim konidiogenim celi-
jama lociranim na bo¢nim granama micelije (Slika 6).

Boja konidija svih ispitivanih izolata u masi je
narandzasta do svetloruzicasta i ne moze biti koriS¢e-
na kao kriterijum za diferencijaciju vrsta roda Colle-
totrichum.

Oblik konidija je odreden na osnovu navedenih
kriterijuma, a konidije izolata gajenih na KDA tokom
15 dana svrstane su u fusiformne, zaoStrene na oba
kraja (Slika 7); cilindri¢ne, zaoStrene na jednom kraju
i zaobljene na drugom kraju; i cilindri¢ne, zaobljene
na oba kraja (Slika 8).

Izgled konidija nehromogenih izolata (KC-6,
KC-9, KC-12, JC-5, JC-6, JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-
9) poreklom sa plodova jabuke, kruske i vis$nje, odgo-
varaju opisu konidija referentnog soja C. gloeosporioi-
des (CBS 516.97). U pitanju su jednocelijske, hijalinske,
glatke, konidije sa sitnim granuliranim sadrzajem,
prave ili blago povijene, cilindri¢ne, i u preko 90% slu-

Cajeva zaobljene na oba kraja. Preostale konidije ove
grupe izolata (¢10%) su prelaznih formi, uglavnom sa
jednim zaoStrenim vrhom ili elipsoidne. Konidije hro-
mogenih izolata (KC-21, KC-23, KC-82 i JC-4), dobije-
nih sa antraknoznih plodova kruske i jabuke, uklapaju
se u opis konidija referentnog soja C. acutatum (CBS
294.67). One su jednocelijske, hijalinske, glatke, prave,
sitno granuliranog sadrzaja i dominantno fusiformnog
oblika.

Veli¢ina konidija i njthovo medusobno porede-
nje ukazuju da izmedu ispitivanih izolata Colletotric-
hum spp. postoje izvesna variranja, narocito kada su
u pitanju ekstremne vrednosti duzine konidija (Tabela
1). Prose¢ne duzine konidija izolata KC-6, KC-9, KC-
12, JC-5, JC-6, JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9, iznose
17,4 pm i poklapaju se sa biometrickom vredno$¢u
ove dimenzije referentnog soja C. gloeosporioides
(CBS 516.97). Duzine konidija izolata KC-21, KC-23,
KC-82 i JC-4, su prili¢no uniformne, u proseku 13,9
um i u potpunosti odgovaraju prose¢noj duzini koni-
dija referentnog soja C. acutatum (CBS 294.67).

Ekstremne vrednosti Sirine konidija svih pro-
ucavanih kultura gljiva su ujednacene (Tabela 1). Me-
dusobnim poredenjem izolata mogu se konstatovati
razlike u prose¢nim vrednostima Sirine konidija. Kao
i u prethodnom slucaju, rezultati dobijeni merenjem
Sirine konidija ukazuju na grupisanje izolata u dve
osnovne kategorije. Prvu grupu ¢ine KC-6, KC-9, KC-
12,]JC-5,JC-6,JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9, kod kojih
prosecna Sirina konidija iznosi 4,23 pm, Sto odgovara
vrsti C. gloeosporioides (CBS 516.97). U okviru druge
grupe su izolati KC-21, KC-23, KC-821JC-4, sa prosec-
nom S$irinom konidija od 3,69 pm. Dobijena vrednost
se skoro podudara sa prose¢nom Sirinom konidija re-
ferentnog soja C. acutatum (CBS 294.67).

Rezultati dobijeni izra¢unavanjem koli¢nika,
tj.odnosa duzine/Sirine konidija su takode ukazali na
postojanje dve grupe izolata (Tabela 1). Kod kultura
koje se na osnovu oblika i veli¢ine konidija mogu sma-
trati pripadnicima vrste C. gloeosporioides, odnos du-
Zine i Sirine konidija iznosi od 3,60 do 3,97. Izolati koji
morfoloski odgovaraju vrsti C. acutatum poseduju
konidije kod kojih je odnos duzina/Sirina u intervalu
od 4,0 do 4,19. U oba slucaja i referentni sojevi C. glo-
eosporioidesi C. acutatum imaju konidije sa istim od-
nosom ovih dimenzija. Na osnovu navedenog, moze se
konstatovati da granice numerickih vrednosti duzine i
Sirine konidija i njihovog koli¢nika nisu jasno izdife-
rencirane, kao i da u pojedina¢nim sluc¢ajevima posto-
je izvesna preklapanja u dimenzijama i obliku ispitiva-
nih izolata. Medutim, ova dva morfoloska kriterijuma
uz izvesna ogranicenja mogu posluziti u diferencijaciji
gljiva Colletotrichum spp. do nivoa vrste.

Morfologija klijanja konidija ispitivanih izolata
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je prosec koji bez obzira na vrstu, zapocinje na iden-
tican nacin. Prvi korak je bubrenje konidija, koje vre-
menom gube granulirani sadrzaj i postaju prozrac¢ne.
U ekvatorijalnom delu konidija izolata KC-21, KC-23,
KC-82, JC-5, JC-6 i JC-7 dolazi do obrazovanje jedne,
ili rede 2-3 septe (Slika 9). Produkti Klijanja konidija
su inicijalne hife, apresorije i sekundarne konidije. U
zavisnosti od izolata konidije formiraju jednu ili dve,
a ponekad i do 4 inicijalne hife. Do klijanja najc¢eS¢e
dolazi na jednom ili oba vrha konidije - temeno kli-
janje. Znatno rede konidije klijaju temeno-boc¢no ili
boc¢no i to u slucajevima kada se obrazuju vise od dve
inicijalne hife. U procesu klijanja konidija ispitivanih
izolata bez obzira na poreklo i vrstu, ¢esto dolazi do
anastomoze inicijalnih hifa. Ovo je narocito izrazeno
u situacijama kada su konidije blizu jedna drugoj ili su
inicijalne hife u parelelnoj poziciji. Kod izolata JC-4,
kraca inicijalna hifa iz jedne konidije se moze spojiti
sa susednom konidijom koja je u fazi bubrenja. Uoce-
na je takode i pojava anastomoze dve klijajuce konidije
koje su u neposrednoj blizini. Na vrhovima isklijalih
inicijalnih hifa ili njihovih ogranaka, u zavisnosti od
izolata dolazi do obrazovanja sekundarnih konidija i/
ili apresorija. Sekundarne konidije su po obliku sli¢ne
primarnim, ali su tanjih zidova i neSto manjih dimen-
zija. Kod izolata poreklom sa ploda vi$nje (VC-3, VC-
5, VC-7 1 VC-9) do obrazovanja sekundarnih konidija
dolazi direktno na vrhovima majcinskih konidija, za
razliku od izolata sa ploda kruske (KC-6, KC-9 i KC-12)
kod kojih se sekundarne konidije formiraju na kraje-
vima inicijalnih hifa.

Rezultati merenja duzine inicijalnih hifa i bio-
metric¢ke vrednosti sekundarnih konidija, 24 h nakon
naklijavanja, ukazuju na postojanje dve vrste roda
Colletotrichum (Tabela 2). Izolati KC-6, KC-9, KC-
12, JC-5, JC-6, JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9, koji su
uslovno determinisani kao C. gloeosporioides mogu
se izdvojiti u posebnu grupu, po nesto duzim inicijal-
nim hifama i obilnom formiranju sekundarnih koni-
dija. Konidije izolata KC-21, KC-23, KC-82, JC-4 i refe-
rentni soj C. acutatum u procesu klijanja ne obrazuju
sekundarne spore, a prose¢na duzina inicijalnih hifa u
odnosu na prethodnu grupu je nesto manja.

Morfologija apresorija

Apresorije se formiraju na krajevima inicijalnih
hifa kod izolata KC-21, KC-23, KC-82 1 JC-4 i bo¢no na
kratkim hifama izolata JC-5, JC-6 i JC-7. Svi izolati po-
reklom sa ploda visnje, kao i izolati KC-6, KC-9 i KC-12
retko formiraju apresorije. U vecini sluc¢ajeva do njiho-
vog obrazovanja dolazi direktno na konidijama. Najce-
$¢e, spora produkuje jednu ili dve apresorije, ali je kod
JC-5, JC-7 i JC-9 konstatovano formiranje ovih struk-

tura u nizu (Slika 10). Mlade apresorije su kod svih
izolata hijalinske ili svetlo pigmetirane. Sazrevanjem
dolazi do razvoja viSeslojnog ¢elijskog zida i produk-
cije melanina, pa apresorije poprimaju tamnomrku
ili crnu boju. Izgled i veli¢ina obrazovanih apresorija
je prili¢no varijabilan. Kod veéine izolata koji su na
osnovu morfologije i veli¢ine konidija okarakterisani
kao pripadnici vrste C. gloeosporioides (KC-6, KC-
9, KC-12, JC-5, JC-6, JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9)
apresorije su sferi¢nog, ovalnog ili nepravilnog oblika,
zadebljalih zidova i izrazito melanizirane. 1zolati koji
po opisu odgovaraju vrsti C. acutatum (KC-21, KC-23,
KC-82 i JC-4) formiraju apresorije sferi¢nog, ovalnog
ili okruglastog izgleda, tamnomrke boje i manje nabo-
ranih ivica. Biometrijske vrednosti apresorija su neu-
jednacene i kod vecine ispitivanih izolata se preklapa-
ju, pa stoga ovaj morfoloski kriterijum nije pouzdan u
identifikaciji i diferencijaciji vrsta C. gloeosporioides i
C. acutatum (Tabela 2).

Obrazovanje teleomorfnog stadijuma

Izolati Colletotrichum spp. poreklom sa antra-
knoznih plodova kruske, jabuke, viSnje i paradajza,
kao i referentni sojevi C. acutatum (CBS 294.67) i C.
gloeosporioides (CBS 516.67) ne formiraju teleomor-
fni stadijum Glomerella spp. Obrazovanje peritecija
je izostalo na svim veStacki inokulisanim plodovima,
kao i u kulturama koje su u tu svrhu ¢uvane do potpu-
nog iscrpljivanija.

DISKUSIJA

Na osnovu fenotipskih odlika moze se zaklju-
¢iti da nijedan od izolata identifikovanih kao C. glo-
eosporioides (KC-6, KC-9, KC-12, JC-5, JC-6, JC-7,
VC-3, VC-5, VC-7, VC-9), ne formira kolonije sa crve-
nom pigmentacijom. Kolonije KC-21, KC-23 i KC-82,
sa antraknoznih plodova kruSke su karakteristi¢ne
ruzicaste do rumenocrvene boje, na osnovu ¢ega se
svrstavaju u grupu hromogenih izolata. Mada se boja
kolonije ne moze koristiti kao zaseban i pouzdan tak-
sonomski kriterijum za diferencijaciju vrsta C. acu-
tatum i C. gloeosporioides, nasi rezultati, kao i re-
zultati drugih istrazivaca (Shi et al., 1996; Freeman et
al., 1998; Trkulja, 2004; Gonzales and Sutton, 2004;
Peres et al., 2005; Whitewal-Weckert et al., 2007)
ukazuju da hromogeni tipovi pripadaju vrsti C. acu-
tatum. Baxter et al. (1983) su prema ovoj fenotipskoj
karakteristici sve hromogene izolate izdvojili u zaseb-
nu formu specialis i imenovali kao C. acutatum f. sp.
hromogenum (Gorter) Baxter, van der Weshuizen et
Eicker. Izolat JC-4 sa ploda jabuke, kao i referentni soj
CBS 294.67, formiraju kolonije svetlo do tamnosive
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pigmentacije i pripadaju nehromogenom tipu vrste
C. acutatum.

Svi proucavani izolati C. acutatum i C. gloeos-
porioides u uslovima in vivo1i in vitro obrazuju plodo-
nosna tela - acervule, kruznog ili nepravilnog oblika,
crne do tamnomrke boje. Morfologija i biometricke
vrednosti acervula slazu se sa literaturnim podacima
(Mordue, 1971; Trkulja, 2004), ali s obzirom na pre-
klapanja biometrickih vrednosti ispitivanih izolata, u
konkretnom slucaju ovo nije pouzdan taksonomski
kriterijum za diferencijaciju vrsta C. acutatum i C.
gloeosporioides.

Konidije vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides
se oslobadaju iz acervula u lepljivoj, Zelatinoznoj masi
ili matriksu, svetlonarandzaste boje. U pitanju je slo-
Zena meSavina polisaharida i glikoproteina, sa manjim
sadrzajem drugih komponenata, pre svega enzima. Pri
sazrevanju acervula, matriks se transformisSe u “ljus-
pastu® izlucevinu, sa masom slepljenih konidija. Dis-
perzija konidija iz mladih acervula se odvija vodenim
kapima, a Sirenje spora iz zrelih acervula se odvija uz
pomoc¢ vetra (Nicholson and Morales, 1980).

Tokom proucavanja morfoloskih karakteristika
konidiomata u kulturi, nije utvrdeno prisustvo seta ni
kod jednog izolata Colletotrichum spp., kao ni kod re-
ferentnih sojeva C. acutatum i C. gloeosporioides. For-
miranje seta je zabelezeno samo na povrsini plodova,
veStacki inokulisanih izolatima JC-7 i JC-9. Formira-
nje seta u kulturi nisu utvrdili Stojanovi¢ (1997, 2002)
i Lewis et al. (2004), za razliku od drugih istrazivaca
koji napominju da njihovo obrazovanje pre svega zavi-
si od izolata, ali i od ekoloskih uslova i hranljive pod-
loge (von Arx, 1970; Quimio, 1977; Baxter et al., 1983;
Photita et al., 2005).

Svi proucavani izolati C. acutatum i C. gloeo-
sporioides u bazalnom delu konidiomata obrazuju
konidiofore koje su izduzeno cilindri¢nog oblika, hi-
jalinske ili svetlosmede i blago povijene. Konidiogene
celije su glatke, cilindri¢ne i hijalinske. Izgled i velici-
na konidiofora i konidiogenih celija ispitivanih izolata
odgovaraju opisima drugih autora (Baxter et al., 1983;
Trkulja, 2004), a osim hijalinskih u literaturi postoje
podaci i o konidioforama maslinastozelene ili smede
boje (von Arx, 1970; Mordue, 1971; Vu¢ini¢ and Lati-
novic, 1999).

Morfoloskim proucavanjem konidija konsta-
tovane su razlike u obliku i dimenzijama, na osnovu
Cega je obavljena diferencijacija ispitivanih izolata
Colletotrichum spp. Ovaj taksonomski kriterijum se
u velikoj meri pokazao kao zadovoljavajuci za medu-
sobno diferenciranje vrsta C. acutatum i C. gloeospo-
rioides. Konidije nehromogenih izolata (KC-6, KC-9,
KC-12, JC-5, JC-6, JC-7, VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9) su
jednocelijske, hijalinske, glatke, sa sitnim granulira-

nim sadrzajem, prave ili blago povijene i cilindri¢ne.
Biometrijske vrednosti konidija navedenih izolata od-
govaraju opisima vrste C. gloeosporioides poreklom
sa razli¢itih domacina: 12-21 x 3,5-6 pm (von Arx,
1970); 9-24 x 3-6 pm (Mordue, 1971); 9-24 x 3-4,5 pm
(Sutton, 1980); 9,5-20 x 3-6,5 pm (Baxter et al., 1983);
12,5-18,5 x 3,9-5 pm (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 1992); 13-21
X 3,5-5 nm (Gunnell and Gubler, 1992); 12,3-14,8 x
4,6-5,5 nm (Berstein et al., 1995); 12-22 x 3,9-5,5 pm
(Trkulja, 2004); 15,7 x 4,1 pm (Whitewal-Weckert et
al., 2007). Konidije izolata KC-21, KC-23, KC-82 i JC-
4, su jednocelijske, hijalinske, glatke, prave, sitno gra-
nuliranog sadrzaja, dominantno fusiformnog oblika.
Oblik i veli¢ina konidija navedenih izolata odgovaraju
kriterijumima koji vaze za vrstu C. acutatum: 8-16 x
2,5-4 pm (Dyko and Mordue, 1979); 8,5-16,5 x 2,5-4
nm (Sutton, 1980); 13-17 x 3,5-4,5 pm (Baxter et al.,
1983); 13-19 x 3,5-5 nm (Gunnell and Gubler, 1992);
8,1-15,3 x 3,5-5,2 nm (Berstein et al., 1995); 13-17,5 X
3,5-4,5 pm (Trkulja, 2004); 14,7 x 3,8 pm (Lewis et al.,
2004); 10,8-13,5 x 2,9-3,6 pm (Whitewal-Weckert et
al., 2007).

Rezultati dobijeni izra¢unavanjem koli¢nika,
tj.odnosa duzine/Sirine konidija takode ukazuju na
postojanje dve grupe izolata. Adaskaveg and Hartin
(1997) su proucavajuci biometrijske vrednosti konidija
prouzrokovaca antraknoze ploda badema, citrusa, pa-
paje, jagode i breskve, utvrdili da odnos duzine/Sirine
konidjija izolata C. acutatum iznosi 2,6-3,8, a konidija
C. gloeosporioides 3,2-3,5.

Produkti klijanja konidija ispitivanih izolata
C. acutatum i C. gloeosporioides su inicijalne hife,
apresorije i sekundarne konidije. Klijanja je najce-
S¢e temeno, a znatno rede temeno-boc¢no ili bo¢no.
Potpuno boc¢no klijanje je uo¢eno samo u slucajevi-
ma kada dolazi do formiranja viSe od dve inicijalne
hife, $to su u svojim radovima konstatovali Stojanovi¢
(1997), Latinovi¢ (1999) i Trkulja (2004). O’Connell et
al. (1992), takode napominju da vrste roda Colletotri-
chum obrazju jednu ili viSe inicijalnih hifa i apreso-
rija prilikom naklijavanja konidija u destilovanoj vodi
na razli¢itim veSta¢kim povrSinama: staklu, nitro-
celuloznoj membrani, polistirenu i dr. Na ovaj nac¢in
formirane hife i apresorije su identi¢ne onima koje se
obrazuju in vivo, tokom infekcionog procesa na biljci
domacinu.

Kod ispitivanih izolata C. gloeosporioides
utvrdeno je obilno formiranje sekundarnih konidi-
ja direktno na vrhovima majc¢inskih konidija ili na
krajevima inicijalnih hifa. U skladu sa rezultatima
Stojanovi¢ (1997) i Latinovi¢ (1999), konstatovano je
da sekundarne konidije retko klijaju dok su na mate-
rinskoj konidiji, a nakon odvajanja klijaju obrazujuci
inicijalnu hifu.
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Klijanjem konidija izolata Colletotrichum
spp. dolazi do formiranja apresorija, direktno na
sporama ili na krajevima krac¢ih i duzih inicijalnih
hifa. Prema Sutton-u (1968) apresorije se mogu
obrazovati i na vrhovima vegetativnih hifa, odnosno
direktno na miceliji, ali ova pojava u nasem eksperi-
mentu nije utvrdena. Formirane apresorije ispitiva-
nih izolata C. acutatum su tamnomrke do crne boje,
sferi¢ne ili ovalne, a izolata identifikovanih kao C.
gloeosporioides nepravilnog ili sferi¢cnog oblika.
Dobijeni rezultati se poklapaju sa biometrijskim
vrednostima apresorija koje se u literaturi navode za
vrste C. acutatum: 7,5-15 x 5-8 pm (Baxter et al.,
1983); 6,5-10,5 x 4,5-6 pm (Trkulja, 2004) i C. gloe-
osporioides: 6-20 x 4-12 nm (Mordue, 1971; Sutton,
1980); 6-20 x 4,5-9 nm (Baxter et al., 1983); 7,5-17,5
X 5,5-8,5 nm (Trkulja, 2004).

Formiranje apresorija pri klijanju konidija je
primarna karakteristika gljiva roda Colletotrichum
(von Arx, 1970). Ovi organi u prvom stadijumu infek-
cije imaju prevashodnu ulogu u vezivanju parazita za
povrsinu domacdina, a prema navodima Purkayastha
and Sen Gupta (1973) njihovo obrazovanje je uslovlje-
no razli¢itim faktorima, kao $to su kontaktni stimu-
lans, priroda supstrata, prisustvo difuznih biljnih me-
tabolita i spoljni faktori. U toku sazrevanja apresorija,
prema Bailey-u et al. (1992) dolazi do razvoja debelog
viSeslojnog celijskog zida, potom sekrecije tankog slo-
ja ekstracelularne, mucilaginozne mase i formiranja
pore u ventralnom zidu koji je u kontaktu sa supstra-
tom. Znacaj mucilaginozne mase je u zastiti apresorija
od ekstremnih temperatura, a dokazano je i da poma-
7e u adheziji, tj. procesu prijanjanja gljive za povrsinu
biljke domacina.

Tokom nasih istrazivanja izolati C. acutatum i
C. gloeosporioides, kao i referentni sojevi ovih vrsta,
nisu formirali teleomorfni stadijum Glomerella spp.
Prisustvo peritecija nije uo¢eno na vestacki inoku-
lisanim plodovima, kao ni na povrsini kultura koje
su u tu svrhu ¢uvane do potpunog iscrpljivanja. 1zo-
stanak obrazovanja savrSenog stadijuma Glomerella
u svojim eksperimentima navode Freeman et al.
(1998), Vucini¢ and Latinovi¢ (1999) i Trkulja (2004).
Na hranljivim podlogama Baxter et al. (1983) i Sto-

janovi¢ (1997) su Konstatovani samo sterilne zacetke
askomata, $to je Cesta odlika vrste C. gloeosporioi-
des. Prema Mordue-u (1971) formiranje peritecija je
mnogo izrazenije na starijim kulturama gljiva i one
su u vedini slucajeva znatno grupnije od peritecija
formiranih na prirodnom supstratu. Shi et al. (1996)
u inventarizaciji vrsta Colletotrichum, prouzrokova-
¢a antraknoze ploda jabuke, naglasavaju da izolati C.
acutatum ne obrazuju peritecije, a da je kod manje
od polovine svih kultura C. gloeosporioides utvrdeno
obrazovanje G. cingulata. Guerber and Correll (2001)
su u laboratorijskim uslovima prvi utvrdili formira-
nje G. acutatum, savrSene forme konidijskog stadiju-
ma C. acutatum. Mali znacaj teleomorfa u epidemio-
logiji vrsta roda Colletotrichum utvrdili su Fitzell and
Peak (1984). Na osnovu poljskih ogleda, ovi autori su
zakljucili da se uloga askospora u infektivnom proce-
su gljive ne moze pouzdano dokazati, jer iako su peri-
tecije bile formirane, prisustvo askospora u vazduhu
nije utvrdeno. S druge strane, vrste C. acutatum i C.
gloeosporioides su pre svega patogeni subtropskih i
tropskih predela, pa je u takvim klimatskim uslovi-
ma smanjena realna potreba formiranja teleomorfa,
kao stadijuma za prezimljavanje.

Tradicionalne metode identifikacije gljiva
roda Colletotrichum, zasnovane su na morfoloSkim
karakteristikama: boji kolonije, obliku i veli¢ini ko-
nidija, acervula i apresorija, prisustvu/odsustvu seta i
eventualnom formiranju teleomorfnog stadijuma Glo-
merella spp. (Freeman et al., 1998). S obzirom na veliki
broj intermedijarnih formi, navedeni kriterijumi nisu
uvek adekvatni za diferencijaciju vrsta C. acutatum i
C. gloeosporioides. Morfoloska karakterizacija izolata
Colletotrichum spp. poreklom sa antraknoznih plo-
dova voca, kao i njihova morfoloska identifikacija do
nivoa vrste, pokazala se u izvesnoj meri pouzdanom,
$to je potvrdeno i molekularnom analizom (Zivkovié,
2011).
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MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ISOLATES OF

COLLETOTRICHUM SPP. - CAUSAL AGENTS OF ANTHRACNOSE

SUMMARY
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In the morphological studies were included isolates of Colletotrichum spp. originating
from pear, apple and sour cherry fruits, as well as reference strains of C. acutatum (CBS
294.67) and C. gloeosporioides (CBS 516.97). The colony characteristics, appearance, sha-
pe and size of conidioma, appressoria, and conidia of isolates of Colletotrichum spp. were
studied. The four morphological groups of colonies on PDA were observed, confirming the
great phenotypic variability of isolates of Colletotrichum spp. Most isolates from apple and
pear fruits (KC-6, KC-9, KC-12, JC-5, JC-7, JC-9), formed the first morphological group. The
isolates from sour cherry (VC-3, VC-5, VC-7, VC-9) are separated in the fourth morpholo-
gical group. The size and shape of conidia from these isolates fit the description of C. gloe-
osporioides. The chromogenic isolates from pear (KC-21, KC-23, KC-82) formed the second
morphological group, and in the third morphological group is isolate (JC-4) from apple fru-
it. The morphology of conidia from these isolates fit the description of C. acutatum. During
this research were evident that all isolates formed conidioma - acervuli. The tested cultures
of Colletotrichum spp. did not form teleomorpf. Because of outstanding variability, most of
the studied characteristics cannot be independently applied as taxonomic criteria. Obtai-
ned results showed that, for Colletotrichum species classification, at least two taxonomic
criteria should be used: morphological features combined with molecular identification.

Key words: morphology, anthracnose, Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum gloeosporioides
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Helminthosporium determined in Yugoslavia (1922-1955). Plant Protection, 216: 93 - 119. A quotation
originated from a book should follow the example bellow: Dhingra, O. D., Sinclair, J. B. (1955): Basic Plant
Pathology Methods, CCR. Press Inc, Baco Raton, pp. 335 -360. In text, at the end of the quotation, the authors
are to be quoted such as the example bellow: (Matijevi¢, 1994; Stojanovi¢ and Bori¢, 1990; Manojlovi¢ et al.,
1998). SUMMARY, followed by key words, should be in English and Serbian and given on the separate sheets
of paper at the end of the text, containing the author’s name and the name of the institution.

The title of chapter in paper (the first rank of title) should be centred and written in capital letters (bold).

Subchapter (the second rank of title) should be centered and written in first capital letter (bold), single-
spaced from the text it refers to.

Subchapter (the third rank of title) should be written at the beginning of the line in first capital letter
(italic), single-spaced from the text it refers to.

Subchapter (the fourth rank of title) should be written at the beginning of the line (italic), separated from
the rest of the text by a hyphen.

TABLES AND GRAPHS - Tables and graphs should be given on the separate pages. In manuscript, a space
for tables and graphs should be marked. The titles of the tables and graphs ought to be first in Serbian then in
English, and if the script is in English, then English version comes first followed by Serbian name of the titles.

PHOTOGRAPHS AND DRAWINGS - Photographs and drawings should be clear and sharp. At the back
of the photos and drawings, their number, the name of an author and shorten version of the paper should be
marked by pencil. On the separate sheet of papers, full titles in Serbian and English should be added along
with information about the author’s name, and the title of the paper.

Additional notes

The papers are reviewed. On the editor’s request, the paper should be addressed to the Board on a
diskette labeled with the name of the author and a file to Teodora Drajzera 9, 11040 Belgrade, or by e-mail:
ndolovac@yahoo.com. A manuscript should be prepared in MS Word for Windows (.doc) or Rich Text Format
(.rtf). In addition, two copies of the printed text should be sent to the Board. International System of Units
(SI) is required. Pages of the text must be marked in numbers and the manuscript prepared for printing in
this way should be sent to the Board with accompanying author’s letter. The shorten version of the title of
the paper is also required to be printed on odd pages.

Following the aforementioned rules, you will make publishing of your paper quicker and contribute to
better quality of the journal.
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