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IZOLACIJA BAKTERIOFAGA I NJIHOVA PRIMENA
U DIFERENCIJACIJI SOJEVA XANTHOMONAS SPP.

 
 KATARINA GAŠIĆ1, MILAN IVANOVIĆ2, ANĐELKA PROKIĆ 2, NEMANJA KUZMANOVIĆ2, 

MAJA IGNJATOV3, ALEKSA OBRADOVIĆ2

1Institut za zaštitu bilja i životnu sredinu, Beograd
2 Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Beograd

3Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad

e-mail: gasickatarina¤yahoo.com

Bakteriofagi predstavljaju posebnu grupu virusa čiji su domaćini bakterije. Usled ne-

dostatka efikasnih baktericida i pojave rezistentnih sojeva bakterija prema većini do 

sada korišćenih antibiotika, primena faga kao bioloških agenasa u kontroli bolesti 

prouzrokovanih fitopatogenim bakterijama, dobija sve veći značaj. Zahvaljujući izra-

ženoj specifičnosti, fagi se osim za suzbijanje koriste i za diferencijaciju srodnih vr-

sta fitopatogenih bakterija. U ovom radu izolovano je 25 faga specifičnih prema vrsti 

Xanthomonas euvesicatoria, prouzrokovaču bakteriozne pegavosti paprike. Fagi su 

izolovani iz uzoraka zemljišta, vode i semena paprike poreklom iz različitih lokaliteta 

u Srbiji. Pored faga izolovanih u Srbiji, proverena je specifičnost 53 soja dobijenih iz 

kolekcije Univerziteta u Floridi i izdvojen set faga koji se mogu koristiti u  diferenci-

jaciji vrsta X. euvesicatoria, X. perforans, X. vesicatoria i X. gardneri.

Ključne reči: bakteriofagi, Xanthomonas euvesicatoria, izolacija, paprika, diferencijacija

REZIME

UVOD

Bakteriofagi ili jednostavnije fagi pred-

stavljaju posebnu grupu virusa koji inficiraju 

bakterijsku ćeliju. Oni spadaju u najbrojnije 

mikroorganizme na planeti, koji sa bakterija-

ma koevoluiraju unazad 3 - 4 milijarde godina; 

procenjuje se da ih ima oko 1032 (Hanlon, 2007). 

Bakteriofagi se mogu naći na svim mestima gde 

i bakterije, uključujući zemljište, vodu, bilj-

ke, životinje (Adams, 1959; Woods i sar., 1981; 

Obradović i sar., 2006; Gašić i sar., 2011) i čoveka 

(Osawa i sar., 1981). 

Životni ciklus bakteriofaga može biti li-

tički i lizogeni. Litički odnos karakteriše se brzim 

umnožavanjem faga u bakterijskoj ćeliji nakon 

ubacivanja nukleinskog materijala i oslobađa-

njem novih faga posle lizisa, odnosno raspada-

nja bakterijske ćelije. Lizogeni odnos ostvaruje 

umereni fag, koji se u inficiranoj ćeliji zadržava 
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u obliku svoje nukleinske kiseline ugrađene u 

bakterijski hromozom (profag), i tako se prenosi 

deobom na potomstvo bakterije.

Iako su bakteriofagi najbrojniji biološ-

ki agensi na planeti, njihov opstanak u prirodi 

umnogome zavisi od uticaja različitih faktora 

spoljne sredine (Balogh i sar., 2007). Gill i Abe-

don (2003) su saopštili da rizosfera predstavlja 

povoljniju sredinu za opstanak faga u poređenju 

sa filosferom, s obzirom da su fagi češće izolovani 

iz te sredine i mogu duže vremena preživeti u ze-

mljištu nego na lisnoj površini. Međutim, brzina 

širenja faga kroz neujednačeni sastav zemljišta je 

niska i promenljiva usled promene nivoa slobod-

ne vode. Pored toga, fagi mogu biti imobilisani 

biofilmom u supstratu (Storey i Ashbolt, 2001) 

kao i adsorbovani od strane zemljišnih čestica, 

posebno gline (Williams i sar., 1987). Niska pH 

vrednost supstrata takođe može izazvati inakti-

vaciju faga (Sykes i sar., 1981). U filosferi, glavni 

ograničavajući faktori za opstanak faga su ultra-

ljubičasto zračenje (UV zračenja) i isušivanje (Gill 

i Abedon, 2003). Takođe, visoka temperatura, 

visoka ili niska pH vrednost i osmotski pritisak 

utiču na inaktivaciju faga na površini listova bilj-

ke (Iriarte i sar., 2007).

Od otkrića, početkom dvadesetog veka, 

fagi su proučavani u cilju kontrole bolesti iza-

zvanih bakterijama, uključujući i bolesti bilja-

ka. Međutim, interesovanje za primenu faga 

kao bioloških agenasa posebno je intenzivirano 

poslednjih godina, s pojavom sojeva bakterija re-

zistentnih prema jedinjenjima bakra i antibioti-

cima (Marco i Stall, 1983; Minsavage i sar., 1990; 

Thayer i Stall, 1961). Od 1990-ih terapija fagima 

se pokazala efikasnom u suzbijanju različitih 

bolesti prouzrokovanih bakterijama roda Xant-

homonas: bakteriozne pegavosti paradajza (Fla-

herty i sar., 2000; Balogh i sar., 2003; Obradović 

i sar., 2004a, 2005), bakteriozne pegavosti bres-

kve (Civerolo i Keil, 1969; Saccardi i sar., 1993), 

bakteriozne pegavosti muškatle (Flaherty i sar., 

2001), bakteriozne plamenjače oraha (McNeil i 

sar., 2001), lisne plamenjače crnog luka (Lang i 

sar., 2007) i bakterioznog raka i pegavosti citrusa 

(Balogh i sar., 2008).

Pored primene u suzbijanju bolesti iza-

zvanih bakterijama, bakteriofagi su korišćeni i 

u drugim oblastima fitopatologije. Zahvaljuju-

ći visokoj specifičnosti odnosa virus – bakterija 

domaćin, fagi su omogućili razlikovanje srodnih 

vrsta fitopatogenih bakterija kao i rasa ili patoge-

nih varijeteta iste bakterijske vrste i tako značaj-

no doprineli klasifikaciji i identifikaciji patoge-

nih bakterija (Klement i sar., 1990; Arsenijević, 

1997). Identifikacija bakterija korišćenjem faga je 

jednostavna, brza i efikasna u poređenju sa dru-

gim konvencionalnim metodama, s obzirom da 

je potreban relativno kratak period (18-24 h in-

kubacije) da bi se očitali rezultati, odnosno for-

mirali plakovi kao znak pozitivne reakcije.

Bakteriozna pegavost prouzrokovana 

Xanthomonas vrstama, X. euvesicatoria, X. 

vesicatoria, X. perforans i X. gardneri (Jones i 

sar., 2004), spada u red ekonomski najznačaj-

nijih bolesti paprike i paradajza u svetu, poseb-

no u uslovima tropske i suptropske klime. Do 

sada je u svetu opisano 11 fizioloških rasa bak-

terije Xanthomonas euvesicatoria, od kojih je 

u našoj zemlji prisutno četiri (P1, P3, P7, P8), a 

rasa P8 je najzastupljenija (Ignjatov i sar., 2012). 

X. euvesicatoria nalazi se na A2 EPPO karan-

tinskoj listi (European and Mediterranean Plant 

Protection Organization), kao i na A2 listi ka-

rantinski štetnih organizama Republike Srbije. 

U agroekološkim uslovima Srbije prouzrokovač 

bakteriozne pegavosti paprike X. euvesicatoria 

redovno se pojavljuje i pričinjava značajne štete, 

naročito tokom vlažnog i toplog vremena (Balaž, 

1994; Obradović i sar., 1997, 1999, 2000a, 2000b, 

2001). 

Imajući u vidu heterogenost populacije 
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Xanthomonas spp. patogena paprike i paradajza 

(Jones i sar., 2004) kao i njihovo prisustvo i štet-

nost, naročito u proizvodnji paprike u nas (Obra-

dović i sar., 2004b), utvrđivanje prisustva speci-

fičnih bakteriofaga u rejonima gajenja paprike u 

Srbiji i proučavanje mogućnosti njihove primene 

u suzbijanju patogena imalo bi višestruk značaj. 

Stoga je cilj rada bio utvrđivanje prisustva i ra-

sprostranjenosti bakteriofaga specifičnih prema 

vrsti X. euvesicatoria, izolacijom iz različitih 

supstrata, dok bi se proverom litičke aktivnosti 

i specifičnosti faga utvrdila mogućnost njihove 

primene u diferencijaciji vrsta roda Xanthomo-

nas, parazita paprike i paradajza.

MATERIJAL I METODE

U istraživanjima je korišćeno 3 soja bak-

terije Xanthomonas euvesicatoria KFB1, KFB 

13 i KFB 189, zatim vrsta Xanthomonas vesica-

toria soj KFB 29, Xanthomonas perforans soj 

KFB 061,  Xanthomonas gardneri soj KFB 0116. 

Sojevi bakterija čuvani su pri temperaturi –80ºC 

u podlozi od hranljivog bujona sa 30% glicero-

la. Bakterijske kulture su održavane periodič-

nim presejavanjem na standardnu bakteriološku 

podlogu hranljivi agar (HA, agar 18,0 g, hranljivi 

bujon 23,0 g, destilovana voda 1,0 l). Pri izvođe-

nju ogleda korišćene su kulture bakterija gajene 

24 h na HA pri temperaturi 27ºC u termostatu. 

Za proučavanje aktivnosti faga u in vitro 

uslovima korišćena je polučvrsta hranljiva pod-

loga sa kvaščevim ektraktom (Nutrient agar ye-

ast extract medium, NYA) (0,8% hranljivi bujon, 

0,6% agar, 0,2% kvaščev ekstrakt) ili hranljivi 

bujon kao tečna podloga. 

Izolacija bakteriofaga iz različitih

prirodnih supstrata

Tokom 2005, 2007. i 2008. godine priku-

pljeni su uzorci za izolaciju bakteriofaga sa više 

lokaliteta u Srbiji. Kao materijal za izolaciju spe-

cifičnih faga korišćene su obolele biljke paprike 

sa izraženim simptomima bakteriozne pegavosti 

(3 uzorka), zatim zemljište uzeto neposredno is-

pod zaraženih biljaka (25 uzoraka), voda iz bu-

nara (4 uzorka) kao i seme paprike za setvu (4 

uzorka). Izolacija faga vršena je na dva načina: 

metodom direktne izolacije i metodom obogaći-

vanja supstrata.

Metodom direktne izolacije faga obrađe-

ni su uzorci zemljišta iz zone korenovog sistema 

paprike. Oko 200 g zemljišta potopljeno je u 200 

ml 0,01 M magnezijum-sulfatnog rastvora u la-

boratorijskoj čaši i nakon kraćeg mešanja na ma-

gnetnoj mešalici inkubirano preko noći pri sob-

noj temperaturi. Sutradan, pažljivo je odlivena 

tečna faza i nakon centrifugiranja pri 12 000 g u 

trajanju 10 min, supernatant je pipetom prenet u 

sterilne staklene kolbe. Zatim je dodat hloroform 

(10:1 v/v) i nakon sat vremena tretiranja, u ste-

rilne mikroepruvete izdvojena je gornja faza sus-

penzije u kojoj se očekuje prisustvo faga i dalje 

čuvana u frižideru pri temperaturi 4°C, zaštićena 

od svetlosti. 

Metoda obogaćivanja supstrata (Carlson, 

2005; Balogh, lična komunikacija) omogućava 

selektivno umnožavanje bakteriofaga specifič-

nih prema bakteriji domaćinu koja se dodaje 

supstratu sa podlogom. Na taj način se, pove-

ćanjem koncentracije  omogućava uspešnija 

detekcija i izolacija faga. Prilikom izolacije faga 

ovom metodom, za obogaćivanje supstrata ko-

rišćeni su sojevi X. euvesicatoria KFB1, KFB13 i 

KFB 189, izolovani iz paprike poreklom iz Srbije. 

U prvoj fazi izolacije faga u kolbu koja sadrži 50 

ml hranljivog bujona i 2,5 g CaCO3 dodato je 5 

ml indikator bakterije suspendovane u sterilnoj 

česmenskoj vodi i odgovarajuća količina uzorka, 

10 g zemljišta, 5 g biljnog tkiva ili 50 ml vode. 

Suspenzije su postavljene na rotacionu mešalicu 

u termostat pri 27°C, tokom 24 h. Nakon inkuba-
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cije, vršena je ekstrakcija faga centrifugiranjem 

1 ml obogaćene suspenzije 5 min na 16 000 g, 

kako bi se otklonili ostaci podloge i bakterijskih 

ćelija. Supernatant je prenet u nove sterilne mi-

kroepruvete i tretiran hloroformom (10:1 v/v) u 

trajanju 20 min, uz povremeno mešanje. Posle 

taloženja, gornja faza suspenzije izdvojena je u 

nove sterilne mikroepruvete, koje su potom obe-

ležene i čuvane pri temperaturi 4°C, zaštićene od 

svetlosti, do upotrebe.

Provera prisustva bakteriofaga

Prisustvo specifičnih faga u uzorcima pro-

vereno je na osnovu formiranja plakova u podlo-

zi kao znak aktivnosti faga prema kompatibilnoj 

bakteriji domaćinu. U ogledu su kao domaćini 

korišćeni sojevi X. euvesicatoria KFB 1, KFB 13 

i KFB 189. Na dno prazne Petri kutije naneto je 

po 100 µl bakterijske suspenzije pripremljene u 

0,01 M magnezijum–sulfatnom rastvoru i doda-

ta odgovarajuća količina NYA podloge, ohlađene 

do temperature 46 – 50°C, tako da prekrije dno. 

Bakterijska suspenzija i podloga izmešane su ho-

rizontalnim kružnim pokretima Petri kutije ne-

koliko puta. Po očvršćavanju podloge, naneto je 

po 10 µl suspenzije uzorka na površinu podloge i 

nakon 24 - 48 h inkubacije u termostatu, posma-

trana je pojava  plakova na mestu nanošenja kapi 

suspenzije.

Prečišćavanje bakteriofaga

Pri izolaciji faga iz prirodne sredine, mora 

se imati u vidu da se populacija faga može sasto-

jati iz više sojeva specifičnih prema istom doma-

ćinu (Mullan, 2001). Različiti fagi mogu se izdvo-

jiti procesom prečišćavanja na osnovu izgleda 

plakova u podlozi. 

Kako bi se dobili pojedinačni plakovi u 

podlozi, suspenzija faga je razređena u sterilnoj 

česmenskoj vodi u odnosu 1:10. Na dno prazne 

Petri kutije naneto je 100 µl suspenzije kompati-

bilnog soja X. euvesicatoria pripremljene u ste-

rilnoj česmenskoj vodi i 100 µl suspenzije faga 

određenog razređenja. Zatim je dodata odgova-

rajuća količina prohlađene (48°C) NYA podloge 

tako da prekrije dno. Suspenzije i podloga su iz-

mešane kružnim pokretima Petri kutije nekoliko 

puta, kako bi se postigla ravnomerna distribucija 

bakterija i faga u podlozi. Nakon očvršćavanja 

podloge, Petri kutije su postavljene u termostat 

pri 27°C i po isteku 24 h inkubacije posmatrana 

je pojava i izgled pojedinačnih plakova. 

Prečišćavanje faga vršeno je kroz tri serije, 

iz pojedinačnih, morfološki identičnih plakova. 

Sterilnom čačkalicom odvojen je deo plaka sa 

podlogom i resuspendovan u 100 µl sterilne de-

stilovne vode u mikroepruveti. Nakon mešanja 

pomoću tresilice pri maksimalnom broju obra-

taja u trajanju od nekoliko sekundi, napravljena 

su još dva razređenja u odnosu 1:10 u sterilnoj 

destilovanoj vodi. Po 100 µl suspenzije faga sva-

kog razređenja i 100 µl suspenzije kompatibilnog 

soja bakterije u 0,01 M magnezijum–sulfatnom 

rastvoru, zasejano je u NYA podlozi na prethono 

opisan način. Nakon 24 h inkubacije u termosta-

tu posmatrani su formirani plakovi. Postupak je 

ponovljen još dva puta izborom iste forme pla-

kova.

	 Po završetku procesa prečišćavanja, 

kada su svi plakovi u Petri kutiji bili ujednačene 

forme, podloga iz kutije sa najvećom koncentra-

cijom faga preneta je u sterilnu laboratorijsku 

čašu i usitnjena u 10 – 15 ml sterilne destilova-

ne vode, kako bi usitnjeni agar poprimio tečnu 

formu. Čitav sadržaj je zatim centrifugiran 20 

min na 8 000 g kako bi se uklonili ostaci ćelija 

i podloge, nakon čega je supernatant odliven u 

sterilnu staklenu posudu i tretiran hloroformom 

(10:1 v/v). Nakon taloženja tokom 1 h, sterilnom 

pipetom odvojena je gornja, bistra faza u kojoj se 

nalaze fagi u sterilnu posudu od tamnog stakla 

i nakon provere titra čuvana na 4°C. Očekivana 
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koncentracija faga u ovoj suspenziji iznosi oko 

109 PFU/ml.

Određivanje titra bakteriofaga

	 U cilju određivanja titra prečišćene sus-

penzije faga, napravljeno je deset razređenja sus-

penzije faga u odnosu 1:10, u sterilnoj česmenskoj 

vodi. Na dno prazne Petri kutije naneto je 100 µl 

suspenzije kompatibilnog soja X. euvesicatoria, 

pripremljene u sterilnoj česmenskoj vodi i 100 µl 

suspenzije faga određenog razređenja. Zatim je 

dodata odgovarajuća količina NYA podloge ohla-

đene do 48°C, tako da prekrije dno. Suspenzije 

i podloga izmešane su kružnim pokretima Petri 

kutije nekoliko puta i nakon očvršćavanja podlo-

ge, postavljene su u termostat na 27°C. Nakon 24 

h inkubacije, posmatrani su plakovi u podlozi. 

Na osnovu broja formiranih plakova u određe-

nim razređenjima, vršeno je izračunavanje titra 

faga izraženog u broju formiranih plakova po ml 

suspenzije (plaque forming units/ml, PFU/ml) 

(Klement i sar., 1990). 

Umnožavanje i čuvanje bakteriofaga

Kako bi se dobila suspenzija faga visokog 

titra i time omogućilo korišćenje faga u in vitro 

i in vivo eksperimentalnim uslovima, vršeno je 

njihovo umnožavanje. Fagi su umnoženi u kul-

turi bakterije domaćina gajenoj u hranljivom 

bujonu. Kompatibilni soj X. euvesicatoria KFB 

189 zasejan je u 100 ml hranljivog bujona. U ek-

sponencijalnoj fazi porasta, pri koncentraciji 108 

CFU/ml (OD600 = 0,3), dodata je odgovarajuća 

količina faga tako da odnos broja čestica faga i 

ćelija bakterije bude oko 1:10 (multiplicity of in-

fection, MOI = 0,1). Kolbe su zatim postavljene 

u laminarnu komoru tokom 5 min, a zatim na 

rotacionu mešalicu u termostat na 150 rpm pri 

temperaturi 27°C. Po isteku 19 h inkubacije do-

dato je 10 ml hloroforma (10:1 v/v) i uz postepe-

no mešanje vršeno je tretiranje tokom 0,5 – 1 h. 

Zatim je pažljivo izdvojena gornja faza u zatam-

njenu sterilnu bocu i nakon provere titra čuvana 

pri temperaturi 4°C. Ovom metodom se obezbe-

đuje titar faga oko 1010 PFU/ml.

Za čuvanje faga u kolekciji na duži vre-

menski period, 100 µl suspenzije faga i 100 µl 

suspenzije bakterije domaćina pomešano je u 

sterilnoj mikroepruveti. Nakon 5 min, tokom 

kojih je došlo do adsorpcije faga na površinu 

bakterijske ćelije, suspenzija je pipetom preneta 

u krioepruvetu sa 2 ml podloge od hranljivog bu-

jona i 30% glicerola i čuvana pri – 80°C.

Diferencijacija sojeva Xanthomonas spp.

bakteriofagima

Zahvaljujući saradnji sa kolegama sa Uni-

verziteta u Floridi (SAD), Laboratorije za fitobak-

teriologiju, Odseka za biljnu patologiju, dobijeno 

je 53 soja faga iz njihove kolekcije. Proučena je 

specifičnost ovih sojeva prema različitim vrsta-

ma roda Xanthomonas, patogena paradajza i pa-

prike u cilju izdvajanja seta faga na osnovu kojih 

se može na brz i efikasan način izvršiti diferen-

cijacija bakterija X. euvesicatoria, X. vesicatoria, 

X. perforans i X. gardneri. 

Na dno prazne Petri kutije naneto je po 

100 µl suspenzije svakog soja bakterije u sterilnoj 

česmenskoj vodi i dodata prohlađena NYA pod-

loga. Po očvršćavanju, pipetom je na površinu 

podloge naneto po 4 µl suspenzije faga. Nakon 24 

h inkubacije u termostatu pri temperaturi 27°C, 

posmatrana je pojava plakova. Test je urađen u 

tri ponavljanja.

REZULTATI

Izolacija bakteriofaga iz prirodnih supstrata

U cilju izolacije specifičnih bakteriofa-

ga prikupljeni su uzorci zemljišta, vode, seme-

na paprike, kao i biljaka paprike sa izraženim 

simptomima bakteriozne pegavosti. Bakteriofagi 
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specifični za X. euvesicatoria, izolovani su meto-

dom direktne izolacije i metodom obogaćivanja 

supstrata, iz 25 od ukupno 36 testiranih uzoraka. 

Dvadeset dva soja faga potiču iz zemljišta, dva 

soja su poreklom iz semena paprike i jedan soj iz 

vode, dok iz biljaka paprike sa simptomima bak-

teriozne pegavosti nisu izolovani fagi (Tabela 1). 

Uspešnost izolacije iznosila je oko 70%. 

Provera prisustva i čuvanje bakteriofaga

Prisustvo faga u uzorcima utvrđeno je po-

javom plakova, tj. prosvetljenih zona kružnog 

oblika nastalih usled lizisa bakterijskih ćelija, u 

hranljivoj podlozi nakon 24 – 48 h inkubacije u 

termostatu pri temperaturi 27°C (Slika 1). Svi izo-

lovani fagi ispoljili su litičku aktivnost prema so-

jevima X. euvesicatoria KFB1, KFB 13 i KFB 189. 

Nakon prečišćavanja faga kroz tri serije iz pojedi-

načnih, morfološki identičnih plakova, dobijena 

je identična forma plakova u podlozi (Slika 2). 

Koncentracija faga nakon prečišćavanja iznosila 

je oko 109 PFU/ml. Prečišćeni fagi umnoženi su 

do koncentracije oko 1010 PFU/ml u kulturi bak-

terija u hranljivom bujonu i čuvani pri tempera-

turi 4°C, zaštićeni od svetlosti.

Vitalnost faga proverena je i nakon godi-

nu dana čuvanja u podlozi od hranljivog bujona 

sa 30% glicerola, zajedno sa bakterijom doma-

ćinom, pri temperaturi −80°C. Svi sojevi faga 

uspešno su revitalizovani.

Tabela 1. Izolovani sojevi bakteriofaga. 
Table 1. Bacteriophage strains.

Šifra soja Supstrat Lokalitet Godina izolacije

KФ 1 Zemljište Družetić 2005

KФ 2 Seme paprike Medveđa 2007

KФ 3 Zemljište Medveđa 2007

KФ 4 Voda iz bunara Medveđa 2007

KФ 5 Zemljište Brus 2007

KФ 6 Seme paprike Medveđa 2007

KФ 7 Zemljište Medveđa 2007

KФ 8 Zemljište Brus 2007

KФ 9 Zemljište Despotovo 2008

KФ 10 Zemljište Despotovo 2008

KФ 11 Zemljište Horgoš 2008

KФ 12 Zemljište Horgoš 2008

KФ 13 Zemljište Despotovo 2008

KФ 14 Zemljište Bačka Palanka 2008

KФ 15 Zemljište Tovariševo 2008

KФ 16 Zemljište Bašaid 2008

KФ 17 Zemljište Senta 2008

KФ 18 Zemljište Kikinda 2008

KФ 19 Zemljište Novi Kneževac 2008

KФ 20 Zemljište Gospođinci 2008

KФ 21 Zemljište Gospođinci 2008

KФ 22 Zemljište Gložan 2008

KФ 23 Zemljište Gložan 2008

KФ 24 Zemljište Pivnice 2008

KФ 25 Zemljište Silbaš 2008
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Slika 1. Bakteriofagi specifični prema X. euvesicatoria. 
Formirani plakovi u NYA podlozi ukazuju na prisustvo 
bakteriofaga.

Figure 1. Bacteriophages specific to X. euvesicatoria. 
Plaques formation in NYA medium indicates the presence of 
bacteriophages.

Slika 2. Bakteriofagi specifični prema X. euvesicatoria. Ujed-
načena forma plakova nakon prečišćavanja bakteriofaga.

Figure 2. Bacteriophages specific to X. euvesicatoria. 
Uniformity of plaques obtained after procedure of phage 
purification.

Diferencijacija sojeva Xanthomonas spp.

bakteriofagima

Proučavanjem 53 soja faga dobijenih iz 

kolekcije Univerziteta u Floridi, utvrđena je litič-

ka aktivnost 21 soja faga prema najmanje jednom 

soju X. euvesicatoria (Tabela 2). Dvanaest sojeva 

faga liziralo je sva tri soja X. euvesicatoria KFB 1, 

KFB 13 i KFB 189. Jedan soj (KØ 050) ispoljio je 

specifičnost prema P8 fiziološkoj rasi X. euvesi-

catoria, s obzirom da je lizirao samo sojeve KFB 1 

i KFB 189. Fagi KØ 034 i KØ 037 ispoljili su speci-

fičnost prema rasi P7, lizirajući X. euvesicatoria 

soj KFB 13. Sedam sojeva faga bilo je specifično 

prema X. perforans soju KFB 061. Među prou-

čavanim fagima izdvojena su dva soja, KØ 018 i 

KFB 040, koji su ispoljili aktivnost prema vrsta-

ma X. euvesicatoria i X. perforans.

 Na osnovu uočene specifičnosti, izdvo-

jena su četiri soja faga koji se mogu koristiti za 

diferencijaciju sojeva Xanthomonas spp. (Tabela 

3). Soj faga KØ 050 može se upotrebiti za dife-

rencijaciju sojeva X. euvesicatoria rase P8 od 

ostalih Xanthomonas spp. Soj faga KØ 034 omo-

gućava razlikovanje X. euvesicatoria, rase P7 od 

rase P8 istog patogena kao i od ostalih Xantho-

monas spp. Za diferencijaciju X. euvesicatoria i 

X. perforans od ostalih Xanthomonas spp. može 

se upotrebiti fag KØ 040, dok se za diferenci-

jaciju X. perforans može koristiti soj KØ 053. 

Ukoliko nijedan od izabranih faga nije ispoljio 

aktivnost prema testiranom soju bakterije, može 

se zaključiti da se radi o vrstama X. vesicatoria 

ili X. gardneri. Treba napomenuti da se umesto 

sojeva faga koji su navedeni u Tabeli 3, za dife-

rencijaciju Xanthomonas spp. može koristiti bilo 

koji soj iz proučavane inostrane kolekcije faga sa 

istim spektrom domaćina (Tabela 2).

Za diferencijaciju sojeva X. euvesicatoria 

od ostalih Xanthomonas spp., mogu se koristiti 

i fagi izolovani u ovom radu, s obzirom da su svi 

sojevi ispoljili specifičnost prema vrsti X. euve-

sicatoria.
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Tabela 2. Specifičnost bakteriofaga poreklom iz SAD prema Xanthomonas spp.
Table 2. Specificity of bacteriophages from USA to Xanthomonas spp.

X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. vesicatoria X. perforans X. gardneri

KФ KFB 1 KFB 13 KFB 189 KFB 29 KFB  061 KFB 0116
01 - - - - - -
02 - - - - - -
03 - - - - - -
04 + - - - - -
05 - - - - - -
06 - - - - - -
07 + - - - - -
08 + - - - - -
09 - - - - - -
010 - - - - - -
011 - - - - - -
012 - - - - - -
013 - - - - + -
014 - - - - + -
015 - - - - - -
016 - - - - - -
017 - - - - + -
018 + - - - + -
019 - - - - + -
020 - - - - + -
021 - - - - + -
022 - - - - - -
023 - - - - - -
024 - - - - - -
025 + + + - - -
026 + + + - - -
027 + + + - - -
028 + + + - - -
029 + + + - - -
030 + + + - - -
031 - - - - - -
032 + + + - - -
033 + + + - - -
034 - + - - - -
035 + + + - - -
036 + + + - - -
037 - + - - - -
038 + + + - - -
039 + + + - - -
040 - + + - + -
041 - - - - - -
042 - - - - - -
043 + - - - - -
044 - - - - - -
045 - - - - - -
046 - - - - - -
047 - - - - - -
048 - - - - - -
049 - - - - - -
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DISKUSIJA

Poslednjih godina, proučavanje bakterio-

faga sve više privlači pažnju istraživača.  Ekspe-

rimentalno je pokazano da se fagi sa visokom 

efikasnošću mogu koristiti kao biološki agensi 

(Jones i sar., 2007). Činjenice da su opšte raspro-

stranjeni prirodni neprijatelji bakterija, jedno-

stavni za gajenje i održavanje, specifični prema 

domaćinu, pogodni za integraciju sa drugim me-

rama zaštite, bezopasni po čoveka i druge činioce 

biosfere, daju im značajnu prednost nad drugim 

sredstvima baktericidnog dejstva. Osim toga, od 

ranije je poznato da se bakteriofagi mogu kori-

stiti u detekciji, identifikaciji i klasifikaciji fito-

patogenih bakterija, imajući u vidu njihovu vi-

soku specifičnost prema pojedinim bakterijskim 

sojevima.

U ovom radu izolovano je 25 sojeva faga 

(Tabela 1) specifičnih prema vrsti Xanthomonas 

euvesicatoria, prouzrokovaču bakteriozne pega-

vosti paprike. Bakteriofagi su, metodom direk-

tne izolacije i metodom obogaćivanja supstrata, 

izolovani iz uzoraka zemljišta na kome je gaje-

na paprika, kao i iz vode korišćene za zalivanje 

paprike i iz semena paprike za setvu. Uspešnost 

izolacije faga iznosila je oko 70%. Većina izolova-

nih faga potiče iz zemljišta u neposrednoj blizini 

korena zaraženih biljaka, dok izolacija iz neko-

liko uzoraka obolelih biljaka paprike nije bila 

uspešna. Na probleme prilikom izolacije faga iz 

filosfere ukazali su i drugi autori (Okabe i Goto, 

1963; Erskine, 1973; Flaherty i sar, 2001; Gill i 

sar., 2003). Ova pojava može se objasniti činje-

nicom da zemljište, u poređenju sa nadzemnim 

delovima biljke, predstavlja povoljniju sredinu za 

opstanak faga. Fagi su u prirodi amfoterni, ispo-

ljavaju negativno naelektrisanje pri pH vrednosti 

karakterističnoj za većinu zemljišta (Burge i En-

kiri, 1978). U zemljištu se fagi štite od inaktivacije 

adsorbovanjem za naelektrisane zemljišne koloi-

de kao što je glina (Reanney i sar., 1983; Williams 

i sar., 1987). Takođe, zemljište obezbeđuje zaštitu 

od UV zračenja i isušivanja, dva glavna faktora 

koja utiču na vitalnost faga (Adams, 1959; Er-

skine, 1973; Iriarte i sar., 2007). Iako su češće 

izolovani iz zemljišta nego iz nadzemnih delova 

biljaka (Gill i Abedon, 2003), smatra se da bi fagi 

izolovani iz filosfere bili bolje prilagođeni za pre-

življavanje i umnožavanje na površini biljaka, pa 

samim tim i bolji kandidati za biološke agense. 

Ovoj konstataciji ide u prilog istraživanje Iriarte i 

sar. (2007) po kojima su fagi izolovani iz ove sre-

dine bili otporni prema isušivanju.

	 S obzirom da je pri izolaciji faga kori-

šćen hloroform za eliminaciju neliziranih bakte-

rijskih ćelija, svi sojevi bili su rezistentni prema 

ovom jedinjenju. Moguće je da je upotreba hlo-

roforma onemogućila izolaciju faga iz nekoliko 

uzorka, usled njihove osetljivosti prema ovom 

jedinjenju. Naime, u početku se mislilo da je 

ovo retka pojava (Adams, 1959), dok je u novije 

vreme pojava osetljivosti faga prema hloroformu 

postala široko prisutna (Ackermann i DuBow, 

1987). S druge strane, fagi koji se teško održava-

ju nisu poželjni kao agensi u biološkoj kontroli, 

Tabela 3. Bakteriofagi kojima se mogu diferencirati Xanthomonas spp.
Table 3. Bacteriophages that can be used in Xanthomonas spp. differentiation.

X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. vesicatoria X. perforans X. gardneri

KФ KFB 1 KFB 13 KFB 189 KFB 29 KFB  061 KFB 0116
050 + - + - - -
034 - + - - - -
040 - + + - + -
053 - - - - + -

Legenda: + formiranje plaka, - izostanak formiranja plaka
Legend: + plaque formation, - no plaque formation
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s obzirom da jednostavna proizvodnja i čuvanje 

faga predstavljaju uslov za njihovu primenu u 

polju (Schisler i Slininger, 1997).

Specifičnost faga prema pojedinim vr-

stama ili sojevima bakterija često je korišćena u 

identifikaciji biljnih patogena (Thornberry i sar., 

1949; Billing, 1963, 1970; Dye i sar., 1964; Stolp i 

Starr, 1964; Czes, 1984), s obzirom da je proce-

dura detekcije plakova veoma brza i efikasna. Na 

osnovu različite specifičnosti 53 soja faga prema 

vrstama X. euvesicatoria,  X. vesicatoria, X. gar-

dneri i X. perforans, izdvojen je set od četiri faga 

kojima se mogu diferencirati ove vrste (Tabela 2 i 

3). Ovaj set faga takođe omogućava diferencijaci-

ju rasa P7 i P8 vrste X. euvesicatoria. 

Rezultatima naših istraživanja potvrđeno 

je prisustvo bakteriofaga u neposrednom okru-

ženju obolelih biljaka paprike, sposobnih da iz-

vrše infekciju bakterije domaćina i izazovu lizis 

ćelija. Time je uspešno izveden prvi korak ka 

potencijalnoj primeni ovih bioloških agensa u 

zaštiti paprike od bakteriozne pegavosti.
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Bacteriophages are viruses that infect bacteria. Due to poor efficacy of copper com-

pounds and occurrence of antibiotic resistant bacterial strains, interest in phage ther-

apy has increased in the recent years. In addition to being used for disease control, 

the high specificity of bacteriophages makes them useful in differentiation of close-

ly related species of plant pathogenic bacteria. In this research, twenty five phages, 

specific to Xanthomonas euvesicatoria, causal agent of pepper bacterial spot, were 

isolated. Host specificity determination performed with 53 phages from University 

of Florida collection resulted in set of phages which could be used for differentiation 

of X. euvesicatoria, X. perforans, X. vesicatoria and X. gardneri.
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FIZIOLOŠKA ISPITIVANJA IZOLATA COLLETOTRICHUM SPP.
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U fiziološka ispitivanja su uključena 20 izolata Colletotrichum spp. poreklom sa 

plodova kruške, jabuke, višnje i paradajza, kao i referentni sojevi C. acutatum (CBS 

294.67) i C. gloeosporioides (CBS 516.97). Rezultati ukazuju da pet različitih hranl-

jivih podloga (PDA, CA, OA, MEA, CDA) sedam različitih pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) i tem-

peratura (5º, 10º, 15º, 20º, 25º, 30º, 35ºC) imaju značajan uticaj na razvoj i sporulaciju 

izolata Colletotrichum spp. Sve testirane podloge, izuzev CDA su pogodne za razvoj 

patogena. Na podlozi PDA moguće je razlikovati pet morfoloških grupa kolonija, što 

potvrđuje fenotipsku varijabilnost proučavanih kultura. Podloge pH 6 i 7 su najbol-

je za porast i sporulaciju patogena.  Optimalna temperatura za razvoj ispitivanih 

kolonija je 25°C, a temperature od 20° i 25°C su najpovoljnije za sporulaciju izolata 

Colletotrichum spp. 

Ključne reči: Colletotrichum spp., fiziologija, porast micelije, sporulacija

REZIME

UVOD

Gljive Colletotrichum spp. (teleomorf 

Glomerella), su polifagne i kosmopolitske vrste 

umerenog i tropskog klimatskog područja. U 

zavisnosti od uslova sredine, osetljivosti biljke 

domaćina i infekcionog potencijala, pripadnici 

ovog roda su epifiti, endofiti, saprobi ili patogeni 

(Liu et al., 2007; Promputtha et al., 2007). Kao 

biljni paraziti, Colletotrichum spp. prouzroku-

ju ekonomske gubitke na žitaricama, legumi-

nozama, povrtarskim i voćarskim kulturama, 

šumskom i ukrasnom bilju, kao i vrstama iz 

spontane flore. Simptomi antraknoze prouz-

rokovani gljivama Colletotrichum spp. se mogu 

manifestovati na svim podzemnim i nadzemnim 

biljnim organima: korenovom sistemu, krtola-

ma, stablu, listovima, cvetu i plodu (Bailey et al., 

1992). 

Faktori životne sredine imaju važnu ulogu 

u ostvarivanju infekcije i razvoju antraknoznog 

procesa na biljci domaćinu. Intenzitet i dužina 
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trajanja padavina, temperatura vazduha i disper-

zija patogena značajno utiču na stepen ispoljenih 

simptoma (Dodd et al., 1992). Ustanovljeno je da 

razvoju bolesti u poljskim uslovima pogoduju 

povišena temperatura (>27ºC) i vlažnost vazduha 

(~80%), (Roberts et al., 2001). 

Usled ostvarivanja latentnih infekcija do 

pojave antraknoze može doći i nakon berbe plo-

dova (Freeman et al., 1998). Sposobnost izazivan-

ja latentne infekcije je primarna karakteristika 

vrsta roda Colletotrichum (Sinclair, 1999). Do 

manifestacije simptoma dolazi prelaskom gljive 

na nekrotrofni oblik parazitiranja što je uslovl-

jeno većim brojem faktora. Primarni činioci u 

procesu transformacije patogena iz biotrofne 

u nekrotrofnu fazu su povećana temperatura i 

vlažnost vazduha, kao i hemijske reakcije u tkivu 

biljke domaćina (Leandro et al., 2003; Peres et 

al., 2005).

S obzirom da je u našoj zemlji proteklih 

godina utvrđeno značajno prisustvo gljiva  - 

prouzrokovača antraknoze plodova voća i povrća 

(Živković, 2011), kao i da su fiziološka prouča-

vanja od velikog značaja za biologiju patogena, 

cilj ovog rada je ispitati uticaj hranljivih podloga, 

kiselosti podloge i temperatura na razvoj i spor-

ulaciju izolata Colletotrichum spp., poreklom iz 

Srbije.

        
MATERIJAL I METODE

Standardnim fitopatološkim metodama 

iz plodova sa karakterističnim simptomima an-

traknoze dobijen je veliki broj izolata Colletotri-

chum spp. U fiziološka ispitivanja su uključeni: 

izolati sa ploda kruške (KC-6, KC-9, KC-12, KC-

21, KC-23, KC-82); jabuke (JC-4, JC-5, JC-6 i JC-

7); višnje (VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9), paradajza 

(PC-1, PC-2, PC-3, PC-4, PC-5 i PC-6), kao refe-

rentni sojevi C. gloeosporioides (CBS 516.97) i C. 

acutatum (CBS 294.67) iz kolekcije Centraalbu-

reau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversi-

ty Centre, Utrecht, Holandija.

Uticaj hranljivih podloga na porast i

sporulaciju izolata Colletotrichum spp.

Ispitivanje uticaja hranljivih podloga 

na porast i sporulaciju izolata Colletotrichum 

spp., obavljeno je na: PDA (potato dextrose 

agar), CA (carrot agar), OA (oatmeal agar), 

MEA (malt extract agar) i CDA (Czapek-Dox 

agar) podlozi, (Dhingra and Sinclair, 1986). 

U Petri kutije (Ø 90 mm) je razlivano 

po 20 ml odgovarajuće sterilne hranljive pod-

loge. Zasejavanje podloga je izvršeno nanošen-

jem fragmenata micelije ispitivanih izolata (Ø 

5 mm) iz kultura starih 7 dana, odgajenih na 

PDA podlozi. Diskovi micelija su postavljani 

su u centar Petri kutija, a zasejane podloge su 

potom inkubirane u termostatu na temperatu-

ri od 25oC. Porast izolata Colletotrichum spp. 

ocenjen je sedmog dana merenjem prečnika 

kolonije. Prema terminologiji Hawksworth et 

al. (1995) opisani su: izgled, boja i struktura 

micelije, ivice kolonije, naličje kulture i pojava 

zoniranosti.

Intenzitet sporulacije proučavanih izo-

lata određen je dve nedelje nakon zasejavanja. 

Suspenzije konidija su pripremane od kultura 

gljiva odgajanih na temperaturi od 25ºC. U ra-

zvijene kolonije nalivano je 10 ml sterilne vode, 

nakon čega je micelija odvajana od podloge bla-

gim struganjem pomoću staklenog štapića u ci-

lju oslobađanja formiranih konidija. Suspenzija 

gljiva je proceđena kroz dva sloja sterilne gaze, 

a koncentracija spora (106 konidija/ml) izmere-

na pomoću hemocitometra. Stepen sporulacije 

izolata Colletotrichum spp. prikazan je prema 

skali Quesada and Lopez (1980), gde je: + slaba 

sporulacija (<5.000 konidija/ml); ++ srednja spo-

rulacija (5.000 – 10.000 konidija/ml); +++ obilna 

sporulacija (>10.000 konidija/ml).
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Uticaj kiselosti podloge na porast i sporulaciju 

izolata Colletotrichum spp.

Ispitivanje uticaja kiselosti podloge na 

porast i sporulaciju izolata Colletotrichum spp., 

obavljeno je na podlozi PDA. Kiselost podloge je 

podešena pre sterilizacije na pH-metru dodava-

njem 1M HCl i 1M NaOH, na sledeće pH vredno-

sti: 3, 4, 5, 6, 7, 8 i 9. Po završetku sterilizacije 

pH je proverena u mlakoj, rastopljenoj podlozi 

pomoću indikator papira (Universalindikator 

pH 0-14, Merck). Izolati su zasejavani i inkubi-

rani na 25°C tokom 7 dana, a potom je obavljeno 

merenje prečnika kolonija. Intenzitet sporulacije 

je određen nakon dve nedelje prema prethodno 

opisanoj metodi (Quesada and Lopez, 1980). 

Uticaj temperature na porast i sporulaciju

izolata Colletotrichum spp.

Ispitivanje uticaja temperature na porast i 

sporulaciju izolata Colletotrichum spp. obavljeno 

je na sledećim temperaturama: 5º, 10º, 15º, 20º, 

25º, 30º i 35ºC. Ispitivani izolati su zasejavani na 

PDA podlogu, inkubirani u termostatu 7 dana, 

a nakon toga obavljeno je merenje prečnika ko-

lonija. Po isteku dve nedelje, prema navedenoj 

metodi (Quesada and Lopez, 1980), određen je 

intenzitet sporulacije izolata Colletotrichum spp. 

Statistička obrada rezultata

Fiziološka ispitivanja izolata Colletotric-

hum spp. izvedena su u tri ponavljanja. Analiza 

uticaja dva faktora obavljena je primenom pa-

rametarskog modela analize varijanse (ANOVA/

MANOVA), a provera adekvatnosti ovog modela 

za svaku konkretnu analizu sprovedena je na 

osnovu vrednosti Leveneovog testa za homoge-

nost varijansi. Ispitivani izolati Colletotrichum 

spp. grupisani su modelom klaster analize, ba-

ziranoj na Euklidskoj distanci i kompletnom po-

vezivanju. Statistička obrada rezultata obavljena 

je upotrebom paketa STATISTICA v. 6 (StatSoft, 

Inc.).

REZULTATI

Uticaj hranljivih podloga na porast i

sporulaciju izolata Colletotrichum spp.

Rezultati ispitivanja pokazuju da hranljive 

podloge značajano utiču na izgled i brzinu pora-

sta micelije, kao i sporulaciju izolata Colletotric-

hum spp.

PDA podloga predstavlja generalno najpo-

voljni supstrat za većinu ispitivanih izolata (Sl. 

1.B). Na ovoj podlozi proučavane kulture formi-

raju pet jasno diferenciranih morfoloških gru-

pa. Prvu grupu čine izolati Colletotrichum spp. 

poreklom sa ploda kruške i jabuke (KC-6, KC-9, 

KC-12, JC-5, JC-6, JC-7), koji su po fenotipskim 

karakteristikama micelije i brzini porasta naj-

sličniji referentnom izolatu C. gloeosporioides 

(CBS 516.97). Starenjem kulture postaju tamno-

sivo-maslinaste, a sa naličja se u većini slučajeva 

uočava formiranje koncentričnih prstenova sve-

tlije i tamnije boje. Drugoj, izrazito specifičnoj 

grupi pripadaju izolati sa ploda kruške (KC-21, 

KC-23, KC-82), intenzivnog porasta i karakteri-

stične ružičaste boje. Razvojem kolonija dolazi 

do pojave zoniranosti i formiranja koncentrično 

raspoređenih ili nepravilno razbacanih acervula 

iz kojih se u žutonarandžastom matriksu osloba-

đaju konidije. U okviru treće grupe je izolat sa 

jabuke (JC-4), koji po makroskopskim osobina-

ma micelije najviše odgovara referentnom izola-

tu C. acutatum (CBS 294.67). Kolonije su sveto 

do tamno sive, umerenog porasta, nepravilnih 

ivica, a sa naličja je uočena pojava naranžastih i 

svetlomrkih koncentričnih zona. Četvrtu grupu 

čine isključivo izolati poreklom sa ploda višnje 

(VC-3, VC-5, VC-7, VC-9), koji su po obojenosti i 

strukturi micelije veoma slični prvoj grupi, ali su 

istovremeno i specifični po usporenom porastu. 

Starenjem kulture poprimaju karakterističan 
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zonirani izgled. Na osnovu morfoloških osobi-

na izolati sa paradajza (PC-1, PC-2, PC-3, PC-4, 

PC-5, PC-6) su izdvojeni u posebnu, petu grupu. 

Kolonije su znatno svetlije boje, rastresite kon-

zistencije, umerenog porasta i po ovom obeležju 

su bliski trećoj grupi izolata, kojoj pripada i refe-

rentni C. acutatum (CBC 294.67). Na PDA sup-

stratu većina ispitivanih patogena izrazito dobro 

sporuliše (Tabela 1). Slabu fruktifikaciju na ovoj 

podlozi manifestuju samo izolati poreklom sa 

ploda višnje (VC-3, VC-5, VC-7, VC-9).

Na CA podlozi izolati Colletotrichum spp. 

najčešće formiraju supstratnu miceliju, u većini 

slučajeva karakterističnog izgleda. Hromogeni 

izolati sa kruške (KC-21, KC-23 i KC-82) su nešto 

intenzivnije, tamno ružičaste boje i svetlije cen-

tralne zone, a izolat JC-4 sa ploda jabuke, obra-

zuje kompaktnu tamnosivu koloniju sa jasno 

izdiferenciranim perifernim prstenom, svetlo-

narandžaste boje. Ivice kolonija svih proučava-

nih izolata su ravne, pravilne (osim izolata VC-

9) i blago utonule u supstrat. Sa naličja kultura 

nije utvrđeno formiranje stromatičnih tvorevina. 

Na CA podlozi kod svih izolata je konstatovana 

umerena do obilna fruktifikacija (Tabela 1). 

Na podlozi OA većina izolata Colletotric-

hum spp. obrazuje bujnu, vunastu miceliju, sve-

tlijeg kolorita (hromogeni izolati su izrazito sve-

tloružičasti, a ostali svetlosive do beličastosive 

boje), (Sl. 1.C). Izolat sa paradajza, PC-3 obrazuje 

koncentrične zone vazdušaste i supstratne mi-

celije, a  karakterističnu svetlonarandžastu ko-

loniju na OA supstratu formira referentni soj C. 

acutatum (CBS 294.67). Ivice kultura su pravil-

ne i cele, osim kod referentnog C. gloeosporio-

ides (CBS 516.97) čije se periferna zona zrakasto 

širi. Sa naličja, zbog gustine supstrata obojenost 

kultura nije jasno izdiferencirana, a takođe nije 

uočeno obrazovanje stromatičnih struktura. Za 

većinu izolata ovo je izrazito pogodna sredina za 

sporulaciju (Tabela 1).

Izolati Colletotrichum spp. na MEA podlo-

zi formiraju izrazito svetle, kompaktne kolonije, 

pravilnih ili blago talasastih ivica. Izolati KC-6, 

KC-9 i KC-12, kao i svi patogeni sa jabuke, višnje 

i paradajza su gotovo identične beličastosive boje 

i pamučaste teksture. Hromogeni izolati KC-21, 

KC-23 i KC-82 su bledo ružičasti, a referentni soj 

C. acutatum svetlonarandžaste boje i supstratne 

micelije. Sa naličja sve kolonije zadržavaju svoj 

karakterističan izgled, a u većini slučajeva na-

kon dve nedelje dolazi do formiranja začetaka 

stromatičnim tvorevina. Isključujući izolate po-

reklom sa višnje, ostale kulture Colletotrichum 

spp. manifestuju umerenu sporulaciju na MEA 

podlozi (Tabela 1).

Na podlozi CDA svi ispitivani patogeni 

Colletotrichum spp. obrazuju miceliju slabe buj-

nosti i brašnaste teksture (Sl. 1.A). Izolati KC-6 i 

KC-9 su sive boje, a ostali (osim grupe hromoge-

nih izolata sa kruške) prljavobeli do snežno beli-

časti. Izolati KC-21, KC-23 i KC-82 na CDA pod-

lozi formiraju kolonije tamnonarandžasto boje. 

Periferna zona svih izolata je blago režnjevita ili 

nepravilna, a sa naličja nije uočeno obrazovanje 

stromatičnih struktura. CDA podloga je veoma 

nepovoljna za sporulaciju izolata Colletotrichum 

spp. (Tabela 1).

Pored morfoloških osobina i različitog ste-

pena sporulacije, izolati Colletotrichum spp. ma-

nifestuju i različitu brzinu porasta na ispitivanim 

hranljivim podlogama (Sl. 2). U proseku, najpo-

voljnija podloga za porast proučavanih izolata je 

PDA. Na ovom supstratu slab porast ispoljavaju 

samo patogeni poreklom sa višnje i izolat JC-4. 

Na podlogama CA i OA najveći prečnik kolonije, 

sedam dana nakon zasejavanja formirali su izo-

lati KC-9, KC-12, KC-21, KC-23 i KC-82, sa ploda 

kruške. Od svih testiranih hranljivih podloga OA 

se pokazala najpovoljnijom za porast patoge-

na VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9. Na MEA ispitivani 

izolati su ispoljili gotovo ujednačen porast. Ovaj 
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supstrat je najnepovoljniji za razvoj referentnog 

soja C. acutatum (CBS 294.67). Najslabiji porast 

svih proučavanih kultura Colletotrichum spp. je 

zabeležen na CDA podlozi. Referentni soj C. glo-

eosporioides (CBS 516.97) u poređenju sa osta-

lim izolatima, manifestuje izrazito brz porast na 

svih hranljivim supstratima.

Na osnovu Leveneovog testa konstatova-

na je nehomogenost varijansi patogenih kultura 

Colletotrichum spp. (F=4,919; p=0,000). Do-

bijeni rezultati su obrađeni analizom varijanse 

(MANOVA), kao dvofaktorijalni ogled. Vrednosti 

MANOVE ukazuju da uzmeđu izolata, hranljivih 

podloga i njihovih interakcija postoje statistički 

veoma značajne razlike (Tabela 2).

Na osnovu ispoljenih sličnosti/razlika u 

pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na 

pet hranljivih podloga, urađen je dendogram 

baziran na Euklidskoj distanci i kompletnom po-

vezivanju (Sl. 3). Svi ispitivani izolati su svrstani 

u tri klastera. Najveću razliku u pogledu porasta 

na različitim hranljivim supstratima ispoljava re-

ferentni soj C. gloeosporioides (CBS 516.97) i on 

formira prvi klaster. Drugi klaster je obrazovan 

od dva subklastera. Izolati poreklom sa ploda 

paradajza su svrtani u prvi subklater, a patogeni 

poreklom sa višnje i izolat JC-4 pripadaju dru-

gom subklasteru. U okviru trećeg klastera se na-

laze dva subklastera. Prvi subklaster čine izolati 

KC-82, KC-21, KC-12, KC-23, a drugi referentni 

C. acutatum, patogene kulture sa jabuke i izolat 

KC-6. Klaster analiza je potvrdila heterogenost 

ispitivanih populacija Colletotrichum spp. Naj-

manje razlike u porastu na različitim hranljivim 

podlogama u većini slučajeva manifestuju izolati 

poreklom sa istog domaćina.

Uticaj kiselosti podloge na porast i sporulaciju 

izolata Colletotrichum spp.

Većina izolata nije značajno varirala u 

morfološkim osobinama kolonija koje su formi-

rane na različitim pH vrednostima. Na podlozi 

pH 3, svi izolati obrazuju kompaktnu sivo beli-

častu miceliju, izrazito slabe bujnosti (Sl. 4.A). 

Ivične zone su pravilne ili blago talasaste, a sa 

naličja kultura nisu konstatovani začeci formi-

ranja stromatičnih tvorevina. Sporulacija izolata 

Colletorichum spp. na podlozi ove kiselosti je 

izrazito slaba (Tabela 3).

PDA podloga kiselosti pH 4 je znatno po-

voljnija za razvoj ispitivanih izolata. Sve kulture 

(uključujući i hromogene izolate sa ploda kruš-

ke) su u centralnoj zoni svetlo do tamno sive 

boje, a micelija je kompaktna i brašnastog izgle-

da. Ivice kolonija su ravne, pravilne i blago uto-

nule u supstrat. Sa naličja kultura nije utvrđeno 

formiranje stromatičnih struktura. Na pH 4 svi 

izolati Colletorichum spp. manifestuju fruktifi-

kaciju slabog ili umerenog intenziteta (Tabela 3).

Na podlogama pH 5, 6, 7 i 8 svi prouča-

vani izolati obrazuju kolonije karakterističnog 

izgleda: svetlo do tamnosive (izolati poreklom 

sa jabuke, višnje, paradajza i nehromogeni izo-

lati sa ploda kruške) i ružičaste boje (hromogeni 

izolati sa ploda kruške), (Sl. 4.B). U centralnom 

delu micelija je homogena, vunasta, a u peri-

fernoj zoni vazdušasta i rastrestita. Na PDA pH 

5, 6 i 7 kulture su intenzivne bujnosti i ujedna-

čenih fenotipskih karakteristika, a sa naličja je 

zabeležena pojava stromatičnih tvorevina. Spo-

rulacija izolata je umerena ili obilna. Podloga sa 

pH vrednošću 8 je nešto nepovoljnija za razvoj 

ispitivanih kultura Colletotrichum spp. Na na-

ličju nisu konstatonane stromatične tvorevine, 

a fruktifikacija najvećeg broja izolata je umerena 

(Tabela 3).

Na podlozi pH 9 sve formirane kolonije 

Colletotrichum spp. su slabije bujnosti, sa svetlo 

obojenom micelijom, pamučaste strukture (Sl. 

4.C). Ivična zona je cela ili blago nepravilna. Sa 

naličja nije uočeno obrazovanje stroma. Bazna 

sredina nije pogodovala za sporulaciju, pa većina 
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ispitivanih izolata (osim KC-21, KC-23 i KC-82), 

fruktificira veoma slabo (Tabela 3).

Osim morfoloških karakteristika i razli-

čitog stepena sporulacije, izolati Colletotrichum 

spp. manifestuju i neujednačen porast na PDA 

podlozi različite kiselosti (Sl. 5). Za većinu izola-

ta najpovoljnija pH vrednost hranljivog supstra-

ta je 6. Na podlozi ove kiselosti najveći prečnik 

kolonije formiraju patogeni KC-6, KC-9, KC-12, 

svi izolati sa ploda jabuke i paradajza, kao i refe-

rentni soj C. acutatum CBS 294.67. PDA kiselosti 

7 je najpovoljniji za porast hromogenih izolata sa 

kruške (KC-21, KC-23 i KC-82), za razliku od kul-

tura poreklom sa antraknoznih plodova višnje 

(VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9) kojima više pogoduje 

kiselija sredina, vrednosti pH 5. Na podlozi pH 8 

gotovo svi izolati znatno brže obrazuju kolonije, 

nego na PDA kiselosti 4. Takođe, ekstremno ba-

zna sredina, pH 9 je znatno povoljnija za porast 

svih ispitivanih kultura od podloge pH vrednosti 

3. Za razvoj referentnog soja C. gloeosporioides 

CBS 516.97 podjednako su dobri hranljivi sup-

strati čija je pH 5, 6 i 7.

Leveneovim testom utvrđena je neho-

mogenost varijansi kultura Colletotrichum spp. 

(F=5,395; p=0,000). Rezultati obrađeni anali-

zom varijanse (MANOVA) kao dvofaktorijalni 

ogled ukazuju da uzmeđu izolata, pH vrednosti 

podloge i njihovih interakcija postoje statistički 

veoma značajne razlike (Tabela 4). 

Na osnovu ispoljenih sličnosti/razlika u 

pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na 

sedam različitih pH vrednosti PDA podloge, ura-

đen je dendogram baziran na Euklidskoj distanci 

i kompletnom povezivanju (Sl. 6). Svi ispitivani 

izolati su svrstani u tri klastera. Najveću razliku 

u pogledu porasta na različitim pH vrednosti-

ma ispoljava referentni soj C. gloeosporioides 

(CBS 516.97) i on formira prvi klaster. Drugi kla-

ster sačinjavaju dva subklastera sa po 11 izolata 

Colletotrichum spp. Patogeni poreklom sa ploda 

paradajza i izolat JC-4 sa ploda jabuke svrtani 

su u prvi, a patogeni poreklom sa višnje u drugi 

subklater. Treći klaster takođe grade dva subkla-

stera, od kojih prvi čine izolati poreklom sa plo-

da kruške (KC-82, KC-23, KC-21, KC-12, KC-9 i 

KC-6) i referentni soj C. acutatum (CBS 294.67), 

a drugi patogene kulture sa jabuke (JC-5, JC-6 i 

JC-7). Klaster analiza urađena na osnovu porasta 

kultura na PDA podlozi različite kiselosti je po-

tvrdila heterogenost ispitivanih populacija Colle-

totrichum spp. 

Uticaj temperature na porast i sporulaciju

izolata Colletotrichum spp.

Rezultati ispitivanja pokazuju da sve tem-

perature značajno utiču na morfološke karakte-

ristike, brzinu porasta micelije i sporulaciju izo-

lata Colletotrichum spp. 

Temperatura od 5oC je najnepovoljnija za 

razvoj svih ispitivanih izolata. Sedam dana na-

kon zasejavanja, oko nanetih fragmenata gljive 

formiraju se nežni, prozračni začeci hifa (Sl. 7A). 

Na ovoj temperaturi nivo sporulacije je izrazito 

nizak, a kod pojedinih izolata Colletotrichum 

spp. fruktifikacija nije konstatovana (KC-6, KC-

9, KC-12, CBS 294.67 i CBS 516.97), (Tabela 5).  

Ograničavajući faktor rasta većine prouča-

vanih izolata je i temperatura od 10oC. Svi izolati 

na ovoj temperaturi obrazuju miceliju beličasto-

sive boje, vazdušastu i prozračnu, bez jasnih gra-

nica između centralne i periferne zone. Kulture 

Colletotrichum spp. poreklom sa ploda kruške, 

izolati sa jabuke, kao i referentni soj C. gloeos-

porioides (CBS 516.97) manifestuju nešto veći 

porast na ovoj temperaturi. Na 10oC sporulacija 

svih izolata je slaba (Tabela 5), a na naličju nije 

uočeno formiranje stromatičnih struktura. 

Na temperaturama od 15°, 20° i 25°C, prou-

čavani patogeni obrazuju kolonije karakteristič-

nog izgleda, (Sl. 7B). Hromogeni izolati sa ploda 
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kruške (KC-21, KC-23 i KC-82) su ružičaste boje 

i bujne micelije, pravilnih ivica, a sa naličja je 

konstatovano formiranje stromatičnih struktura. 

Kolonije ostalih izolata su bečičastosive do sivo-

maslinaste, pamučaste ili vunaste strukture i u 

većini slučajeva sa jasno izdiferenciranim svetlo 

obojenim perifernim prstenom. Na ovim tempe-

raturama sporulacija izolata Colletotrichum spp. 

je umerena do obilna (Tabela 5). 

Temperatura od 30°C je znatno nepovolj-

nija za porast i formiranje kolonija proučavanih 

patogena. Micelija je slabe bujnosti, pamučasta i 

kompaktna, sa ivicima koje su blago utonule u 

supstrat. Svi izolati zadržavaju karakterističnu 

obojenost, ali sa naličja kultura nije konstato-

vano formiranje stromatičnih tvorevina. Refe-

rentni sojevi C. acutatum (CBS 294.67) i C. glo-

eosporioides (CBS 516.97) su dobre bujnosti i za 

razliku od ostatih ispitivanih patogena manife-

stuju visok stepen sporulacije (Tabela 5).

Na temperaturi od 35°C gotovo svi izola-

ti obrazuju kolonije izrazito slabe bujnosti, ta-

mnomrke boje, kompaktne, brašnaste teksture, 

sa prozračnom perifernom zonom, potpuno 

utonulom u supstrat (Sl. 7C). Na ovoj tempera-

turi micelija referentnog soja C. gloeosporioides 

(CBS 516.97) je bujna, karakterističnog izgleda i 

kolorita i umerenog nivoa sporulacije. Svi ostali 

izolati Colletotrichum spp. na 35°C fruktificiraju 

izrazito slabo (Tabela 5). 

Pored morfoloških osobina i različitog 

stepena sporulacije, izolati Colletotrichum spp. 

ispoljavaju i različitu brzinu porasta na ispitiva-

nim temperaturama (Sl. 8). Osim izolata JC-4 

koji najveći porast manifestuje na 20°C, svi ostali 

patogeni najveći prečnik kolonija formiraju na 

temperaturi od 25°C. Eksperimentom je utvr-

đeno da su minimalne i maksimalne vrednosti 

temperatura za porast proučavanih izolata Colle-

totrichum spp., ispod 5°C, odnosno preko 35°C. 

Niske temperature su pogodnije za većinu pa-

togena, osim za referentne sojeve C. acutatum 

(CBS 294.67) i C. gloeosporioides (CBS 516.97). S 

obzirom da su u pitanju izolati poreklom iz Au-

stralije i Novog Zelanda, porast ovih kultura je 

intenzivniji na višim temperaturama.

Leveneovim testom je utvrđena neho-

mogenost varijansi patogenih kultura Colleto-

trichum spp. (F=2,221; p=0,000), a rezultati su 

obrađeni analizom varijanse (MANOVA) kao 

dvofaktorijalni ogled. Utvrđeno je da uzmeđu 

izolata, temperatura i njihovih interakcija posto-

je statistički veoma značajne razlike (Tabela 6). 

Na osnovu ispoljenih sličnosti/razlika u 

pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na 

sedam različitih temperatura, urađen je dendo-

gram baziran na Euklidskoj distanci i komplet-

nom povezivanju (Sl. 9). Svi ispitivani izolati su 

svrstani u tri klastera. Najveću razliku u pogledu 

porasta na različitim temperaturnim vrednostima 

manifestuje referentni soj C. gloeosporioides (CBS 

516.97), koji formira prvi zasebni klaster. Drugom 

klasteru pripada referentni soj C. acutatum (CBS 

294.67). Treći klaster obrazuju dva subklastera sa 

preostalih 20 izolata Colletotrichum spp. U okviru 

prvog subklastera izdvaja se izolat JC-4 sa ploda 

jabuke, a patogeni poreklom sa ploda paradajza 

i višnje grupisani su i formiraju dva zasebna po-

dklastera. Drugi subklaster u okviru trećeg kla-

stera takođe grade dva manja podklastera, od ko-

jih prvi čine hromogeni izolati poreklom sa ploda 

kruške (KC-82, KC-23, KC-21), a drugi patogene 

kulture sa jabuke (JC-5, JC-6 i JC-7) i nehromo-

geni izolati sa kruške (KC-12, KC-9 i KC-6). Kla-

ster analiza urađena na osnovu porasta kultura 

na različitim temperaturama, ukazuje na izrazitu 

varijabilnost i heterogenost ispitivanih populacija 

Colletotrichum spp.
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Tabela 1. Sporulacija izolata Colletotrichum spp. na različitim hranljivim podlogama. 
Table 1. Sporulation of isolates of Colletotrichum spp. on different culture media.

Izolat
Isolate

Hranljiva podloga
Culture medium

PDA CA OA MEA CDA

KC-6 +++ ++ +++ ++ +

KC-9 +++ ++ +++ ++ +

KC-12 +++ ++ +++ ++ +

KC-21 +++ +++ +++ ++ +

KC-23 +++ +++ +++ ++ +

KC-82 +++ +++ +++ ++ +

JC-4 +++ ++ +++ ++ +

JC-5 +++ ++ ++ ++ +

JC-6 +++ ++ ++ ++ +

JC-7 +++ ++ ++ ++ +

PC-1 +++ ++ +++ ++ +

PC-2 +++ ++ +++ ++ +

PC-3 +++ ++ +++ ++ +

PC-4 +++ ++ +++ ++ +

PC-5 +++ ++ +++ ++ +

PC-6 +++ ++ +++ ++ +

VC-3 + ++ ++ + +

VC-5 + ++ ++ + +

VC-7 + ++ ++ + +

VC-9 + ++ ++ + +

CBS 294.67 +++ ++ +++ ++ +

CBS 516.97 +++ ++ +++ ++ +

Tabela 2. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na različitim podlogama. 
Table 2. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different media.

Izvori varijacije
Sources of variation

Stepeni
slobode

Sredine
kvadrata Količnik Nivo

značajnosti

df MS F p

Izolati
Isolates 21  746,201 1366,139   0,000**

Podloge
Media 4    3267,485  5982,081       0,000**

Izolati x podloge 
Isolates x media 84    47,888      87,674       0,000**

Greška
Error 220      0,546 - -

    ** Statistički veoma značajna razlika, p<0,01; 
    ** Statistically very significant difference, p<0.01.
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Sl. 1. Izolati Colletotrichum spp. na hranljivim podlogama: A. CDA; B. PDA; C. OA;  (s leva na desno gornji red: KC-9, KC-12, KC-
21, KC-23; sredina: KC-82, JC-4, J-7, PC-3; donji red: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97). 

Fig. 1. Isolates of Colletotrichum spp. on culture media: A. CDA; B. PDA; C. OA; (from left to right top row: KC-9, KC-12, KC-21, 
KC-23; middle: KC-82, JC-4, J-7, PC-3;  bottom row: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).  

Sl. 2. Porast micelije  
izolata Colletotrichum 
spp. na različitim  
hranljivim podlogama.

Fig. 2. Mycelial growth of 
isolates Colletotrichum 
spp. on different  
culture media.

Sl. 3. Dendogram izolata 
Colletotrichum spp. na 
osnovu porasta micelije 
na različitim hranljivim 
podlogama.

Fig. 3. Dendrogram 
of isolates of 
Colletotrichum spp. 
based of mycelial 
growth on different 
culture media.
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Tabela 3. Sporulacija izolata Colletotrichum spp. na različitim pH podloge. 
Table 3. Sporulation of isolates of Colletotrichum spp. on different medium pH. 

Izolat
Isolate

pH 

3 4 5 6 7 8 9

KC-6 + + ++ +++ +++ ++ +

KC-9 + + ++ +++ +++ ++ +

KC-12 + + ++ +++ +++ ++ +

KC-21 + ++ +++ +++ +++ ++ ++

KC-23 + ++ +++ +++ +++ ++ ++

KC-82 + ++ +++ +++ +++ ++ ++

JC-4 + ++ +++ +++ +++ ++ +

JC-5 + + +++ +++ +++ ++ +

JC-6 + + +++ +++ +++ ++ +

JC-7 + + +++ +++ +++ ++ +

PC-1 + ++ +++ +++ +++ ++ +

PC-2 + ++ +++ +++ +++ ++ +

PC-3 + ++ +++ +++ +++ ++ +

PC-4 + ++ +++ +++ +++ ++ +

PC-5 + ++ +++ +++ +++ ++ +

PC-6 + ++ +++ +++ +++ ++ +

VC-3 + + ++ ++ ++ ++ +

VC-5 + + ++ ++ ++ ++ +

VC-7 + + ++ ++ ++ ++ +

VC-9 + + ++ ++ ++ ++ +

CBS 294.67 + ++ +++ +++ +++ ++ +

CBS 516.97 + ++ +++ +++ +++ ++ +

Tabela 4. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na podlozi različite pH. 
Table 4. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different  medium pH.

Izvori varijacije 
Sources of variation

Stepeni slobode Sredine kvadrata Količnik Nivo značajnosti

df MS F p

Izolati
Isolates  21 1168,71 2221,99 0,000**

pH 6 13324,46    25332,92      0,000**

Izolati x pH
Isolates x pH 126 61,11   116,18 0,000**

Greška
Error 308  0,52   - -

** Statistički veoma značajna razlika p<0,01;
** Statistically very significant difference, p<0.01.
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Sl. 4. Izolati Colletotrichum spp. na: A. pH3; B. pH6; C. pH9.  (s leva na desno gornji red: KC-9, KC-12, KC-21, KC-23; sredina: KC-
82, JC-4, J-7, PC-3; donji red: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).  

Fig. 4. Isolates of Colletotrichum spp. on: A. pH3; B. pH6; C. pH9. (from left to right top row: KC-9, KC-12, KC-21, KC-23; middle: 
KC-82, JC-4, J-7, PC-3;  bottom row: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).  

Sl. 5. Porast micelije izo-
lata Colletotrichum spp. 
na različitim pH.

Fig. 5. Mycelial growth of 
isolates Colletotrichum 
spp. on different pH.

Sl. 6. Dendogram izolata 
Colletotrichum spp. na 
osnovu porasta micelije 
na različitim pH.

Fig. 6. Dendrogram  
of isolates of 
Colletotrichum spp. 
based of mycelial  
growth on different pH.
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Tabela 6. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na različitim temperaturama.
Table 6. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different temperatures.

Izvori varijacije 
Sources of variation

Stepeni slobode Sredine kvadrata Količnik Nivo značajnosti

df MS F p

Izolati
Isolates 21 704,11 2133,12 0,000**

Temperature 
Temperatures 6 31800,54 96340,01 0,000**

Izolati x temperature 
Isolates x temperatures 126 107,14 324,58 0,000**

Greška
Error 308 0,33 - -

** Statistički veoma značajna razlika, p<0,01;
** Statistically very significant difference, p<0.01.

Tabela 5. Sporulacija izolata Colletotrichum spp. na različitim temperaturama.
Table 5. Sporulation of isolates of Colletotrichum spp. on different temperatures.

Izolat Isolate
Temperatura
Temperature

5° 10° 15° 20° 25° 30° 35°

KC-6 - + ++ +++ +++ + +

KC-9 - + ++ +++ +++ + +

KC-12 - + ++ +++ +++ + +

KC-21 + + +++ +++ +++ ++ +

KC-23 + + +++ +++ +++ ++ +

KC-82 + + +++ +++ +++ ++ +

JC-4 + + ++ +++ +++ + +

JC-5 + + ++ +++ +++ + +

JC-6 + + ++ +++ +++ + +

JC-7 + + ++ +++ +++ + +

PC-1 + + ++ +++ +++ + +

PC-2 + + ++ +++ +++ + +

PC-3 + + ++ +++ +++ + +

PC-4 + + ++ +++ +++ + +

PC-5 + + ++ +++ +++ + +

PC-6 + + ++ +++ +++ + +

VC-3 + + ++ ++ ++ + +

VC-5 + + ++ ++ ++ + +

VC-7 + + ++ ++ ++ + +

VC-9 + + ++ ++ ++ + +

CBS 294.67 - + ++ +++ +++ +++ +

CBS 516.97 - + ++ +++ +++ +++ ++
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Sl. 7. Izolati Colletotrichum spp. na temperaturama: A. 5°C; B. 25°C; C. 35°C; (s leva na desno gornji red: KC-9, KC-12, KC-21, KC-
23; sredina: KC-82, JC-4, J-7, PC-3; donji red: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).  

Fig. 7. Isolates of Colletotrichum spp. on temperatures: A. 5°C; B. 25°C; C. 35°C; (from left to right top row: KC-9, KC-12, KC-21, 
KC-23; middle: KC-82, JC-4, J-7, PC-3;  bottom row: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).  

Sl. 8. Porast micelije 
izolata Colletotrichum 
spp. na različitim 
temperaturama.

Fig. 8. Mycelial 
growth of isolates 
Colletotrichum spp. on 
different temperatures.

Sl. 9. Dendogram izolata 
Colletotrichum spp. na 
osnovu porasta micelije 
na različitim 
temperaturama.

Fig. 9. Dendrogram 
of isolates of 
Colletotrichum spp. 
based of mycelial 
growth on different 
temperatures.
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DISKUSIJA

Izolati Colletotrichum spp. poreklom sa 

plodova kruške, jabuke, višnje i paradajza, for-

miraju kolonije i sporulišu gotovo na svim hran-

ljivim podlogama, pH vrednostima i temperatu-

rama koje su bile uključene u ispitivanja. 

Dobijeni rezultati pokazuju da se koloni-

je dobro razvijaju na većini ispitivanih supstra-

ta. Svi izolati najveći porast ostvaruju na PDA 

podlozi, zatim na OA, CA i MEA, a najnepovoljni 

podloga je CDA. U mnogobrojnim istraživanji-

ma, PDA podloga se pokazala najboljom za ra-

zvoj patogena Colletotrichum spp., poreklom 

sa antraknoznih plodova voća (Stretch and Ca-

ppellini, 1963; Ivanović i Ivanović, 1992; Stoja-

nović, 1997; Trkulja, 2004). Na PDA i OA sup-

stratu većina ispitivanih patogena izrazito dobro 

sporuliše, na CA i MEA podlozi fruktifikacija je 

umerenog intenziteta, a na CDA sve proučavane 

kulture izrazito slabo sporulišu. Za razliku od 

naših rezultata, Miller and Baxter (1970) i Stoja-

nović (1997) najveći stepen fruktifikacije izolata 

Colletotrichum spp., konstatuju na CA, OA i CDA 

podlozi. Pojedinačni izolati Colletotrichum spp. 

na različitim hranljivim podlogama obrazuju 

crne, stromatične tvorevine bez izdiferencira-

nog sadržaja, što ukazuje na homotaličnu pri-

rodu ovih gljiva. Varijabilnost u kulturi je dobro 

poznata karakteristika vrste C. gloeosporioides 

(Vermeulen et al., 1984).

Podloga pH 7 je najpovoljnija za porast 

hromogenih izolata sa kruške, za razliku od 

kultura poreklom sa ploda višnje kojima više 

pogoduje kisela sredina, vrednosti pH 5. Za sve 

ostale kulture Colletotrichum spp. optimalna 

pH je 6. Ekstremno kisela sredina, pH 3 je izra-

zito nepovoljna za razvoj svih ispitivanih izolata.  

Sporulacija svih proučavanih izolata na podloga-

ma kiselosti 5, 6 i 7 je umerena do obilna, a na 

pH 3 i pH 9 izrazito slabog intenziteta. Dobijeni 

rezultati ne odstupaju značajno od podataka koji 

se odnose na uticaj pH podloge na porast izolata 

Colletotrichum spp. poreklom sa različitih do-

maćina. Ivanović i Ivanović (1992), konstatuju da 

izolati sa višnje dobro rastu na pH 5-8, a Miller 

and Baxter (1970) i Quesada and Lopez (1980) 

tvrde da su za porast i sporulaciju gljiva roda 

Colletotrichum povoljniji kiseliji supstrati, pH 

vrednosti 5-6. Prema Trkulji (2004) opimalan 

pH za razvoj izolata C. acutatum i C. gloeospo-

rioides je pH 6. 

Minimalne i maksimalne temperature 

za porast proučavanih kultura Colletotrichum 

spp., su ispod 5°C, odnosno preko 35°C. Osim 

izolata JC-4, sa ploda jabuke koji najveći porast 

manifestuje na 20°C, za ostale ispitivane kulture 

najpovoljnija je temperatura od 25°C. Najobilni-

ja sporulacija svih izolata utvrđena je na tem-

peraturama od 20 i 25°C. Prema brojnim litera-

turnim navodima temperature od 25° do 28°C su 

optimalne za razvoj kultura C. gloeosporioides 

sa borovnice i jabuke (Stretch and Cappellini, 

1963), višnje (Ivanović i Ivanović, 1992), avoka-

da i manga (Swart, 1999; Sangeetha and Rawal, 

2007), jabuke (Trkulja, 2004) i paprike (Kim et 

al., 2008). Istovremeno, ovaj temperaturni op-

seg je najpovoljniji i za porast izolata C. acuta-

tum poreklom sa različitih domaćina (Baxter et 

al., 1983; Smith and Black, 1990; Adaskaveg and 

Hartin, 1997; Trkulja, 2004). Proučavajući izolate 

C. acutatum sa ploda jagode, Wilson et al. (1990) 

su utvrdili da je optimalan razvoj kultura in vitro 

na temperaturama od 10°-25°C, a da su vrednosti 

od 5° i 35°C ograničavajući faktor razvoja. U skla-

du sa našim rezultatima su i istraživanja Mello et 

al. (2004), koji konstatuju da gljive roda Colleto-

trichum najobilniju sporulaciju postižu na 20°- 

24°C, dok temperature od >30°C imaju inhibitor-

ni efekat na process fruktifikacije.

Ispitivanja fizioloških osobina izolata 

Colletotrichum spp., prouzrokovača antraknoze 
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plodova kruške, jabuke, višnje i paradajza, poka-

zala su da patogeni ovog roda osim varijabilnosti, 

manifestuju i visok stepen adaptibilnosti prema 

različitim uslovima sredine, što je osnovni pre-

duslov njihovog opstanka i diverziteta u prirodi. 
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PHYSIOLOGICAL STUDIES OF ISOLATES OF COLLETOTRICHUM SPP.

SVETLANA ŽIVKOVIĆ1, VELJKO GAVRILOVIĆ1, NENAD TRKULJA1, DUŠICA DELIĆ2, SAŠA STOJANOVIĆ1

1Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade
2Institute of Soil Science, Belgrade
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In the physiological studies were included 20 isolates of Colletotrichum spp. origi-

nating from pear, apple, sour cherry and tomato fruits, as well as reference strains of 

C. acutatum (CBS 294.67) and C. gloeosporioides (CBS 516.97). The results indicated 

that five different culture media (PDA, CA, OA, MEA, CDA), seven different pH (3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9), and temperatures (5º, 10º, 15º, 20º, 25º, 30º, 35ºC) have significant influ-

ence on growth and sporulation of isolates of Colletotrichum spp. All tested media, 

except CDA, were suitable for pathogens development. Five morphological groups of 

colonies on PDA were observed, confirming the great phenotypic variability of iso-

lates. The best media pH for pathogens growth and sporulation were pH 6 and 7. The 

optimum temperature for colonies development was 25˚C, and temperatures of 20° 

and 25ºC were the most favorable for sporulation of isolates of Colletotrichum spp. 

Key words: Colletotrichum spp., physiology, mycelial growth, sporulation
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GROWTH PROMOTION OF ITALIAN RYEGRASS 
(LOLIUM MULTIFLORUM LAM.) BY APPLICATION OF 

PLANT GROWTH PROMOTING RHIZOBACTERIA
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The object of this study was to evaluate the possible PGPR effects of ryegrass inoc-

ulation with Pseudomonas sp. strains as well as its co-inoculation with Rhizobium 

trifolii on the yield and quality of Italian ryegrassm, with the aim to select effec-

tive strains as biofertilizer. The inoculation effects of PGPR on the yield of Italian 

Ryegrass cultivar K-29t were examined in pot experiment under greenhouse condi-

tions. The experiment was designed with 3 inoculated treatments with 3 replications 

in completely randomised system. Inoculation of ryegrass with two Pseudomonas 

sp. strains LG and L1K alone as well as strain co-inoculation with strains L1K and 

Rhizobium trfolii 459 represented treatments which were compared with control 

uninoculated treatment-Ø. The response of plant to the inoculation and co-inocula-

tion was positive in comparison to uninoculated plants. Results showed a significant 

positive influence of co-inoculation with strains R. trifilii 459 and Pseudomonas sp. 

LG as well as Pseudomonas sp. L1K alone on shoot yield, N and P contents of Italian 

ryegrass.  Results indicated  that Pseudomonas sp. strains L1K and LG alone and in 

co-inoculation with rhizobial strains can be investigated in further researches as po-

tential agent of biofertilizer for plant growth promotion of Italian ryerass.  

Key words: PGPR, Italian ryegrass, Pseudomonas, Rhizobium trifolii

SUMMARY
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INTRODUCTION

Italian ryegrass, Lolium multiflorum Lam. 

is high yielding forage grass, one of the best in 

Serbia. It is grown all over the world as key fora-

ge grass. Its leaf-rich yields in spring and autumn 

are highly valued as they contain high levels of 

digestible energy and sugar. Owing to these tra-

its Italian ryegrass is among the most palatable 

and highly digestible grasses for livestock. It 

establishes quickly and produces a lot of forage 

in a short period of time. Ryegrass plant was se-

lected as a test plant due to its good growth in di-

fferent soil types, diseases and insects resistan-

ce, rapid emergence and ability for cutting more 

than once and finally for its high depletion of the 

nutrients from soil (Sharma et al., 2004; Simic et 

al. 2009). The major essential macronutrients for 

plant growth and development are nitrogen (N) 

and phosphorus (P).

Plant growth-promoting rhizobacte-

ria (PGPR) represent bacteria that colonize the 

rhizosphere and plant roots and have ability to 

enhance plant growth by different mechani-

sms; i.e. increasing N uptake (biological N fixa-

tion-BNF), phytohormone production (auxin, 

cytokinin), minerals solubilisation, nutrients 

mobility, production of siderophores that chela-

te iron and make it available to the plant root, 

controlling pathogens and stress alleviation can 

enhance plant growth (Zahir et al., 2004; Glick 

et al. 2007; Jalili et al. 2009; Abbas-Zadeh et al. 

2010; Antoun and Prévost 2005; Mehboob et al. 

2009;  Egamberdiyeva et al. 2004). Due to ability 

of plant growth promotion, PGPR appeared as 

a promising alternative for mineral and organic 

fertilization (Halil er al., 2011). Therefore, in re-

cent years there has been a growing interest in 

using bacterial inoculants as biofertilizers. The 

effect of PGPR belongs to lot of bacterial genera 

including Pseudomonas and rhizobial bacteria.

Pseudomonas is a genus of Gram-negative 

aerobic gammaproteobacteria, belonging to the 

family Pseudomonadaceae containing 191 valid-

ly described species including human and plant  

pathogen as well as the plant growth promoting 

strains. Pseudomonas is one of the most widely 

reported PGPR and it has been intensively stu-

died with regard to their potential application in 

industrial biotechnology (Minorsky, 2008; Hayat 

et al., 2010).

Rhizobium leguminosarum bv. trifo-

lii is soil Gram-negative aerobic bacteria (fam. 

Rhizobiaceae) well known to induces and colo-

nizes nodules elicited on roots of clover (Trifoli-

um spp.) in the process of symbiotic N fixation. 

Rhizobium previously well known as a symbio-

tic N fixer is reported as asymbiotic PGPR (asso-

ciative and endophytic) microorganism in recent 

years and it can also solubilise organic and inor-

ganic phosphate (Chabot et al., 1996; Biswas et 

al., 2000a, b; Hilali et al., 2001). 

The object of this study was to evaluate 

the possible effects of ryegrass inoculation with 

Pseudomonas strains as well as its co-inoculati-

on with Rhizobium trifolii on the yield and qu-

ality of ryegrass with the aim to select effective 

strains as biofertilizer. 

MATERIAL AND METHODS

Rhizobium trfolii strain 459 and two Pse-

udomonas sp. strains LG and L1K, from Colle-

ction of Institute of Soil Science were used for 

inoculation of Italian Ryegrass. The inoculation 

effects of PGPR on the yield of Italian Ryegrass 

cultivar K-29t were examined in pot experiment 

under greenhouse conditions. The pots were fi-

lled with 1.9 kg of non-sterile soil with following 

characteristics: pH (in H2O) 6.9, NH4-N 5.25 mg 

kg-1, NO3-N 5.5 mg kg-1, P2O5 6.34 mg 100g-1, K2O 

8.25 mg 100g-1. The experiment was designed 
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with 3 inoculated treatments with 3 replications 

in completely randomised system. Treatments 

were compared with one control treatment wi-

thout inoculation-Ø. Rhizobium trfolii strain in 

yeast manitol broth (YMB) and Pseudomonas sp. 

strains in King B medium were cultivated for 48 

and 24h, respectively. Italian Ryegrass (Lolium 

multiflorum Lam.) seeds were surfaced-steri-

lized with 0.1% Hg Cl2 solution (Vincent, 1970) 

and inoculated (2 ml plant-1 of liquid culture) 

with Pseudomonas sp. single strains LG and L1K 

or with co-inoculated with LG and Rhizobium 

trfolii strain 459 in a ratio 1:1. Liquid culture of 

single strain contained >109 cells ml-1. Ten seeds 

per plot were planted and after 2 weeks seedlin-

gs were thinned to 5 plants pot-1. The pots were 

kept in greenhouse conditions for eight weeks in 

the first cut and for sixth weeks in the second 

cut.  

Plant shoots were separated from roots 

and dried in an oven at 70 ˚C to constant weight 

and the average dry weight per plant was calcu-

lated. The percentage of shoot N was determined 

from dried and ground plant samples using the 

CNS analyser (Vario model EL III (ELEMENTAR 

Analysensysteme GmbH, Hanua, Germany) and 

it was used to calculate total N content in mg per 

pot. Plant P was determined by ammonium van-

date-molybdate method after drying at 550EC 

and wet digestion. The data were statistically 

processed by the LSD and Duncan test using the 

statistical program SPSS 10.0. All references to 

significance in the text imply statistical signifi-

cance at P<0.05, unless otherwise stated.

RESULTS

Influence of ryegrass inoculation with 

two Pseudomonas sp. strains (L1K and LG) and 

co-inoculation with strains LG and R. trifolii 

459 was presented through plant performan-

ces (SDW, total N content and P content in plant 

shoot) in the first and second cuts of Italian rye-

grass   (Table 1). In the first cut ryegrass SDW was 

significantly higher in all inoculated treatments 

(3105-3554 mg pot-1) as well as shoot N content 

(149-176 mg pot-1) compared with the uninocu-

lated control (2590 mg pot-1 and 127 mg pot-1). 

The results indicated that co-inoculation and 

inoculation of ryegrass with applied PGPR stra-

ins positively influenced quantity of plant yield 

and also, shoot N content. Results showed that 

the greatest shoot P content was recorded in 

co-inoculation (11.63 mg pot-1) and inoculation 

with strain L1K (11.46 mg pot-1). The best shoot 

N and P content in co-inoculated plants highli-

ghted significant PGPR potential of R. trifilii 459 

applied in presented research. In addition, signi-

ficantly greater shoot N content in plants ino-

culated with single strains in respect to control 

plants-Ø pointed at PGPR ability of strains L1K 

and LG. 

In the second cut co-inoculation with LG 

and R. trifoli 459 and inoculation with L1K and 

LG alone showed their significant influence on 

SDW (290-331 mg pot-1) and shoot P content 

(1.01-1.14 mg pot-1) in comparison to control and 

there were no significant differences between 

inoculated treatments based on these parame-

ters. However, based on shoot N content in this 

cut there were significant differences among tre-

atments; significantly the highest total N content 

(about 16.4 mg pot-1) had co-inoculated plants 

and plant inoculated with strain L1K alone. 

The percentage of N was very high in the 

both cuts (4-6.5%) because shoot yield of rye-

grass growing in the pots was consisted mainly 

of leaves.
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DISCUSSION

Our results indicated that effect of co-ino-

culation with strains LG and R. trifolii 459 was 

dominant in the first while in the subsequent 

cut effect of this co-inoculation was equalized 

with effect of Pseudomonas strains alone. It can 

be assumed that R. trifolii 459 reduced his in-

fluence on plant performances in second cut due 

to some unexpected abiotic factors. It is known 

that R. trifolii strains behave like PGPR since si-

gnificant increase was observed in wheat SDW 

and grain yield (Hilali et al., 2001; Yanni et al., 

1995). In presented pot experiment, performed 

in semi-controlled conditions, plant co-inocula-

tion with LG and R. trifolii 459 increased SDW 

by 37% in the first cuts which is in agreement 

with results by Zahir et al. (2004) in more con-

trolled conditions. According to some authors in 

field conditions it has been obtained significant 

SDW increase (7-8%) by inoculating maize, whe-

at and barley with R. trifolii (Höflich et al., 1994). 

In addition, co-inoculation in presented resear-

ch increased shoot N and P content highly; by 

39% and 24% in the first cut, respectively. The 

ability of rhizobia to solubilise both inorganic 

and organic phosphate has been the subject of 

many investigations. These bacteria may also 

have one or several of the characters attributed 

to PGPR, such as secondary metabolite produ-

ction, siderophore, cyanide and antibiotic pro-

duction. The rhizobia influence crop growth and 

development by changing the physiological sta-

tus of inoculated roots which favours improved 

nutrient uptake (Afzal and Bano, 2008). 

Pseudomonas spp. showed many plant 

growth promotion activities, among them the 

most important are: production of ACC deami-

nase, IAA like products as well as P solubilizati-

on.  PGPR Pseudomonas spp. strains have been 

shown to colonize the roots of various plants and 

increase the height and plant yield (Minorsky, 

2008; Zabihi et al., 2010). Presented results also 

confirmed that two Pseudomonas strains L1K 

and LG increased SDW in the first cut by 37 and 

23 %, respectively while shoot N content by abo-

ut 18%. These strains applied did not significan-

tly differ in their ability to enhance plant yield. 

However, strain LG behaved differently in the 

cuts. In the first cut strain LG did not influen-

ced P elevation in plant shoot but did elevation 

of shoot N content, while in the second cut the-

re was inversed situation with these parameters 

suggesting further investigation to LG as PGPR 

of ryegrass. 

The presented study showed a significant 

positive influence of co-inoculation with strains 

R. trifilii 459 and Pseudomonas sp. LG as well 

Table 1. Average shoot dry weight, shoot N and P content from inoculated Italian ryegrass, Lolium multiflorum  Lam.  
indicating PGPR of trains. 
Tabela 1. Prosečne vrednosti težine suve nadzemne mase, sadržaja N i P u nadzemnoj masi italijanskog ljulja, Lolium 
multiflorum Lam. koje ukazuju na PGPR sojeva.

Treatments
of PGPR

The first cut of Italian raygrass The second cut of Italian raygrass

Shoot 
dry 

weight 
(mg)

Shoot N 
(%)

Shoot 
total N 
content 

(mg pot-1)

Shoot P 
(%)

Shoot 
total P 

content 
(mg pot-1)

Shoot 
dry 

weight 
(mg)

Shoot N 
(%)

Shoot 
total N 
content 

(mg pot-1)

Shoot P 
(%)

Shoot 
total P 

content 
(mg pot-1)

L1K 3183 a 4,669 149 b 0.36 11.46 a 331 a 4.96 16..44 a 0.34 1.13 a

LG 3105 a 4.836 151 b 0.27 8.39 b 290 a 5.02 14.61 ab 0.35 1.01 a

LG+Rhizobium 3554 a 4.980 176 a 0.33 11.63 a 300 a 5.49 16.47 a 0.38 1.14 a

Ø 2590 b 4.606 127 c 0.34 9.38 b 162 b 6.48 10.47 b 0.37 0.6 b

LSD 0.05 423.52 16.91 1.15 99.02 5.41 0.35
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as Pseudomonas sp. L1K alone on shoot yield, N 

and P contents of Italian ryegrass.  Results indi-

cated  that Pseudomonas sp. strains L1K and LG 

alone and in co-inoculation with rhizobial stra-

ins can be investigated in further researches as 

potential agent of biofertilizer for plant growth 

promotion of Italian ryerass.  
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UNAPREĐENJE RASTA  ITALIJANSKOG LJULJA
(LOLIUM MULTIFLORUM LAM.) PRIMENOM PGP RIZOBAKTERIJA

DU[ICA DELIĆ1, OLIVERA STAJKOVIĆ-SRBINOVIĆ1, SVETLANA ŽIVKOVIĆ2, NADA PROTIĆ3, NATAŠA RASULIĆ1,
ĐORĐE KUZMANOVIĆ1, ALEKSANDAR SIMIĆ4

1Institut za zemljište, Beograd
2 Institut za zaštitu bilja i životnu sredinu, Beograd

3EKO-LAB, Padinska Skela, Beograd
4 Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Beograd

e-mail: vukmirdusica¤yahoo.com

U eksprimentu u sudovima ispitivan je PGPR efekat sojeva Pseudomonas sp. kao i  

koinokulacija sa Rhizobium trifolii 459 na prinos i kvalitet italijanskog ljulja, Lolium 

multiflorum Lam. kroz prvi i drugi otkos a u cilju selekcije efikasnih sojeva kao biofer-

tilizatora. Kao biljka domaćin, korišćena je sorta italijaskog ljulja K-29. Ekspeiment se 

sastojao od tri tretmana sa inokulacijom i jednim kontrolnim neinokulisanim tretma-

nom u 3 ponavljanja u kompletno randomiziranom sistemu. Uticaj inokulacije italijan-

skog ljulja sa pojedinačnim sojevima LG  i L1K kao i ko-inokulacije sa L1K i Rhizobium 

trfolii 459 ocenjen je kroz analizu određenih parametara (suva nadzemna masa, uku-

pann sadržaj N i P u suvoj nadzemnoj masi) koji su poređeni sa kontrolnim neinoku-

lisanim tretmanom. Odgovor biljaka na inokulaciju i koinokulaciju je bio pozitivan u 

poređenju sa kontrolom. Prema rezultatima, koinokulacija ljulja sojevima R. trifilii 459 

and Pseudomonas sp. LG kao i inokulacija pojedinačnim sojevima LG  i L1K su uticali 

na značajno povečanje prinosa suve nadzemne mase u oba otkosa ali i sadržaja N i P u 

nadzemnom delu biljke. Rezultati su ukazali da sojevi  Pseudomionasa  samostalno ili 

u inokulaciji sa sojem R. trifolii imaju potencijal za unapređenje rasta italijanskog ljulja 

i da predstavljaju potencijalne agense biofertilizatora.

Ključne reči: PGPR, Italian ryegrass, Pseudomonas, Rhizobium trifolii

(Primljeno: 03.09.2012.)

(Prihvaćeno: 25.09.2012.)
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EFIKASNOST NA KOROVE I MOGUĆA FITOTOKSIČNOST NA USEV 
OZIME ULJANE REPICE NAKON PRIMENE ZEMLJIŠNIH HERBICIDA 

DRAGANA MARISAVLJEVIĆ1, DANIJELA PAVLOVIĆ1, PETAR MITROVIĆ2

1Institut za zaštitu bilja i životnu sredinu, Beograd
2Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad
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U radu su prikazani rezultati delovanja zemljišnih herbicida na suzbijanje korova i 

pojavu fitotoksičnosti u ozimom usevu uljane repice. Ogled je postavljen na dva lo-

kaliteta u Beogradu i u Novom Sadu. Ispitivano je delovanje pet aktivnih materija: 

metazahlor, kvinmerak, klomazon, acetohlor i linuron, primenjivanih samostalno 

ili u kombinaciji – zajednička primena više preparata ili primena preparata for-

mulisanih na bazi dve aktivne materije u ukupno 14 varijanti primene. Svi ispitivani 

herbicidi ispoljavaju dobro delovanje na prisutne korove. Dobijeni rezultati pokazuju 

da u godinama kada su nepovoljni uslovi za nicanje i razvoj uljane repice može doći 

do pojave izražene fitotoksičnosti koja može izazvati i potpuno propadanje useva. 

Pojava fitotoksičnosti se ispoljila u većem broju ispitivanih varijanti. Najizraženiju 

fitotoksičnost je pokazala zajednička primena preparata na bazi  a.m. klomazon 

i acetohlor i preparata na bazi a.m. klomazon i linuron gde je doslo do potpunog 

propadanja biljaka.

Vremenski uslovi u vreme setve su veoma važni za razvoj useva uljane repice. U su-

protnom usev trpi posledice nepovoljnih uslova, posebno ako ima i dodatan nega-

tivan – fitotoksičan efekat herbicida. Usev u jesenjem periodu prolazi kroz značajne 

faze razvoja i organogeneze i primena herbicida može dovesti do pojave izraženih 

oštećenja što dovodi u pitanje opravdanost primene herbicida.

Ključne reči: uljana repica, herbicidi, fitotoksičnost

REZIME

UVOD

Uljana repica (Brassica napus L.) je naj-

važnija uljana biljka umerenog klimata i može 

se gajiti kao ozimi i jari usev. Ozime forme ulja-

ne repce gaje se u svim područijima umerenog 

klimata izuzev tamo gde su zime veoma hladne 

(Kanada, Švedska), a u Evropskim zemljama do-

minira kao ozimi usev (Kondić i sar., 2008).

Ozima uljana repica u svom razvoju pro-

lazi kroz četiri perioda: stvaranje listova, stvara-

nje generativnih organa, cvetanje i sazrevanje. 

Zaštita bilja� UDK: 632.954.028 

Vol. 63 (2), № 280, 100-107, 2012, Beograd � Naučni rad
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Tokom ova četiri perioda odvija se 20 fenofaza 

i 12 etapa faza, od faze klijanja i nicanja do faze 

produženja stvaranja rozete (pojava 12 - 16 listo-

va). Brojni faktori utiču na razvoj korena uljane 

repice čime se može poremetiti normalan ula-

zak u period zime (kasna setva, loši zemljišni i 

klimatskim uslovima i dr.) što može dovesti do 

potpunog propadanja biljaka (Marinković i sar., 

2007). Da bi se biljke dobro razvijale i ušle dobro 

razvijene u period zime jedan od veoma važnih 

faktora je odsustvo korova na parceli. Istraživa-

nja Konstantinović i Malidža (1996) potvrđuju da 

nisu sve korovske vrste jednako problematične 

za usev uljane repice. Vrste pepeljuga (Cheno-

podium album L.), štir (Amaranthus retrofle-

xus L.), veliki muhar (Echinochloa crus-gall 

L.), mali muhar (Setaria viridis L.) i dvornici 

(Polygonum spp.) su vrste koje su veoma česte 

u ovom usevu i po brojnosti mogu biti domi-

nantne. Međutim, tokom tokom zime izmrzava-

ju i u proleće nisu konkurentne usevu. S druge 

strane u jesen se javljaju vrste koje su konkurenti 

samom usevu i u jesen i u proleće, jer preživlja-

vaju hladne uslove zime. Među ovim vrstama su 

gorušica (Sinapis arvense L.), mišijakinja (Stle-

laria media), broć (Galuim aparine), kamilica 

(Matricaria chamomilla), tarčužak (Capsella 

bursa-pastoris), broć (Galium aparine), mrtva 

kopriva (Lamium purpureum), samonikle ozi-

me žitarice (koje su veom čest predusev uljanoj 

repici) i posebno teška za suzbijanje palamida 

(Cirsium arvense). Pored kompeticijskog uticaja, 

korovi u uljanoj repici izazivaju i druge probleme 

kao što su kontaminacija semena uljane repice 

svojim prisustvom, posebno ako su to vrste Ga-

lium aparine i Sinapis arvensis. Takođe korovi 

su domaćini fitopatogena (pepelnica, botritisa, 

alternarija, sklerocinije i dr.), insekata (lisne vaši, 

mineri, cvetojedi i dr.) i hrana za puževe i druge 

štetočine. Pored navedenih direktnih šteta oseća 

se efekat na prinosa i kvaliteta ulja (Primot i sar., 

2006).

U svetu nije registrovan veliki broj herbi-

cida za suzbijanje korova u uljanoj repici, a u na-

šoj zemlji je ovaj broj izuzetno mali. Registrovani 

herbicidi za suzbijanje jednogodišnjih travnih i 

širokolisnih korova preko zemljišta su na bazi a. 

m.: alahlor, klomazon, metazahlor i trifluralin i 

za folijarnu (korektivnu) primenu na bazi a. m. 

klopilarid. Za suzbijanje jednogodišnjih i višego-

dišnjih travnih korova registrovani su herbicidi 

na bazi a. m. fluaziflop-p-buti i kvizalofop (Ja-

njić i Elezović,  2010). Primena herbicida preko 

zemljišta je osnov suzbijanja korova u uljanoj 

repici, jer je izbor folijarnih (korektivnih) her-

bicida ograničen. Primena folijarnih herbicida u 

proleće često zavisi od stanja useva i vremenskih 

prilika. Međutim, herbicidi koji se primenjuju 

preko zemljišta takođe imaju specifične zahteve. 

Standardno za sve zemljišne herbicide je prisu-

stvo vlage u zemljištu (kiše) da bi došlo do njiho-

ve aktivacije. Za pojedine herbicide npr. na bazi 

a.m trifluralin postoje i posebni načini primene 

– inkorporacija. Takođe, primena pojedinih ze-

mljišnih herbicida i njihovih kombinacija može 

izazvati fitotoksične simptome na usevu. Ova 

pojava je poznata kod primene herbicida na bazi 

a. m. klomazon (Adamczewski, 2000). Ovi simp-

tomi se ispoljavaju u vidu izbeljivanja listova, što 

često bude prolaznog karaktera, mada nekada 

može izazvati i značajan gubitak u prinosu ili čak 

potpuno propadanje biljaka (Franek, 2000).

MATERIJAL I METODE

U radu su prikazani rezultati ogleda 

izvedenih u toku 2010. godine na dva lokaliteta: 

Novi Sad (eksperimentalno polje Instituta za 

ratarstvo i povrtarstvo (Ogled I)) i Beograd 

(imanje Poljoprivredne korporacije Beograd-

Padinska Skela (Ogled II)). 

       U oba ogleda su primenjeni herbicidi 

na bazi a. m. klomazon, metazahlor, acetohlor 
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i linuron i kombinacija a. m. metazahlor i 

kvinmerak koja nije registrovana za primenu u 

usevu uljane repice u našoj zemlji ali je za ove 

namene registrovana u zemljama Evropske unije.  

Na oba lokaliteta setva uljane repice (sorta 

Banaćanka) je obavljena 28. septembra, a 

primena herbicida (Tabela 1.) 30. septembra 

(ogled I) i 1. oktobra (ogled II).  

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati ogleda u Novom Sadu

Na ogledu u Novom Sadu - prvo nicanje 

biljaka uljane repice bilo je 7. i 8. oktobra 2010. 

god. U ovom periodu nicanje je bilo slabo, od-

nosno nikao je mali broj biljaka zbog nedostatka 

vlage u površinskom sloju zemljišta. Za vreme 

nicanja nisu se pojavili simptomi fitotoksično-

sti na klijancima uljane repice. Kišovito vreme 

polovinom meseca oktobra je prouzrokovalo 

naknadno nicanje biljaka uljane repice (od 25. 

oktobra. do 1. novembra. 2010. god.) i vizuelnom 

ocenom konstatovano je da su biljke postigle 

optimalni sklop po jedinici površine. U periodu 

drugog nicanja uočeni su simptomi izbeljiva-

nja na listovima (kotiledoni, prvi i drugi pravi 

list) nekih biljaka. Sledeća vizuelna ocean use-

va obavljena je u prvoj dekadi novembra i tom 

prilikom je konstatovana pojava izbeljivanja na 

kotiledonim listovima kod varijanti: 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13 i 14 (Tabela 1). Zbog uočene pojave 

fitotoksičnih simptoma vizuelna ocean, u na-

rednom period, vršena je svakih 7 dana sve do 

Tabela 1. Varijante primenjenih herbicida i simptomi fitotoksičnosti
Table 1. Applied herbicides and phytotoxicity symptoms 

Varijante primenjenih herbicida Količina primene Simptom
fitotoksičnosti

Broj biljka koje
su se osušile (%)

Novi Sad Beograd

1. ADQ 125/375 SC (kvinmerak
125 g/l + metazahlor 375 g/l) 1,75  l/ha Bez simptoma - -

2. ADQ 125/375 SC (kvinmerak
125 g/l + metazahlor 375 g/l) 2,0  l/ha Bez simptoma - -

3. AG CM1 283 CS1 (klomazon
33 g/l + metazahlor 250 g/l) 2,0  l/ha Bez simptoma - -

4. AG CM1 283 CS1 ( klomazon
33 g/l + metazahlor 250 g/l) 2,5  l/ha Bez simptoma - -

5. AG CM1 283 CS1 (klomazon
33 g/l + metazahlor 250 g/l) 3,0  l/ha

Izbeljivanje kotiledonih 
listova i  zaostajanje u 

porastu 
5 -

6. AG C2 360 CS1 (klomazon 360 g/l) 0,25  l/ha Izbeljivanje kotiledonih 
listova 5 -

7. AG C2 360 CS1 (klomazon 360 g/l)
+ SULTAN 50 SC (metazahlor  500g/l) 0,2  l/ha+1,5 l/ha Izbeljivanje kotiledonih 

listova 30 20

8. AG C2 360 CS1 (klomazon 360 g/l)
+ SULTAN 50 SC (metazahlor  500g/l )

0,25  l/ha + 1,5 
l/ha

Izbeljivanje kotiledonih 
listova 30 20

9. GAMIT 4-EC (klomazon 480 g/l) 0,5  l/ha Izbeljivanje kotiledonih 
listova 20 30

10. GAMIT 4-EC (klomazon 480 g/l) 0,75  l/ha Izbeljivanje kotiledonih 
listova 20 40

11. GAMIT 4-EC (klomazon 480 g/l
+ ACENIT 900 EC (acetohlor) 0,2  l/ha+2 l/ha Izbeljivanje kotiledonih 

Listova i sušenje biljaka 90 100

12. GAMIT 4-EC (klomazon 480 g/l)
+ AFALON TEČNI (linuron 500g/l) 0,2  l/ha+2 l/ha Izbeljivanje kotiledonih 

listova 90 100

13. SULTAN 50 SC (metazahlor 500g/l ) 2,0  l/ha Sušenje biljaka 20 10

14. SULTAN 50 SC (metazahlor 500g/l ) 2,5 l/ha Sušenje biljaka 20 10
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10. decembra (pojava prvog mraza koji je uticao 

na sve izynikle biljke). Izbeljivanje prolaznog ka-

raktera konstatovan je na biljkama uljane repi-

ce u varijantama 5 i 6, kao zaostajanje u porastu 

manjeg broja biljaka (do 5% ) koje su usled pojave 

mraza propale.

Pojava izbeljivanja listova uočena je i u 

varijantama 7 i 8, međutim konstatovan je veći 

broj biljaka koje su zaostale u porastu (do 30%) i 

propale usled niskih temperature. U varijantama 

11 i 12 u kojima je preparat Gamit 4-EC (a. m. klo-

mazon) primenjen u kombinaciji sa preparatima 

Acenit 900 EC (a. m. acetohlor) odnosno Afalon 

tečni (a. m. linuron) propadanje biljaka u fazi 

kotiledona je bilo veoma izraženo odmah posle 

nicanja biljaka. Na mladim biljkama došlo je do 

pojave izbeljivanja i sušenja tako da propalo sko-

ro 100% biljaka. U samostalnoj primeni preparat 

na bazi a.m. metazahlor u količini 2,0 i 2,5 L/ha 

(varijante 13 i 14) takođe je došlo do oštećenje 

Tabela 2.  Broj korova i efikasnost ispitivanih herbicida na ogledu u N. Sadu (ocena 12.11.2010. god.)
Table 2. Weed number  and  efficiency of applied herbicides on trial Novi Sad – assessment 12.11.2010.

korovi Capsella
bursa-pastoris

Chenopodium 
album

Convolvulus 
arvensis

Datura 
stramonium

Lamium 
purpureum

Stellaria 
mediavarijante

K    Br./m2 4 3 3 3 6 6

1
Br./m2 1 6 3 0 3 0

Efik. % 75 0 0 100 50 100

2
Br./m2 0 1 2** 0 2 0

Efik. % 100 66 33 100 33 100

3
Br./m2 0 3 0 0 0 0

Efik. % 100 0 100 100 100 100

4
Br./m2 0 2 0 0 0 0

Efik. % 100 33 100 100 100 100

5
Br./m2 0 2 1** 0 0 0

Efik. % 100 33 66 100 100 100

6
Br./m2 0 4 3** 0 0 0

Efik. % 100 0 0 100 100 100

7
Br./m2 0 1 1** 0 0 0

Efik. % 100 66 66 100 100 100

8
Br./m2 0 2 1** 0 0 0

Efik. % 100 33 66 100 100 100

9
Br./m2 0 0 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100 100 100

10
Br./m2 0 0 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100 100 100

11
Br./m2 0 0 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100 100 100

12
Br./m2 0 0 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100 100 100

13
Br./m2 0 2 2** 0 2 0

Efik. % 100 83 33 100 83 100

14
Br./m2 0 3 2** 0 0 0

Efik. % 100 0 33 100 100 100

Br. - broj biljaka/m2; Efik. % - procenat efikasnosti ispitivanih herbicida; * varijante nose oznake kao u Tabeli 1.; ** biljke 
hlorotične ali se nisu osušile
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biljaka uljane repice i procenat propalih biljaka 

usled niskih temperatura je bio oko 15-20% tj. 

zapaženo je da je primenjeni herbicid u sadej-

stvu sa temperaturama prouzrokovao proređiva-

nje useva u odnosu na kontrolnu varijantu.

Rezultati efikasnosti ispitivanih herbicida 

na prisutne korove (Tabela 2, ogled I) ukazuju da 

je spektar korovskih vrsta (ukupno 7) i njihova 

brojnost bila mala. Veći broj biljaka po m2 kon-

statovan je kod vrsta L. purpureum (6/m2) i S. 

media (6/m2) dok je kod ostalih vrsta ta brojnost 

bila u interval 2-4 biljke po metru kvadratnom. 

Efikasnost svih ispitivanih herbicida na 

vrstu C. album je bila slaba (osim u varijanta-

ma 9, 10, 11 i 12) dok su  na vrstu L. purpureum 

slabu efikasnost ispoljili herbicidi ADQ 125/375 

SC i Sultan 50 SC (u količini 2,5 l/ha). Na vrste 

Datura stramonium, S. media i C. bursa-pasto-

ris svi primenjeni herbicidi su ispoljili dobru efi-

kasnost, a na vrstu Convolvulus arvensis slabu. 

Tabela 3. Broj korova i efikasnost  ispitivanih herbicida na ogledu u Beogradu (ocena  08.11.2010. god.)
Table 3. Weed number  and  efficiency of applied herbicides on trial Belgade (assessment 8.11.2010.)

korovi Capsella
bursa-pastoris

Convolvulus 
arvensis

Datura 
stramonium

Stellaria
mediavarijante

K  Br./m2 4 1 2 5

1
Br./m2 1 3** 0 0

Efik. % 75 0 100 100

2
Br./m2 0 2** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

3
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

4
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

5
Br./m2 0 1** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

6
Br./m2 0 3** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

7
Br./m2 0 1** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

8
Br./m2 0 1** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

9
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

10
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

11
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

12
Br./m2 0 0 0 0

Efik. % 100 100 100 100

13
Br./m2 0 2** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

14
Br./m2 0 2** 0 0

Efik. % 100 0 100 100

Br.-broj biljaka /m2; Efik. % - procenat efikasnosti ispitivanih herbicida; * varijante nose oznake kao u Tabeli 1.; ** 
biljke hlorotične ali se nisu osušile
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Biljke su ispoljile slabu hlorotičnost i blago suše-

nje, ali su sve preživele tretman.  

Rezultati ogleda u Beogradu

Na ogledu II (lok. Beograd) prvo nicanje biljaka 

uljane repice je zabeleženo krajem prve nedelje 

oktobra. Nicanje je bilo dobro i ujednačeno tako 

da je postignut optimalni sklop biljaka po jedini-

ci površine. Prvi simptomi fitotoksičnosti pojavi-

li su se odmah nakon nicanja biljaka, a kišoviti 

period koji je nastupio izazvao je izraženiju po-

javu simptoma.  

Na biljkama uljane repice (ogled I i II) 

simptomi fitotoksičnosti su se ispoljili u vidu 

izbeljivanja i sušenja biljaka (varijante 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13 i 14). Nakon primene ispitivanih 

herbicida u varijantama 7 i 8 pojava izbeljivanja 

kotiledonih listova na biljkama uljane repice 

ispoljila se odmah po nicanju. Biljke koje su 

nikle na vreme (početkom oktobra) imale su 

fitotoksične simptome prolaznog karaktera. 

Kod biljaka koje su kasnije nicale simptomi su 

bili izraženiji i te biljke su nakon prvih mrazeva 

(početkom decembra) propale (oko 20 % 

biljaka). U varijanti gde je primenjen samostalno 

a. m. klomazon 480 g/l u količini 0,5 i 0,75 l/ha 

propadanje biljaka u fazi kotiledona je zapaženo 

u svakom terminu vizuelne ocene (sve one 

biljke koje su bile bez hlorofila, a nisu propale 

tokom oktobra izmrzle su nakon pojave prvih 

mrazeva). Procenat promrzlih biljaka je bio 

nešto niži nakon primene manje količine (0, 5 

l/ha), a nakon primene veće količine herbicida 

uočeno je propadanje biljaka i do 40% u odnosu 

na kontrolu. Kod varijante 11 i 12  došlo je do iste 

pojave  simptoma kao i u varijantama u ogledu 

I. Propadanje biljaka u fazi kotiledona izazvano 

dejstvom herbicida je bilo veoma izraženo 

od samog početka (odmah posle nicanja) i 

kretao se u interval 80-100%. Kod samostalne 

primene preparata na bazi a.m. metazahlor 

(500 g/l) u obe primenjene količine (2,0 i 2,5 

l/ha) konstatovano je sušenje biljaka uljane 

repice. Procenat propalih biljaka usled niskih 

temperatura početkom decembra bio je manji 

nego kod biljaka u ogledu I. Primena herbicida 

u kombinaciji sa niskim temperaturama na oba 

lokaliteta je izavala proređivanje useva (oko 10%) 

u odnosu na kontrolu. 

U Tabeli 3. prikazani su rezultati 

efikasnosti primenjenih herbicida na ogledu II 

(lok. Beograd). Na oglednoj parceli bilo je malo 

vrsta korova. Vrste S. media i C. bursa-pastoris 

bile su prisutne u brojnosti 4-5 biljke/m2, a 

vrste D. stramonium i C. arvensis sa 1-2 biljke/

m2. Svi primenjeni herbicidi ispoljili su dobro 

delovanje na vrste S. media, C. bursa-pastoris 

i D. stramonium, dok je delovanje na vrstu C. 

arvensis bilo slabo. Biljke su ispoljile simptom 

hloroze/sušenja, ali su preživele tretman.  

ZAKLJUČAK

Na osnovu rezultata obavljenih 

istraživanja o pojavi fitotoksičnih simptoma 

nakon primene herbicida u usevu uljane repice, 

može se zaključiti da je preparat ADQ 125/375 

SC (kvinmerak 125 g/l + metazahlor 375 g/l) 

ispoljio potpunu selektivnost na usev uljane 

repice. Prepart AG CM1 283 CS1 (klomazon 33 g/l 

+ metazahlor 250 g/l) primenjen u količinama 

2,0 i 2,5 l/ha je ispoljio potpunu selektivnost, 

a primenjen u količini 3,0 l/ha izazvao je slaba 

oštećenja na biljkama. Nizak procenat osušenih 

biljaka konstatovano je nakon primene preparata 

AG CM1 283 CS1 (klomazon 360 g/l) u količini 

0, 25 l/ha. Sve ostale varijante primenjenih 

herbicida pokazale su značajnu fitotoksičnost 

i procenat propalih biljka nakon njihove 

primene kretao se od 10% do 100%. Opšte stanje 

zakorovljenosti na oba ogleda je bilo veoma 

slabo (mali broj vrsta i njihova brojnost po metru 
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kvadratnom) i zbog toga razlike u efikasnosti 

ispitivanih herbicida nisu bile jako izrazene. 

Statistička analiza podataka je ipak pokazala da 

su na oba lokaliteta najbolju efikasnost ispoljili 

preparat na bazi a. m. klomazon primenjen 

samostalno i u kombinaciji sa preparatima na 

bazi a. m. acetohlora i linurona. Međutim ove 

varijante ispitivanih herbicida su pokazale i 

najizraženije fitotoksično  delovanje na usev 

uljane repice. 

Na osnovu prikazanih rezultata može 

se zaključiti da  usev uljane repice može da 

pretrpi velika oštećenja od primene zemljišnih 

herbicida. Oštećenja se posebno ispoljavaju 

kada je primena herbicida praćena nepovoljnim 

klimatskim uslovima za nicanje i razvoj useva. 

Takođe, do oštećenja može doći i u slučaju kada 

biljke nakon optimalnih uslova za nicanje uđu 

u period visoke vlažnosti i niskih temperatura. 

Imajući u vidu sve ove činjenice i cilj da se 

postigne dobar razvoj uljane repice u jesen, 

kako bi ona nastavila razvoj u proleć, primena 

herbicida se mora uraditi pažljivo. I pored 

činjenice da primena herbicida može dovesti 

do pojave fitotoksičnih simptoma, ona se mora 

uraditi jer prisustvo korova može uticati na 

kvalitet i sam prinos. Zato je veoma važno za 

gajenje ovog useva birati što je moguće manje 

zakorovljene parcele, a pre donošenja odluke o 

primeni herbicida sagledati sve pozitivne efekte i 

rizik od potencijalne fitotoksičnosti.  
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The paper shows the results of the study on effect of herbicides on weed control and 

occurence of phytotoxicity in winter rapeseed. Experimental plots were set up on 

two locations, in Belgrade and in Novi Sad. Effects of five active ingredients were 

investigated: metazachlor, quinmerac, clomazone, acetochlor, and linuron, applied 

alone or combined – joint application of several products based on the above ingre-

dients, or application of a product based on two active ingredients – 14 variants in to-

tal. All of the tested herbicides were found to be effective against the present weeds. 

But, the results indicated that in years characterised by weather conditions which 

are unfavourable for sprouting and growth of rapeseed, the occurence of high-level 

phytotoxicity that can even lead to plant death, is possible. Phytotoxicity was dete-

cted in large number of tested variants. The highest level of phytotoxicity was noti-

ced when clomazone-based product was used together with the product containing 

acetochor, as well as when clomazone and linuron-based products were applied to-

gether; both resulted in the total plant damage. 

Favourable weather conditions during the seeding period are very important for the 

growth of rapeseed crops. In their absence - crops suffer, especially if there is an ad-

ditional adverse effect of herbicide-caused phytotoxicity. Rapeseed crops go through 

important development and organogenesis stages in autumn, so use of herbicides 

can result in significant plant damages, which raises doubts whether their applica-

tion is justified at all.   

Key words: rapeseed, herbicides, metazachlor, quinmerac, clomasone, acetochlor, 

linuron, phytotoxicity
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Istraživanje diverziteta faune Auchenorryncha u Crnoj Gori sprovedeno je u vinogra-

dima na 6 lokaliteta. Cikade su sakupljane metodom košenja tokom 2010. i 2011. go-

dine u vinogradima na lokalitetima Martinići, Beri, Drušići, Šušunja, Godinje i Nudo. 

Ukupno je sakupljeno 3579 primeraka među kojima je identifikovano 39 vrsta iz 32 

roda i 10 familja. Familija Cicadellidae je bila zastupljena sa najvećim brojem vrsta 

(22), fam. Cixiidae sa 4 vrste, a fam. Issidae sa 3 vrste. Sa po 2 vrste bile su zastupl-

jene fam. Cercopidae, Aphrophoridae i Tettigometridae, dok su fam. Delphacidae, 

Dictyopharidae, Flatidae i Membracidae bile zastupljene sa po jednom vrstom. U na-

jvećoj brojnosti prisutne su vrste iz familija Cercopidae, Cicadellidae, Dictyopharidae 

i Cixiidae. Od potvrđenih vektora Bois noir fitoplazme u visokoj brojnosti prisutna je 

vrsta Hyalesthes obsoletus, dok je od potencijalnih vektora utvrđeno prisustvo vrste 

Dictyophara europaea.

Ključne reči: diverzitet, Auchenorryncha, fitoplazma, vektor

REZIME

UVOD

Vrste podreda Auchenorrhyncha značajne 

su po tome što imaju vektorsku ulogu u preno-

šenju patogena koji izazivaju različita oboljenja 

gajenih biljaka, i kao takvi nanose indirektne 

štete biljci domaćinu i značajne ekonomske šte-

te. Najznačajniji patogen koji pojedine vrste ci-

kada prenose na vinovu lozu je stolbur fitoplaz-

ma koja uzrokuje Bois noir (BN) oboljenje vinove 

loze. Iako je do sada jedini potvrđeni vektor BN 

fitoplazme vrsta Hyalesthes obsoletus (Maixner, 

1994), postoje literaturni podaci o prisustvu BN 

fitoplazme i u drugim vrstama cikada koje se 

mogu naći u vinogradu i njegovoj okolini, kao 

što su Reptalus panzeri, R. quinquecostatus i 

Dictyophara europaea (Pelermo et al., 2004; 

Trivellone et al., 2005; Cvrković et al., 2011). 

Istraživanja prisustva fitoplazmi u vinogradima 

Crne Gore pokazala su prisustvo BN stolbur fito-

Zaštita bilja� UDK: 634.8-275.3 (497.16)

Vol. 63 (2), № 280, 108-113, 2012, Beograd � Naučni rad
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plazme u glavnim vinogorjima (Radonjić et al., 

2009). Obzirom na to da nema podataka o diver-

zitetu cikada na teritoriji Crne Gore, a naročito 

o potencijalnim vektorima BN fitoplazme, spro-

vedena su dvogodišnja istraživanja u cilju utvrđi-

vanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava faune 

Auchenorrhyncha.

MATERIJAL I METODE

Istraživanje diverziteta faune cikada spro-

vedeno je u pet vinograda u Crnogorsko pri-

morskom regionu i regionu Crnogorski basen 

Skadarskog jezera. Vinogradi u kojima je praćen 

sastav i brojnost cikada nalazili su se na lokalite-

tima: Beri, Šušunja, Godinje, Drušići, Martinići 

(subregioni: Podgorički, Crmnički, Riječki i Bje-

lopavlićki) i Nudo (Grahovsko-Nudolski subregi-

on). Sakupljanje cikada za kvalitativnu i kvanti-

tativnu analizu vršeno je od 1. juna do 31. jula, 

tokom 2010. i 2011. godine. Za sakupljanje inse-

kata korišćen je metod košenja u transektu koji 

polazi od jednog ugla vinograda, a završava di-

jagonalno, na suprotnom uglu, kao i metod obo-

stranog košenja biljaka vinove loze, pravolinijski, 

entomološkom mrežom. Brojnost populacija 

vrsta cikada prisutnih u istraživanim vinogradi-

ma, vršena je ocenom sakupljenog insekatskog 

materijala na sledeći način: od 1-10 primeraka 

– populacija niske brojnosti (+); od 10-100 - po-

pulacija srednje brojnosti (++); 100-200 - popu-

lacija visoke brojnosti (+++) i >200 - populacija 

izuzetno visoke brojnosti (++++). Ove vrednosti 

odnose se na broj sakupljenih jedinki u svim vi-

nogradima u toku jedne istraživačke godine. De-

terminacija cikada sakupljenih u vinogradima 

izvršena je na osnovu spoljnih morfoloških ka-

rakteristika i građe genitalija prema postojećim 

ključevima (Holzinger et al., 2003; Biedermann 

& Niedringhaus, 2004).

REZULTATI

Kvalitativnom analizom sakupljenog ma-

terijala sa šest lokaliteta, identifikovano je 39 

vrsta cikada iz 32 roda i 10 familija.  Familija Ci-

cadellidae je bila zastupljena sa najvećim brojem 

vrsta (22), odnosno sa više od 56% od ukupnog 

broja registrovanih. U okviru ove familije najza-

stupljenija je podfamilija Deltocephalinae sa 11 

registrovanih vrsta, dok su podfamilije Cicade-

linae, Aphrodinae, Dorycephalinae, Idiocerinae, 

Agalinae i Macropsinae, bile zastupljene sa 1-4 

vrste. Ukupno je registrovano 4 vrste fam. Cixii-

dae, 3 vrste fam. Issidae, sa po dve vrste bile su 

zastupljene fam. Cercopidae, Aphrophoridae i 

Tettigometridae, dok su fam. Delphacidae, Di-

ctyopharidae, Flatidae i Membracidae bile za-

stupljene sa po jednom vrstom (Tabela 1).

Kvantitativnom analizom faune Auche-

norryncha utvrđena je najveća brojnost familija 

iz podreda Cicadomorpha u okviru kojeg se po 

brojnosti ističu fam. Cercopidae i Cicadellidae. 

U okviru podreda Fulgoromorpha, vrste iz fa-

milija Dictyopharidae i Cixiidae prisutne su u 

najvećoj brojnosti (Tabela 2). Vrste čije su popu-

lacije, u obe istraživačke godine, prisutne u izu-

zetno visokoj brojnosti su Lepironia coleoptrata 

i Dictyophara europaea, dok su populacije vrsta 

Hyalesthes obsoletus, Artianus  manderstjernii i 

Euscelis incisus bile prisutne u visokoj brojnosti 

(Tabela 1).
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Tabela 1.- Kvalitativna i kvantitativna analiza faune cikada sakupljenih u vinogradima Crne Gore na 6 lokaliteta tokom 2010. i 2011. godine.
Table 1. - Qualitative and quantitative analysis of planthopper and leafhopper fauna in vineyards of Montenegro on six localities during 2010 and 2011.

Familija
Family 

Subfamilija 
Subfamily

Vrsta
Species

uk. zastupljenost vrsta
overall species 
representation

prisutnost po lokalitetima 
presence per locality

2010 2011 2010 2011

Cixiidae Cixiinae Cixius pallipes Fieber, 1876 + + + DR, MA, ŠU / 

Hyalesthes obsoletus Signoret, 1865 + + + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU, NU

GO, DR, MA, 
BE, ŠU, NU

Reptalus cuspidatus (Fieber, 1876) + + / MA

Reptalus melanochaetus (Fieber, 1876) + + + + GO, ŠU GO, ŠU

Delphacidae Delphacinae Laodelphax striatella (Fallén, 1826) + + GO /

Dictyopharidae Dictyopharinae Dictyophara europaea (Linnaeus, 1767) + + + + + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU, NU

GO, DR, MA, 
BE, ŠU, NU

Tettigometridae Tettigometrinae Tettigometra laeta Herrich-Schäffer, 1835 + + DR, MA     

Tettigometra leucophaea (Preyssler, 1792) + + ŠU /

Issidae Issinae Agalmatium bilobum (Fieber, 1877) + + + + GO, DR, BE, 
ŠU

GO, DR, MA, 
BE, ŠU

Issus coleoptratus (Fabricius, 1781) + + MA, ŠU /

Mycterodus sp. + + + ŠU /

Flatidae Flatinae Metcalfa pruinosa  (Say, 1830) + + / ŠU

Cercopidae Cercopinae Aphrophora alni (Fallén, 1805) + + + + GO, MA, BE, 
ŠU GO, MA, ŠU

Lepyronia coleoptrata (Linnaeus, 1758) + + + + + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU

GO, DR, MA, 
BE, ŠU

Aphrophoridae Aphrophorinae Neophilaenus campestris (Fallén, 1805) + + + DR, MA, BE, 
ŠU MA

Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758) + + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU

GO, MA, BE, 
ŠU

Membracidae Smiliinae Stictocephala bisonia Koop & Yonke, 1977 + + + GO, DR, BE, 
ŠU

GO, DR, MA, 
ŠU

Cicadellidae Macropsinae Oncopsis sp. + + GO /

Oncopsis alni (Schrank, 1801) + + ŠU /

Agalliinae Dryodurgades reticulates 
(Herrich-Schaffer, 1834) + + / BE, ŠU

Idiocerinae Idiocerus sp. + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU GO, DR, BE

Populicerus cf. confusus (Flor, 1861) + + / NU

Dorycephalinae Eupelix cuspidata (Fabricius, 1794) + + ŠU /

Aphrodinae Anoscopus histrionicus (Fabricius, 1794) + + GO, ŠU /

Aphrodes bicincta (Schrank 1776) + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU DR

Aphrodes diminuta Ribaut, 1952 + + + GO, DR, MA,  
ŠU GO

Aphrodes makarovi Zachvatkin, 1948 + + + GO, MA, BE, 
ŠU /

Cicadellinae Cicadella viridis (Linnaeus, 1758) + + GO, ŠU /

Deltocephalinae Allygus mixstus (Fabricius 1794) + + MA GO, BE, ŠU

Artianus menderstjernii 
(Kirschbaum, 1868) + + + + + + + GO, DR, MA, 

BE, ŠU
GO, DR, MA, 

BE, ŠU

Doratura exilis Horvath, 1903 + + ŠU BE, ŠU

Ederranus discolor (Sahlberg, 1871) + + MA /

Euscelis incisus (Kirschbaum, 1858) + + + + + + + GO, DR, MA, 
BE, ŠU

GO, DR, MA, 
BE, ŠU

Euscelis ohausi Wagner, 1939 + + MA, BE /

Jasargus obtusivalvis (Kirschbaum, 1868) + + + DR, MA, ŠU DR

Psammotettix alienus (Dahlbom, 1850) + + + + GO, DR, BE, 
ŠU GO, ŠU

Psammotettix notatus (Melichar, 1896) + + + MA, ŠU /

Recilia schmidtgeni (Wagner, 1939) + + DR, MA MA

Scaphoideus titanus Ball, 1932 + + + / GO, MA, ŠU
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DISKUSIJA

Na izražen diverzitet faune Auchenor-

rhyncha ukazuje podatak da je na osnovu spol-

jašnjih morfoloških karakteristika i građe geni-

talija determinisano 39 vrsta cikada iz 10 familija. 

Sa najvećim brojem vrsta registrovana je familija 

Cicadellidae (22), koja je uz fam. Cercopidae bila 

prisutna i u najvećoj brojnosti. Među identifiko-

vanim cikadama, prisustvo dokazanog vektora 

BN fitoplazme H. obsoletus utvrđeno je u visokoj 

brojnosti, i to u obe istraživačke godine i na svim 

obrađenim lokalitetima. Dictyophara europaea, 

vrsta u kojoj je registrovana stolbur fitoplazma, 

ali bez dokazane vektorske uloge, prisutna je u 

visokoj brojnosti na svim obrađenim lokaliteti-

ma. Od vrsta roda Reptalus u istraživanim vino-

gradima detektovano je prisustvo jedino vrste R. 

cuspidatus. Iako je za druge dve vrste ovog roda 

R. panzeri i  R. quinquecostatus dokazana vek-

torska uloga u prenošenju stolbur fitoplazme 

(Jović et al., 2007; Pinazauti et al., 2008), u R. 

cuspidatus do sada nije utvrđeno prisustvo fito-

plazmi, zbog čega se smatra da ova vrsta nema 

značajnu ulogu u epidemiologiji BN.

	 Prisustvo i visoka brojnost potvrđenog i 

potencijalnog vektora BN fitoplazme, H. obsole-

tus i Dictyophara europaea, ukazuju na potre-

bu i značaj daljih istraživanja diverziteta cikada, 

kao i njihovih interakcija sa fitoplazmama u cilju 

utvrđivanja epidemioloških ciklusa fitoplazma-

tičnih obolenja u vinogradima Crne Gore.

ZAHVALNICA

Istraživanja u ovom radu realizovana su 

kao deo projekta 01-550 koji finansira Minis-

tarstvo nauke Crne Gore i projekta III-43001 koji 

finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehno-

loškog razvoja Republike Srbije.

Tabela 2 – Broj sakupljenih primeraka po familijama na šest lokaliteta u toku 2010. i 2011. godine.
Table 2 -  Number of collected specimens per family at six localities during 2010 and 2011.

red
order

podred
suborder

familija
family

broj sakupljenih primeraka
number of collected specimens

2010 2011

Auchenorrhyncha Fulgoromorpha Cixiidae 233 203

Delphacidae 1 0

Dictyopharidae 245 242

Tettigometridae 3 0

Issidae 30 27

Flatidae 0 1

Cicadomorpha Cercopidae 433 744

Aphrophoridae 132 91

Membracidae 6 18

Cicadellidae 560 610
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The investigation of faunal diversity of Auchenorryncha of Montenegro was condu-

cted in vineyards at six localities. Insects were collected using sweep nets and mo-

uth-aspirators from grapevine at localities Martinići, Beri, Drušići, Šušunja, Godinje 

and Nudo. A total number of collected specimens was 3579, belonging to 10 families, 

32 genera and 39 species. The most numerous was family Cicadellidae with 22 spe-

cies, followed by Cixidae (4), Issidae (3), Cercopidae, Aphrophoridae and Tettigome-

tridae with two species and Delphacidae, Dictyopharidae, Flatidae and Membraci-

dae with one species recorded. The most abundant were species belonging to the 

families Cercopidae, Cicadellidae, Dictyopharidae and Cixiidae. Confirmed vector of 

BN phytoplasma, H. obsoletus was highly abundant, while the presence of potential 

vector, D. europaea was also recorded.

Key words: diversity, Auchenorryncha, phytoplasma, vector
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