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ANTIFUNGALNA AKTIVNOST PSEUDOMONAS CHLORORAPHIS Q16

REZIME

PREMA SCLEROTINIA SCLEROTIORUM POREKLOM
SA RAZLICITIH LEKOVITIH BILJAKA

ZORICA LEPSANOVIC!, MIRA STAROVIC?, SNEZANA PAVLOVIC, DRAGANA JOSIC?
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Fitopatogena gljiva Sclerotinia sclerotiorum je veoma destruktivni patogen stabla brojnih
vrsta lekovitih biljaka. Kako u proizvodnji lekovitih biljaka nije dozvoljena upotreba pesti-
cida, prisustvo ovog patogena prouzrokuje ozbiljne Stete. Primena PGP (Plant Growth Pro-
moting) bakterija, kao antagonista S. sclerotiorum, omogucuje zastitu lekovitih biljaka. U
ovim istrazivanjima je ispitana aktivnost soja Pseudomonas chlororaphis Q16, pripadinka
vrste koja spada medju najefikasnije antagoniste S. sclerotiorum. Antifungalna aktivnost
razlic¢itih frakcija kulture P. chlororaphis Q16 ispitivana je na 6 reprezentativnih izolata S.
sclerotiorum poreklom sa razli¢itih lekovitih biljaka: koprive, kima, belog sleza, odoljena
i 2 vrste Echinacea. Najefikasnija je bila primena termostabilnih antifungalnih metabo-
lita, frakcije koja je inhibirala porast micelije od 52,75% (izolata sa belog sleza) do 83,36%
(izolata sa E. purpurea). Najujednacenija inhibicija porasta micelije ispoljena je primenom
kultura starih 24" od 60,28% (izolata sa kima) do 76,47% (izolata sa koprive).

Kljucne reci: Pseudomonas chlororaphis, Sclerotinia sclerotiorum, antifungalna aktiv-

nost, lekovite biljke

UVOD

Gajenje lekovitih biljaka, kao i svih drugih
biljaka, neminovno prati prisustvo razli¢itih pato-
gena. Imajudi u vidu znacaj lekovitih biljaka u le-
¢enju ljudi, narocito je vazno proizvesti ih bez pri-
sustva patogena, posebno gljiva, jer one u velikoj
meri redukuju prinos i remete sintezu sekundarnih
metabolita (Singh i Dubez, 2012). Bolesti lekovitih
biljaka su nedovoljno prouc¢avane i pored znacajnih
Steta koje uzrokuju. Promene nac¢ina gajenja i berbe
uvodenjem plantazne proizvodnje lekovitih biljaka
dodatno su uticale na intenzivniju pojavu postoje-
¢ih patogena, posebno onih sa Sirokim spektrom
domacina, kao $to je Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary, koja parazitira preko 400 biljnih vrsta (Ga-
mliel i sar., 1996; Pavlovic¢ i Stojanovi¢, 2001; Szce-
ponek i Maruz, 2006). S. sclerotiorum, prouzroko-
vac bele truleZi je najdestruktivniji patogen stabla

brojnih vrsta lekovitih biljaka. Velike Stete nanosi
naroc¢ito na ehinaceama, koprivi, odoljenu, kimu, a
na belom slezu je 2000. godine u Banatu zabelezen
napad koji je prepolovio prinos belog sleza (Stoja-
novic i sar., 2006). Imajudi u vidu ozbiljne Stete koje
uslovljava prisustvo ovog patogena, kao i ¢injenicu
da u proizvodnji lekovitih biljaka nije dozvoljena
upotreba pesticida, velike nade ulazu se u primenu
antagonista u njihovoj zastiti.

Rod Pseudomonas sadrzi brojne vrste bakte-
rija koje zauzimaju razlicite ekoloSke niSe i ispolja-
vaju raznovrsne metabolicke osobine (Clarke, 1982).
Medu vrstama izolovanim iz zemljista, mnoge funk-
cioniSu kao rizobakterije koje stimulisu rast biljaka
(PGPR - plant growth-promoting rhizobacteria).
Ove vrste kolonizuju rizosfere biljaka i stimulisu
rast svojih domacina. Mehanizmi kojima to ¢ine su
razlic¢iti. Neke rizobakterije produkuju antibiotike
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koji sprecavaju infekcije izazvane biljnim patoge-
nima ili su antagonisti fitopatogenih organizama,
dok druge direktno pomazu rast biljaka u odsustvu
patogena, tako $to fiksiraju azot, ili rastvaraju neke
nutrijente kao $to su mineralni fosfati.

Pseudomonas chlororaphis je nepatogena
bakterija, koja ima vaznu ulogu u supresiji pato-
gena i stimulaciji rasta biljaka. Svoju biokontrolnu
ulogu vrsi tako $to kolonizuje koren biljke i produ-
kuje razna inhibitorna jedinjenja koja deluju kao
antifungalni metaboliti. Liticki enzimi (proteaze,
hitinaze, lipaze,), N-acil-homoserin laktoni kao
quorum-sensing molekuli, cijanovodonik, side-
rofore i antibiotici su najefikasniji metaboliti koji
suprimiraju rast fitopatogena. Antibiotici fena-
zin-1-karboksilna kiselina (PCA) i 2-hidroksi-fe-
nazin (2-OH-PHZ), 2,4 -DAPG, pirolinitrin i pio-
luteorin ispoljavaju Sirok spektar aktivnosti prema
raznim fitopatogenima koji napadaju biljke vazne za
ljudsku ishranu, kao $to su zitarice, voc¢e, povrce i
lekovito bilje (Chin-A-Woeng, 2001; Haas i De fago,
2005; Liu et al., 2007). Primena P. chlororaphis u
borbi protiv fitopatogena smanjuje upotrebu hemij-
skih pesticida i doprinosi za$titi okoline i ljudskog
zdravlja.

Ohrabrujudi rezultati su postignuti u biolos-
koj kontroli S. sclerotiorum na korenu pasulja, tre-
tiranjem antagonistima iz roda Erwinia i Bacillus
(Godoy et al., 1990; Huang et al., 1993; Yuen et al.,
1994; Tu, 1997). Vrsta P. choloraraphis ispoljila je
znacajno inhibitorno dejstvo prema porastu miceli-
je S. sclerotiorum i klijanju sklerocija i askospora u
in vitro uslovima (Savchuk, 2002). U in vivo uslo-
vima Fernando i saradnici (2007) su pokazali da P,
chlororaphis sojevi inhibiraju klijanje askoskpora S.
sclerotiorum na laticama uljane repice.

U ovom radu ispitano je delovanje razlic¢itih
frakcija kulture autohtonog izolata P chlororaphis
Q16 na porast micelije S. sclerotiorum izolovane
sa Sest lekovitih biljaka: Ehinacea angustifolia, E.
purpruea, kima, odoljena, koprive i belog sleza.

MATERIJAL I METODE
Izolacija Sclerotinia sclerotiorum

Uzorci obolelih biljaka koprive (Urtica dioi-
ca), kima (Carum carvi), belog sleza (Althea offi-
cinalis), odoljena (Valeriana officinalis L.) i dve vr-
ste ehinacea (Ehinacea angustifolia i E. purpurea)
kolekcionisani su iz plantaznog zasada Instituta za
proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif Panc¢i¢” u loka-
litetu Pancevo, u periodu 2011-2013. god. Odabrano
je 6 reprezentativnih izolata S. sclerotiorum, koji su

KoriSc¢eni u daljem radu (Tabela 1).

Izolati S. sclerotiorum kori$¢eni u ovim is-
pitivanjima izolovani su iz sklerocija obolelih bi-
ljaka, koje su prethodno povrsinski dezinfikovane
potapanjem u 50% v/v natrijum hipohloritu i 70%
alkoholu u trajanju od 4 minuta, a zatim jedan mi-
nut u sterilnoj vodi. Sklerocije su zatim nanoSene
na podlogu od krompir dekstroznog agara (PDA) i
inkubirane 4 nedelje na 20°C. Sklerocije formirane
u kulturi su izdvojene i ¢uvane na temperature od
10°C kao zalihe za dalja istrazivanja.

Antagonizam P. chlororaphis Q16 prema
S. sclerotiorum

Antagonisticka aktivnost P chlororaphis Q16
na porast micelije S. sclerotiorum ispitivana je na Wak-
sman agarnim plo¢ama (WA). Ispitivan je efekat kulture
P, chlororaphis Q16 posle kultivacije 24"u koncentraciji
1x107 cfu/ml (,puna“ kultura-pk) (i), kao i pojedinac¢-
nih frakcija: celija bez ektracelularnog sadrzaja (tzv.
»opranih“ ¢elija-oc) (i) i termostabilnih antifungalnih
metabolita u supernatantu (tam) (iii). Bakterijske Celije
su izdvojene iz kulture standardizovane koncentracije
centrifugiranjem na 13000 rpm u trajanju od 10 min,
soprane” sukcesivnim resuspendovanjem u sterilnom
fizioloskom rastvoru i centrifugiranjem (3 puta), i re-
suspendovane u pocetnoj zapremini sterilnog fiziolos-
kog rastvora. Ekstracelularni termostabilni antifungalni
metaboliti sadrzani u supernatantu dobijeni su posle
filtracije i inkubacije 30 min na 70°C.

Kultura P chlororaphis Q16 i njene pojedi-
nacne frakcije su zasejani po obodu, a micelija S.
sclerotiorum u centar Petri kutuje. Ogled je postav-
ljen u 8 ponavljanja. Kontrolne varijante su sadrzale
samo miceliju na WA.

Zona inhibicije porasta micelije merena je
posle 5110 dana od zajesavanja i inkubacije na 25°C
(Nair and Anith, 2009). Procenat inhibicije micelije
S. sclerotiorum izra¢unat je po formuli: Inhibicija =
S(Kontrola -Tretman)/KontolaC x 100 (Ogbebor and
Adekunle, 2005).

Statisticka analiza je izvrSena putem analize
varijanse (ANOVA) primenom softvera Statistica 12
(StatSoft, Tulsa). Poredenja izmedu parova proseka
su uradena pomocu Duncan-ovog ili Fisher-ovog
testa na nivou znacajnosti od 5% (Sokal and Rohlf,
1995). Razli¢itim malim slovima su obeleZeni tre-
tmani koji se razlikuju po znacajnosti.

REZULTATI

Prvi znaci bolesti u vidu bele trulezi nadze-
mnih organa pojavili su se polovinom jula 2011.
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Tabela 1. Spisak reprezentativnih izolata S. sclerotiorum.
Table 1. List of representative isolates of S. sclerotiorum.

Poreklo izolacije/ Origin of isolation

Izolat Godina

Isolate Biljka domacdin Biljni organ Year
Plant host Plant organs

S. sc-Ko Kopriva (Urtica dioica) Stablo 2011
S. sc-Ki Kim (Carum carvi) Stablo 2011
S. sc-Bs Beli slez (Althea officinalis) Cela biljka 2012
S. sc-Od Odoljen (Valeriana officinalis) Korenov vrat 2012
S. sc-Ea Ehinacea (Ehinacea angustifolia) Stablo i list 2013
S. sc-Ep Ehinacea (Ehinacea purpurea) Cela biljka 2013

Slika 1. S. sclerotiorum: bela trulez na E. purpurea (a), nekroza i izumiranje stabla i bo¢nih grana sa pojavom
crnih sklerocija (b), i trulez korena i prizemnog dela stabla na belom slezu (c).

Figure 1. S. sclerotiorum: white stem rot on E. purpurea (a), necrosis of steem and root and formed scleroti-
nia (b), and necrosis of root and root crown on marshmallow (c).

Slika 2. Uticaj P. chlororaphis Q16 na porast S. sclerotiorum izolovane sa kima (Carum carvi) (a), belog sleza
(Althea officinalis) (b) i odoljena (Valeriana officinalis) (c). k- kontrola; pk- ,puna“ kultura (kultivacija 24");
oc-,oprane” ¢elije; tam- termostabilni antifungalni metaboliti supernatanta.

Figure 2. Effects of P. chlororaphis Q16 on growth of S.sclerotiorum isolated from Carum carvi (a), Althea
officinalis (b) and Valeriana officinalis (c). k- control; pk- ,whole“ culture (cultivation 24"); oc- ,washed“
cells; tam- heat stable antifungal factors.
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Tabela 2. Inhibicija porasta micelije S. sclerotiorum (%) poreklom sa razli¢itih biljaka-domacina delovanjem
razlic¢itih frakcija kulture bakterije Pseudomonas chlororaphis Q16.
Table 2. Activity of various fractions of bacterial culture Pseudomonas chlororaphis Q16 on mycelial growth
inhibition of S. sclerotiorum originating from different plant hosts.

Frakcija kulture P. chlororaphis Q16
Fraction of P. chlororaphis Q16 culture

Izolat S.sclerotiorum

Isolate S.sclerotiorum  pyn,« kultura (kultura stara 24*) ,Oprane* celije Termostabilni antifungalni metabo-

Whole culture (24" grown culture) ,washed* cells Heat Stable A111ittiifun gal Factors
S. sc-Ea 74.14b 62.36a 78.16 b*
S. sc-Ep 62.99b 51.92a 83.36¢C
S. sc-Ko 76.47¢ 32.16a 72.65¢
S. sc-Ki 60.28b 27.5a 76.67¢C
S. sc-Bs 79.94c¢ 46.28a 52.75b
S. sc-Va 71.58¢ 27.8a 62.45b

*Vrednosti obelezZene istim slovima po redovima ne razlikuju se statisti¢ki zna¢ajno (P>0.05).
* Means followed by a common letter within a rows are nost significantly different (P>0.05).
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Slika 3. Uporedna antifungalna aktivnost kulture (24") i njenih pojedina¢nih frakcija bakterije Pseudomonas
chlororaphis Q16 prema miceliji Sclerotinia sclerotiorum poreklom sa koprive, kima, belog sleza, odoljana i
dve vrste ehinacea.

Figure 3. Comparative antifungal activity of 24" old bacterial culture and its separate fractions of Pseudo-
monas chlororaphis strain Q16 to Sclerotinia sclerotiorum mycelia originating from nettle, cumin, marsh-
mallow caraway, valerian, and two types of Echinacea.

na koprivi i kimu, 2012. na belom slezu i odoljenu pamuc¢nom micelijom. Nakon dve nedelje od poja-
i 2013. na ehinacea vrstama u lokalitetu Pancevo. ve prvih simptoma, u okviru pega dolazi do formi-
Stabljike zarazenih biljaka reaguju pojavom oval- ranja lako uocljivih crnih sklerocija. Micelija gljive

nih, vlaznih pega koje su pokrivene bujnom belom prstenasto obavija stabljiku, $to dovodi do suSenja
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boc¢nih grana. Vrlo brzo cela biljka se suSi. Gljiva na-
pada stabljiku, lis¢e i seme, a sklerocije su nadene i
u korenovom vratu i srzi stabla obolelih biljaka. U
polju je lako prepoznati obolele biljke, jer su suve i
pri dodiru biljka pada, tkivo u okviru pega postaje
trulo, $to prouzrokuje unistavanje sprovodnih sudo-
va i prekid sprovodenja hranjljivih materija (Slika 1).

Inhibitorno delovanje P. chlororaphis Q16
detektovano je kod svih reprezentativnih izolata S.
sclerotiorum, nezavisno od njihovog porekla (Slika
2.). Stepen supresije rasta detektovan posle 5 dana
inkubacije zadrzao se do kraja inkubacionog peri-
oda.

Primenom ekstracelularne frakcije koja sadr-
7i termostabilne antifungalne metabolite ostvaren
je najvisi stepen inhibicije porasta micelije izola-
ta S.sc-Ep od 83,36%. Najslabiju efikasnot ispoljila
je frakcija opranih celija, koja je ostvarila procenat
inhibicije porasta micelije S. sclerotiorum od 27,5
(izolata sa kima) - 62,26% (izolata sa E.angustifo-
lia). Najvisa efikasnost ispoljena je primenom frak-
cije supernatanta sa termostabilnm antifungalnm
metabolitima, koja je inhibirala porast micelije od
52,75 (izolata sa belog sleza) - 83,36% (izolata sa E.
purpurea). Najujednacenija inhibicija porasta mi-
celije ispoljena je primenom kultura starih 24", sa
vrednostima od 60,28 kod izolata sa kima do 76,47%
kod izolata sa koprive.

Poredenjem razlika stepena inhibicije porasta
micelije poreklom sa svih kultura ispoljene su sta-
tisticki znacajne i vrlo znacajne razlike primenom
frakcije termostabilnih antifungalnih metabolita i
opranih ¢elija u odnosu na primenu kultura starih
24" (Tabela 2, Slika 3).

DISKUSDJA

Antifungalna aktivnost nekoliko autoh-
tonih Pseudomonas izolata, uklju¢ujuéi i P. chlo-
roraphis Q16, dokazana je in vitro prema fitopa-
togenoj gljivi Alternaria tenuissima izolovanoj sa
arti¢oke (Cynara cardunculus L., Asteraceae) (Josic¢
i sar., 2012a) i Echinacea purpurea (Protolipac et
al., 2012). Medju antifungalnim metabolitima soja
P. chlororaphis Q16 detektovana je znacajna kolici-
na fenazinskih antibiotika (PCA i 2-OH-PCA) (Jos$i¢
i sar., 2012a). Ovaj soj produkuje indol-sir¢etnu Ki-
selinu (IAA) koja je jedan od vaznih ¢inioca u stimu-
laciji rasta biljaka (Posti¢ i sar., 2013).

Brojni pripadnici vrste P. chlororaphis in-
hibiraju rast razlic¢itih fitopatogena, narocito glji-
va. Soj P. chlororaphis YL-1, koji je izolovan iz ko-
rena soje, suprimira rast fitopatogena od velikog
agronomskog znacaja. Ovaj soj inhibira in vitro

kako bakterije- Burkholderia glumae, Claviba-
cter michiganesis, Erwinia amylovora, tako i glji-
ve - Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani
i Fusarium oxysporum. Analizom genoma ovog
soja utvrdjeno je prisustvo gena uklju¢enih u sinte-
zu fenazina, pirolnitrina i cijanovodonika koji ima-
ju vazne uloge u bioloskoj kontroli patogena (Liu
et al., 2014). P. chlororaphis soj PA23 takode vrsi
supresiju bolesti izazavane fitopatogenom gljivom
S. sclerotiorum. Iako PA23 produkuje difuzibilne
antibiotike fenazin-1-karboksilnu kiselinu, 2-hi-
droksifenazin i pirolnitrin (PRN), koji suprimiraju
S. sclerotiorum, primarni antibiotik odgovoran za
biokontrolu ovog patogena je PRN, koji se sintetiSe
u dvostruko vecoj koncentraciji kod PHZ(-) muta-
nata, ali ne ucestvuje u produkciji biofilma. PHZ,
pored antibiotskog delovanja na rast S. sclerotio-
rum, deluju stimulativno na formiranje biofilma
(Poritsanos et al., 2006; Selin et al., 2010). Medu
sekundarnim metabolitima koje ovaj soj sintetiSe
su liticki enzimi- lipaze i proteaze, cijanovodonik
i siderofore koji doprinose antagonizmu prema S.
sclerotiorum (Poritsanos et al., 2006; Zhang et al.,
2006; Selin et al., 2010). Eksperimenti u polju su
potvrdili da P. chlororaphis PA23 efikasno spre¢ava
trulez stabljike uljane repice izazvanu S. sclerotio-
rum (Fernando et al., 2007; Savchuk and Dilantha
Fernando, 2004).

U in vivo eksperimentima sa P. chlororap-
his Q16, izvedenim u gnotobiotickim uslovima,
potvrdena je supresija bolesti izazvana gljivom A.
tenuissima na razli¢itim lekovitim biljkama. Re-
dukcija infekcije tretiranjem biljaka sojem P. chlo-
roraphis Q16 kod arti¢oke iznosila je 43.33% (Jo$i¢ i
sar., 2012a), dok je kod bosiljka (Ocimum basilicum
L.) dostizala 86,5% (Jo$i¢ i sar., 2012b). Ovi rezultati
ukazuju na razlicit stepen osetljivosti svakog izolata
A. tenuissima prema antifungalnim metabolitima
istog antagonista.

Efekat inhibicije rasta micelija 6 izolata S.
sclerotiorum razli¢itog porekla uslovljen delova-
njem PGP bakterije P chlororaphis Q16, a naroci-
to primena termostabilnih antifungalnih metabo-
lita sa intervalom inhibicije od 52,75 (S. sc-Bs) do
83,36% (S. sc-Ep), otvara mogucnosti za dalje testi-
ranje ovog soja u kontrolisanim uslovima i pri pojavi
infekcije S. sclerotiorum u polju.
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AGAINST SCLEROTINIA SCLEROTIORUM ISOLATED

FROM DIFFERENT MEDICINAL PLANTS
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Phytopathogenic fungi Sclerotinia sclerotiorum is very destructive pathogen of the stem
of many medicinal plants. Because the use of pesticides is forbidden during production
of medicinal plants, presence of S. sclerotiorum may produce serious loss. The use of PGP
(Plant Growth Promoting) bacteria, for which have been demonstrated to show antifungal
activity with varying degrees of antagonism, gives protection to medicinal plants.

The antifungal activity of different fractions of P. chlororaphis Q16 culture was examined
on 6 representative isolates of S. sclerotiorum from medicinal plants: nettle, cuamin, mar-
shmallow, valerian and two strains of Echinacea. The highest efficacy of mycelial growth
inhibition showed heat stabile antifungal factor with growth inhibition range from 52.75%
(marshmallow isolate) up to 83.36% (isolate from E. purpurea). The inhibition of mycelial
growth was similar for all S. sclerotiorum isolates when 24" culture was performed and
ranged from 60.28% (cumin isolates) to 76.47% (nettle isolates).

Key words: Pseudomonas chlororaphis, Sclerotinia sclerotiorum, antifungal activity, me-
dicinal plants
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ISPITIVANJE OSETLJIVOSTI RAZLICITIH GENOTIPOVA LUCERKE PREMA

REZIME

COLLETOTRICHUM TRIFOLII

TANJA VASIC!, SNEZANA ANDELKOVIC!, SANJA ZIVKOVIC?, DRAGAN TERZIC!,

JORDAN MARKOVIC!, JASMINA MILENKOVIC!, JASMINA RADOVIC!

!nstitut za krmno bilje, Krusevac,
2Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Beograd
e-mail: tanja.vasic@ikbks.com

Juzna antraknoza ili trulez krune lucerke, izazvana gljivom Colletotrichum trifolii je bolest
koja nanosi znacajne Stete na lucerki u Srbiji. U toku SestogodiSnjeg perioda, u periodu leta i
rane jeseni, sakupljane su biljke lucerke sa simptomima anraknoze. Stablji¢ne infekcije iza-
zivaju suSenje i povijanje gornjeg dela biljke, Sto dovodi do karakteristi¢cnog simptoma tzv.
“pastirska kuka”. Ispitivanje stepena osetljivosti razli¢itih genotipova lucerke u eksperimen-
talnim uslovima obavljeno je sa jednim izolatom Coll-4 (C. trifolii poreklom iz Srbije) i jed-
nim referentnim izolatom C-86-2 rasa 1. Deset komercijalnih genotipova lucerke razli¢itog
geografskog porekla (K-1, K-28, Zajecarska 83, Osjecka 12, NS Slavija, Banja Luka, Affinity 401
+7, Florida 77, Vernal S i Pery) ispitivano je u ovom radu. Inokulisane biljake lucerke pokazale
su tipi¢ne simptome antraknoze. Nekroti¢ne lezije pojavile su sa na stabljikama zarazenih
biljaka i doslo je do povijanja u gornjoj trec¢ini stabala. Micelija parazita prorasta niz stablo i
kada se stabljike osuSe, nastupa antraknoza krune i korena. Osetljivost razlic¢itih genotipova
lucerke prema ispitivanim izolatima C. trifolii odredena je prema skali od 0-5. Ispitivani ge-

notipovi lucerke su ispoljili razli¢itu osetljivost prema testiranim izolatima vrste C. trifolii.

Kljucne reci: lucerka, antraknoza, Colletotrichum trifolii, genotipovi, osetljivost

UVOD

Kao prouzrokovaci antraknoze na lucerki obic-
no se navode C. trifolii, C. destructivum, C. demati-
um i C. truncatum (Devine et al., 1971; Boland and
Brochum, 1989; Frasyssinet, 2008; Hyde et al., 2009).
Antraknoza na lucerki je zastupljena u Americi, Italiji,
Hrvatskoj, Izraelu, Novom Zelandu, Australiji i Juznoj
Americi (Vasi¢, 2007). U Srbiji je pojava antraknoze lu-
cerke prvi put zabeleZena u julu 1980. godine u okolini
Subotice (Roboti¢ i Kloko¢ar-Smit, 1983).

Prisustvo bolesti doprinosi da se usev lucerke
proreduje i dovodi do skracivanja perioda iskorista-
vanja luceriSta. Biljke u poodmaklim fazama razvo-
ja bolesti u gornjem delu stabla povijene su u vidu
kuke, $to je tipican simptom (Stuteville and Erwin,
1990). Kako bolest napreduje, infekcija se Siri i sa
stabljike prelazi u zonu korenovog vrata i korena. In-
fekcija krune i korena karakteriSe se suvom trulezi sa

promenom boje napadnutog tkiva u plavo-crnu (Lu-
Kkezi¢, 1974). Infekcija krune moze biti sa ili bez sta-
blji¢nih lezija. Obolele biljke na ovaj na¢in mogu da
propadnu u toku jedne vegetacione sezone ili prilic-
no oslabljene, ¢esto podlegnu mrazu u zimskim uslo-
vima (Barnes et al., 1969). Stete koje nastaju usled
prisustva i razvoja prouzrokovaca antraknoze posle-
dica su smanjene kolic¢ine i kvaliteta zelene mase od
10 ¢ak i do 70% u zavisnosti od sorte lucerke, klimat-
skih i edafskih uslova (Stuteville and Erwin, 1990).

Cilj ovih istrazivanja je da se determiniSe
osetljivost ispitivnih genotipova lucerke prema pro-
uzrokovacu antraknoze C. trifolii u Srbiji i moguc¢-
nost dobijanja tolerantnih genotipova lucerke.

MATERUAL I METODE

U cilju iznalaZenja potencijalnih izvora otpor-
nosti lucerke na vrstu Colletotrichum trifolii, ispiti-
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vana je reakcija 10 komercijalnih genotipova lucerke,
razli¢itog porekla, cetiri domaca komercijalna ge-
notipa (K-1, K-28, Zajecarska 83 i NS Slavija), kao i
dva genotipa iz blizeg okruzenja Osjecka 12 (Hrvat-
ska) i Banja Luka (Bosna i Hercegovina). U ogled su
takode, ukljuceni i referentni americ¢ki komercijalni
genotipovi (Affinity 401 + Z (HR), Florida 77 (MR),
Vernal S (S) i Perry (LR)) koji pokazuju razli¢ite ni-
voe otpornosti prema C. trifolii (O’Neill, 1996; Gray
et al., 2003). Affinity 401 + Z se opisuje kao visoko
otporn genotip (Gray et al., 2003), Vernal S kao oset-
ljiv (Ostazeski et al., 1969; Elgin and Ostazeski, 1982),
dok se Florida 77 navodi kao srednje otporan i Perry
kao osetljiv genotip (O’Neill, 1996; Gray et al., 2003).

Srpski izolat Coll-4 za ova istrazivanja je oda-
bran na osnovu morfoloskih i molekularnih osobi-
na. Referentni izolat C-86-2 determinisan do nivoa
rase 1, dobijen je iz kolekcije INRA, Institut National
de la Recherche Agronomique, France.

Ogled je postavljen u prolece 2010. godine u
uslovima staklenika Instituta za krmno bilje, KruSe-
vac. Seme lucerke posejano je u plasti¢ne kontejnere
na dubini od 2 cm u sterilni supstrat (Klasman 1). U
kontejnerima biljke lucerke gajene su cetiri nedelje
i nakon toga rasadene u vece saksije. Tri nedelje po
rasadivanju, biljke su inokulisane. U vreme inoku-
lacije biljke su bile starosti sedam nedelja. Suspen-
zija konidija pripremljena je od kultura ispitivanih
izolata, koje su gajene 10 dana na PDA podlozi pri
temperaturi od 25°C, u mraku. Koncentracija spo-
ra odredena je pomoc¢u hemocitometra po Thom-u
i iznosila je 4-6 x 10*spora/ml. Biljke lucerke po-
vredene su kosidbom i prskane suspenzijom spora.
Ogled je postavljen u deset ponavljanja po izolatu i
po sorti, a kao negativna kontrola posluzile su biljke

lucerke inokulisane sterilnom vodom.

Osetljivost razlic¢itih genotipova lucerke
prema ispitivanim izolatima Colletotrichum trifolii
odredivana je po modifikovanoj metodi Ostazeski et
al. (1969), prema skali od 0-5.

0- Biljke bez simptoma,

1- Pojedina¢ne vodenaste pege u osnovi,
2- Prisutne udubljene lezije,

3- Pojava lezija duz stabla,

4- Nekroza celog stabla,

5- Uvenuce i suSenje celih stabala.

REZULTATI

Ispitivani izolati na stabljikama zarazenih
biljaka lucerke izazvaju tipi¢ne simptome antra-
knoze. Posle 15 dana od inokulacije na testiranim
biljkama javile su se pre svega nekroti¢ne lezije na
stablu i lagano povijanje vrha gornje trecine stabla.
Nekroti¢ne lezije Sirile su se dalje na celu biljku i
kod pojedinih biljaka dovele do potpunog suSe-
nja i propadanja biljaka. Ocena intenziteta razvoja
bolesti vrSena je na osnovu skale od 0-5. Reakcija
ispitivanih genotipova lucerke kao i ocena indeksa
oboljenja nakon inokulacije ispitivanim izolatima C.
trifolii prikazana je u Tabeli 1.

Na osnovu indeksa oboljenja prema izolatu
Coll-4 genotipovi Affinity 401+Z sa 2,4; Florida 77
sa 2,51 Vernal S sa indeksom oboljenja 2,7 pokazali
su znacajnu otpornost. Prema referentnom izolatu
C-86-2 determinisanom do rase 1, genotip Vernal S
sa indeksom oboljenja 2.1 pokazuje visok nivo ot-
pornosti. Isto tako genotipovi Banja Luka i K-28 sa
indeksom oboljenja 2,3 i genotipovi NS Slavija i Flo-
rida 77 ¢iji su indeksi oboljena 2,4 pokazuju visok

Tabela 1. Ocena osetljivost komercijalih genotipova lucerke prema izolatima C. trifolii.
Table 1. Evaluation of sensitivityin commercial genotypes of alfalfa to isolates C. trifolii.

Coll-4 C-86-2

%enotipovi Indeks oboljenja Otporne biljke Indeks oboljenja Otporne biljke

enotypes Disease severity index Resistant plants Disease severity index Resistant plants

% (1+2%) % (1+2%)

K-1 4.2 0 34 20
K-28 3.7 10 2.3 60
Zajecarska 83 33 30 3.6 20
Osjecka 12 43 10 3.9 10
NS Slavija 39 10 2.4 60
Banja luka 33 30 23 70
Affinity 401 + Z 2.4 50 3.6 20
Florida 77 2.5 50 2.4 60
Vernal S 2.7 60 2.1 70
Perry 3.6 10 2.7 40

Kontrola -
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nivo otpornosti prema referentnom izolatu.

Dobijeni rezultati ukazuju na veliku varija-
bilnost u osetljivosti ispitivanih genotipova lucerke
prema testiranim izolatima okarakterisanim kao C.
trifolii. U toku ovih istrazivanja utvrdeno je da su
domaci genotipovi lucerke K-1, Zajecarska 83 poka-
zali veliku osetljivost prema ispitivanim izolatima C.
trifolii (Tabela 1).

DISKUSDJA

Fitopatogena gljiva C. trifolii je jedan od naj-
znacajniji patogen koji ugrozava useve pod lucer-
kom, prouzrokujuci najc¢eS¢e veoma znacajne eko-
nomske Stete (Elgin and Ostazeski, 1982; Allen et al.,
1982; O’Neill et al., 1989). Problemi i $tete od bolesti
lucerke koji se u na$im uslovima javljaju su veliki i
tesko resivi izmedu ostalog i zbog nepostojanja ko-
mercijalnih genotipova koje pokazuju otpornost
prema gljivicnim prouzrokovac¢ima bolesti. Lucerka
je visoko varijabilna vrsta, pre svega zbog svoje pri-
rodne tetraploidnosti, Sto uslovljava kontrolu svake
osobine sa najmanje 4 gena (Vasi¢, 2013).

Izolat Coll-4 bio je veoma patogena prema
domacim genotipovima lucerke. Nakon cetiri ne-
delje od inokulacije izazvao je potpuno suSenje i
propadanje biljaka genotipova K-1, K-28 i NS Slavija.
Genotip Banja Luka pokazao je srednju otpornost
prema ispitivanom izolatu. Americki genotip Perry
je pokazao je nizi nivo otpornosti, dok drugi ame-
ri¢ki genotipovi Affinity 401 + Z , Florida 77 i Vernal
S pokazuju otpornost prema ispitivanom izolatu.
Genotip Affinity 401 + Z u ovim istrazivanjima je
pokazao najbolju otpornost prema izolatu Coll-4 Sto
je u skladu sa rezultatima (Gray et al., 2003), koji
ukazuju da je genotip Affinity 401 + Z visoko otpo-
ran na C. trifolii. Medutim, na osnovi indeksa obo-
ljenja domaci genotip K-28 pokazuje veliku otpor-
nost prema referentnom izolatau C-86-2 rase 1, dok
ostali domaci genotipovi K-1, NS Slavija i Zajecarska
83 pokazuju veliku osetljivost. Americki genotipovi
Vernal S i Florida 77 pokazuju veliku otpornost pre-
ma testiranim izolatu.

Prema Ostazeski et al. (1969), osetljiv genotip
ima 10% zdravih biljaka, dok se za genotip koja ima
preko 65% zdravih biljaka mozZe reci da je otporan.
Genotip Arc, koji je otporan na rasu 1. C. trifolii, ima
indeks oboljenja 2.72 odnosno 2.25 (Ostazeski et al.,
1979). Devine et al. (1973) navode da je pet popu-
lacija lucerke dobijeno sa povec¢anom otpornoscu
prema C. trifolii. Otpornost prema C. trifolii moze
se povecati sa 5 na 82% nakon dva ili tri ciklusa se-
lekcije (Devine et al., 1971). Medutim, pojava rasa C.
trifolii ukazuje da je stvaranje otpornih genotipova

lucerke slozenije nego $to se mislilo. Prirodna ot-
pornost prema prouzrokovacu antraknoze jos je ne-
dovoljno poznata. Cini se da je otpornost kod geno-
tipa Arc kontrolisana jednim dominantnim alelom
i da poseduje vertikalnu otpornost prema rasi 1 C.
trifolii, dok je otpornost kod genotipa Saranac AR,
Vangaurd i Florida 77 sloZenije prirode i ovi genoti-
povi su otporni prema rasama 112 C. trifolii (Devine
et al., 1971; Elgin and Ostazeski, 1982).

Elgin and Ostazeski (1982) testiraju nivo ot-
pornosti genotipova Florida 77 i Perry prema izola-
tima C. trifolii rasa 11 2, i dolaze do zakljucka da je
kod genotipa Florida 77 u odnosu na rasu 1 C. trifolii
bilo 11% otpornih biljaka, a u odnosu na rasu 2 iste
vrste, bilo je otporno 10% biljaka. Isto tako kod ge-
notipa Perry prema rasama 1i 2 C. trifolii bilo je 2%
zdravih biljaka. Genotip Vernal S pokazao je vecu
osetljivost u kontrolisanim uslovima nego na polju
(Barnes et al., 1969). U uslovima postavljenog ek-
sperimenta, moze se zakljuciti da je najvecu otpor-
nost pokazao americki genotip Vernal S, i ako je on
u radovima predstavljen kao osetljiv genotip na an-
traknozu (Devine et al., 1971). Najmanju otpornost
prema izolatima testirane vrste pokazali su domaci
genotipovi K-1 i Zajecarska 83. Isto tako, Hrvatski
genotip Osjecka 12 pokazuje veliku osetljivost pre-
ma ispitivanim izolatima C. trifolii.

Vasi¢ et al. (2009) proucavali su uticaj Cetiri
izolata C. trifolii na Cetiri komercijalna genotipa lu-
cerke (K-28, NS Mediana, Affinity + Z i Alfagraze) i
utvrdili su znacajnu osetljivost ispitivanog biljnog
materijala prema vrsti C. trifolii.

Dobijeni rezultati ukazuju na visoku varijabil-
nost reakcije u sistemu genotip - izolat u testiranom
biljnom materijalu. Pored toga, odgovor pojedina¢nih
biljaka u okviru genotipova na inokulaciju patogenim
izolatima, takode je bio jako varijabilan. Manji broj po-
jedinacnih biljaka uspele su, da i pored jasnih simp-
toma oboljenja donesu seme. Potomstvo ovih biljaka
odlican je izvor otpornosti na ispitivane izolate pato-
gena i bi¢e ukljuceno u slededi ciklus selekcije na ovu
osobinu. Imajuéi u vidu rezultate Devine et al. (1971)
koji ukazuju da je nakon nekoliko ciklusa selekcije
moguce podi¢i nivo otpornosti, nastavak istrazivanja u
ovom pravcu ima veliki potencijalni znacaj.

Izdvojeni genotipovi lucerke koji su ispoljili
visi nivo otpornosti bic¢e dalje koris¢eni u poljskim
ogledima u razli¢itim klimatskim uslovima kako bi
se ta¢nije procenio nivo otpornosti na C. trifolii vrstu.
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ASSESSMENT OF SENSITIVITY OF DIFFERENT ALFALFA GENOTYPES TO
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COLLETOTRICHUM TRIFOLII
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Southern anthracnose or crown rot, caused by Colletotrichum trifolii, is a disease that has
been detected on alfalfa in Serbia. During a 6-years period, especially in summer and au-
tumn, alfalfa plants with anthracnose symptoms were studied in the field. Stem infection
resulted in wilting and death of the upper portion of the steam, giving rise to the characte-
ristic “shepherdzs crook” symptom.To examine the level of sensitivity of different alfalfa
genotypes in experimental conditions, one isolate: Coll-4 (C. trifolii originating from Ser-
bia) and one reference isolate C-86-2 (races 1) C. trifolii were used. Ten commercial alfalfa
genotypes of different origin (K-1, K-28, Zajecarska 83, Osjecka 12, NS Slavija, Banja Luka,
Affinity 401 + Z, Florida 77, Vernal S and Perry) were examined in this study. Infected plants
showed typical symptoms of anthracnose. Necrotic lesions appeared on the plant stems
and gentle bending of the top of the upper third of stems occurred on tested plants. Ne-
crotic lesions further spread onto the whole plant and in some plants led to withering.
Assessment of damage by pathogen inoculation was based on the scale of 0-5. Investigated
genotypes showed contrasting resistances to C. trifolii isolates.
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ISPITIVANJE KVALITETA SEMENA ENGLESKOG LJULJA,

ITALIJANSKOG LJULJA | CRVENOG VIJUKA
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Ispitivanjem semena engleskog ljulja (Lolium perenne), italijanskog ljulja (Lolium multi-
florum) i crvenog vijuka (Festuca rubra) u toku pet godina (2010 - 2014. godina) utvrdene
su vrlo visoke vrednosti svih znacajnih pokazatelja kvaliteta semena. Prose¢na utvrdena
¢isto¢a semena bila je preko 98,40%, sa variranjem po godinama od 96,7 % do 99,2 %. Pri
tome najveci deo primesa Cinile su inertne materije, koje su varirale po godinama u interva-
Iu od 0,0 % do 2,30 %. Prisustvo semena korova po godinama je variralo u intervalu od 0,0
% do 0,50 %. U semenu ispitivanih trava dominiraju korovi iz familija Asteraceae, Caryop-
hillaceae, Chenopodiaceae i Polygonaceae. Najzastupljeniji korovi u ispitivanim travama
su Amaranthus retroflexus (obi¢ni $tir) i Chenopodium album (obi¢na pepeljuga). UceSce
drugih vrsta po godinama kretalo se u intervalu od 0,0 % do 1,8 %. Klijavost semena vari-
rala je od 75 do 88%, prosec¢no je iznosila 83%. Broj nenormalnih klijanaca bio je 4%, dok je

prosec¢an broj neklijalog semena bio 13%.

Kljuéne reci: kvalitet trava, Cisto¢a semena, klijavost, korovi

UVOD

Engleski ljulj, italijanski ljulj i crveni vijuk
predstavljaju vrlo vazne i rasprostranjene travne
vrste znacajne u ishrani stoke, narocito prezivara.
Znacajne povrsine pod ovim travama nalaze se u ju-
goisto¢noj Evropi, vrlo Cesto se nalaze u smesama sa
drugim travama (Stanisavljevic et al., 2010a). Itali-
janski ljulj predstavlja najzastupljeniju travnu vrstu
u Evropi, zauzima oko 23% od ukupnih 52 miliona
ha povrsina pod travama (Humphreys et al., 2010).

Seme predstavlja jedan od najvaznijih ¢inilaca
uspesne poljoprivredne proizvodnje, koji obelezava
pocetak svake biljne proizvodnje i zato je obezbe-
divanje njegovog visokog kvaliteta prioritet savre-
menog semenarstva i preduslov za visoke prinose
svih biljnih vrsta. Kvalitet semena se definiSei kao
skup osobina koje obezbeduju uspesan razvoj nove
biljke u okviru agroekoloskih uslova sredine. Kako
bi iskoristili potencijal rodnosti trava neophodno
je proizvesti seme visokog kvaliteta, Sto predstavlja

jedan od osnovnih preduslova za sigurne, visoke i
kvalitetne prinose trava. Klijavost semena predstav-
lja najvazniji pokazatelj kvaliteta semena, odnosno
zivotne sposobnosti od koje zavisi njena upotrebna
vrednost (Postic¢ i sar., 2010a). Osim visoke ukupne
klijavosti vazno je da seme ima i odgovarajucu ener-
giju Klijanja (Posti¢ i sar., 2011). U proizvodnji svake
bijne vrste veoma je vazno brzo i ujednaceno nica-
nje biljaka u polju, koje direktno zavisi od energije
Klijanja semena (Posti¢ i sar., 2010b)

Ukoliko su agroekoloski uslovi skoro idealni
(temperatura vazduha i temperatura zemljista) kli-
javost semena dobijena u laboratorijskim uslovima
dobar je pokazatelj zivotne sposobnosti semena na
osnovu kojeg se moze predvideti nicanje useva u
polju. Seme visoke Zivotne sposobnosti daje klijanac
koji ¢e u polju ostvariti najbolji sklop, ujednaceno
nicanje useva, $Sto omogucuje postizanje stabilnih
prinosa izvanrednog kvaliteta.

Cilj rada je bio da se na osnovu viSegodis-
njih rezultata istrazivanja utvrde relevantni faktori
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kvaliteta semena trava, odnosno da se izvrsi analiza
pokazatelja kvaliteta trava u petogodiSnjem periodu
(2010 - 2014. godina).

MATERUJAL I METODE

Kao materijal u istrazivanjima koriS¢eni su
uzorci semena trava engleskog ljulja (Lolium pe-
renne), italijanskog ljulja (Lolium multiflorum) i
crvenog vijuka (Festuca rubra) iz uvoza tokom pe-
rioda (2010 - 2014. godine). Ispitivanja pokazatelja
kvaliteta semena trava izvrSena su u Laboratoriji za
ispitivanje kvaliteta semena i sadnog materijala In-
stituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu u Beogradu.
Praceni su sledeci pokazatelji kvaliteta: Cistoca se-
mena, energija klijanja, ukupna klijavost, masa 1000
semena i sadrzaj vlage semena.

Ispitivanje klijavosti semena izvrSeno je stan-
dardnom metodom sa 4x100 semena na filter pa-
piru, koji je prethodno navlazen 0,2% rastvorom
KNOs. Seme je zatim izloZzeno prethodnom hlade-
nju (ph) Cetiri dana na temperaturi 4-8°C. Nakon
toga seme je naklijavano 14 dana na temperaturi 20-
30°C i relativnoj vlaznosti vazduha od 95%. Posle
pet dana, od dana stavljanja na naklijavanje ocenje-
na je energija klijanja (EK) engleskog i italijanskog
ljulja, dok je posle sedam dana ocenjivana energija
klijanja crvenog vijuka. Ukupna klijavost ispitivanih
trava utvrdena je nakon 14 dana naklijavanja, odno-
sno odreden je broj normalnih klijanaca prema ISTA
pravilima (ISTA Rules, 2008) i Pravilniku o kvalitetu
semena (Sl. list SFRJ br. 47/87).

REZULTATI 1 DISKUSDJA

Najvazniji pokazatelji kvaliteta semena Kkoji
odreduju njegovu poljprivrednu vrednost su ¢isto-
¢a, klijavost, masa 1000 semena i sdrzaj vlage seme-
na.

Cisto¢a semena trava

Pod ¢isto¢om semena podrazumeva se odnos
koli¢ine ¢istog semena vrste koja se ispituje i koli-
¢ine semena drugih vrsta poljoprivrednog bilja, ko-
rova i inertnih materija. Rezultati ¢istoce ispitivanih
trava u petogodi$njem periodu prikazani su u tabeli
2. Prose¢na utvrdena c¢isto¢a semena iznosi 98,6%
za sve tri ispitivane vrste trava Sto je znatno iznad
vrednosti propisane zakonom (Tabela 1).

Najveca prosecna c¢isto¢a semena ustanovlje-
na je kod italijanskog ljulja 98,8%, zatim kod crve-
nog vijuka 98,6%, dok je najmanja Cisto¢a semena
konstatovana kod engleskog ljulja 98,4% (Tabela 2).

Utvrdeno variranje Cistoce semena ispitivanih tra-
va po godinama najvece je kog engleskog ljulja od
96,7 do 99,2 %, zatim kod crvenog vijuka od 97,7 do
99,2%, dok je najmanji interval variranja ustanov-
ljen kod italijanskog ljulja od 98,2 do 99,1% (Tabela
2).

Inertne materije predstavljaju delovi seme-
na osnovne biljne vrste i korova manje od polovine
normalne veli¢ine, prazne pleve i plevice, slobodni
prazni cvetici, seme trava sa kariopsom manjom od
propisane, delovi cvasti i stabla.

Najve¢i deo primesa ¢ine inertne materije,
prosec¢no oko 0,9%, variranjem po godinama od 0,0
do 2,3% (Tabela 2). Posmatrano po ispitivanim vr-
stama u proseku najveci procenat inertnih materija
zabelezen je kod crvenog vijuka 1,20%, zatim kod
italijanskog ljulja 0,86%, dok je najmanji proce-
nat inertnih materija utvrden kod engleskog ljulja
0,74% (Tabela 2).

Seme drugih vrsta predstavlja seme koje ne
pripada ispitivanoj vrsti semena. Najveci udeo dru-
gih vrsta zastupljen je u semenu engleskog ljulja
0,66%, zatim italijanskog ljulja 0,24%, dok je naj-
manje uceSc¢e drugih vrsta ustannovljeno u semenu
crvenog vijuka od 0,08% (Tabela 2).

U semenu engleskog ljulja utvrdeno je pri-
sustvo slede¢ih vrsta: Phleum pratense, Dactilis
glomerata, Poa spp., Festuca spp. i Medicago sativa.

Seme drugih vrsta cije je prisustvo ustanov-
lieno kod italijanskog ljulja su Phleum pratense i
Festuca spp.

Druge vrste koje su konstatovane kod crve-
nog vijuka su: Lolium spp., Dactilis glomerata, Poa
spp. i Trifolium repens.

Sve identifikovane druge vrste pripadaju ga-
jenim vrstama sa kojima se ispitivane trave kombi-
nuju u travnim i tavno-legumioznim smeSama pri
setvi i zasnivanju travnjaka i pasSnjaka. Prisustvo
semena drugih vrsta u ispitivanim travama je ne-
pozeljno samo ukoliko je seme trava namenjeno za
gajenje kao pojedina¢nog useva.

Seme korova je zastupljeno u proseku sa oko
0,1%, i varirao je po godinama od 0,0 do 0,5% (Ta-
bela 2). Utvrdeno je prisustvo 26 vrsta semena ko-
rova, obuhvacenih sa 23 roda i 10 familija iz odeljka
Magnoliphyta. U semenu ispitivanih trava domini-
raju korovi iz familija Asteraceae, Caryophillaceae,
Chenopodiaceae, Polygonaceae, Poaceae i Brassi-
caceae (Tabela 3).

Najzastupljeniji korovi su Amaranthus retro-
flexus (obic¢ni $tir) i Chenopodium album (obi¢na
pepeljuga), koji se nalaze u semenu sve tri ispitivane
travne vrste (Tabela 3). Upravo ove dve korovske vr-
ste predstavljaju najc¢esce zastupljene korove u Srbiji
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Tabela 1. Norme kvaliteta za seme trava.
Table 1. Quality standards for grass seed.

Cisto¢a najmanja

Druge vrste najvise

Klijavost najmanja

Vrsta . . . Korovi najvise b . Vlaga najvise
Species Purg%;n mn. Other S?‘;: )1es MaxX- " Weeds max. (%) Germn;il/?)o MMM Moisture max. (%)
Lolium perenne 94 2 1 70 13
Lolium
multiflorum 94 2 1 70 13
Festuca rubra 90 3 1 70 13
Tabela 2. Cisto¢a semena (%).
Table 2. Seed purity (%).
Vrsta Osobina Godina - Year v Prosek
Species Characteristics 2010 2011 2012 2013 2014 Average
Cistoéa / Purity 99,2 98,1 96,7 98,9 99,1 1,06 98,40
Druge vrste
Lolium Other species 0.4 0.6 1.8 0,0 0.5 102,5 0,66
perenne Inertne materije 0,0 13 12 11 03 75,5 0,74
Inert matter ’ ’ > ’ ’ ’ ’
Korovi / Weeds 0,4 0,0 0,3 0,0 0,1 113,5 0,20
Cistoca / Purity 98,9 98,9 98,2 98,9 99,1 0,35 98,80
. Druge vrste
Lolium Other species 0,0 0,0 1,0 0,0 0,2 180,7 0,24
multiflorum I .
n?r‘me materije 1.1 1,1 0.8 1,1 0,2 455 0,86
nert matter
Korovi / Weeds 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 223,6 0,10
Cistoéa / Purity 99,2 99,0 98,6 97,7 98,6 0,58 98,62
Druge vrste
Festuca Other specics 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 223,6 0,08
b .
ruord Inertne materije 0.8 1,0 1,4 23 0,5 58,03 1,20
nert matter
Korovi / Weeds 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 223,6 0,10
Cistoca / Purity 99,1 98,66 97,83 98,5 98,93 0,49 98,61
Druge vrste
Prosek Other species 0,13 0,20 0,93 0,0 0,37 111,4 0,33
Average Inertne materije
Inert matter 0,63 1,13 1,13 1,50 0,33 48,9 0,93
Korovi / Weeds 0,13 0,0 0,10 0,0 0,37 126,2 0,13

(Radicevic i sar., 2008).

U uzorcima ispitivanih trava utvrdeno je ma-
nje zastupljeno prisustvo semena sledec¢ih korova:
Centaurea cyanus, Sinapis arvensis, Melandruim
rubrum, Silene alba, Chenopodium hibridum, Ru-
mex crispus i Galium aparine (Tabela 3).

Klijavost semena trava

Energija klijanja predstavlja utvrden broj
normalnih zdravih i jakih klijanaca (posle prvog
ocenjivanja). Od energije klijanja direktno zavisi br-
zina i ujednacenost nicanje biljaka u polju. Klijavost
semena predstavlja ustanovljen broj normalnih kli-
janaca, u odnosu na ukupan broj semena stavljenih

na klijanje nakon 14 dana naklijavanja. Minimalna
klijavost semena ispitivanih trava za stavljanje u
promet, prema naSim zakonskim propisima iznosi
70% (Tabela 1).
Tokom nasih istrazivanja u periodu 2010-
2014. godina kod ispitivanih trava utvrdena je pro-
secna klijavost semena od 83% (Tabela 4), $to je
znatno iznad zakonskog minimuma. Uoceno je ve-
liko variranje po godinama energije klijanja kod svih
ispitivanih trava od 67 do 83%, dok je variranje kli-
javosti po godinama bilo neSto manje od 75 do 88%
(Tabela 4).
Uticaj godine varirao je za energiju klija-
nja, bio je vec¢i kod semena Loliuma (L. perenne
CV=7,99%; L. multiflorum CV=7,94%) od vrednosti
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Tabela 3. Prisustvo korova u semenu trava.
Table 3. Presence of weeds in grass seed.

Familija/Family Rod/Genus Vrsta/Species
Amarantaceae Amaranthus A. retroflexus S,
Antemis A. arvensis S,
Centaurea C.cyanus S, S
Asteraceae Leucanthemum L. vulgare S
Matricaria M. inodora S
Onopordon O. tauricum S
Raphanus R. raphanistrum S
Brassicaceae Sinapis S. arvensis S| S
Thlaspi T. arvense S,
Boraginaceae Myosotis M. arvensis S
Melandrium M. rubrum S, S,
Caryophyllaceae Silene S,g ) fj?g‘;}%g 23]
Stellaria S. media S,

: . C. album S
Chenopodiaceae Chenopodium C hibridum S‘I‘ s.
Plantaginaceae Plantago P, lanceolata S,

Agropyrum A. repens S,
Apera A. spica-venti S,
Poaceac Cynodon C. dactilon S
Panicum P crus-galli S,
Bilderdykia B. convolvulus S,
Polygonaceae Polygonum P, lapathifolium S,
Rumex R. ac.etosella S
R. crispus S, S
Rubiaceae Galium G. aparine S, S,

S-Species (S1 Lolium perene; S, Lolium italicum; S, Festuca rubra);

utvrdene kod crvenog vijuka (CV= 4,11%). Ista ten-
dencija utvrdena je kod ukupne klijavosti, broja ne-
normalnih klijanaca i neklijalog semena (Tabela 4).
Prose¢no uceS¢e nenormalnih Kklijanaca
kod ispitivanih trava iznosilo je 4%, sa neznatnim
variranjem po godinama od 3 do 5% (Tabela 4).
Udeo neklijalog semena kod ispitivanih tra-
va bio je 13 %, Sto se mozZe smatrati vrlo visokim,
Sto moze biti posledica mirovanja semena trava.
Mirovanje semena trava je nepozeljna osobina pri
zasnivanju livada i pasnjaka, koja negativno utice
na formiranje kvalitetnih pasnjaka (Stanisavljevi¢ et
al., 2010b). Medutim, mirovanje semena trava i od-
laganje klijanja semena u prirodnim uslovima moze
biti i pozitivna osobina, ako seme kasnije klija u po-
voljnijim uslovima (Stanisavljevi¢ et al., 2010b).

Masa 1000 semena i sadrzaj vlage u semenu trava

Masa 1000 semena predstavlja pokazatelj kru-
pnoce i nalivenosti semena. Ve¢a masa 1000 seme-

na po pravilu ukazuje na vecu zivotnu sposobnost
semena, odnosno vecu energiju klijanja i klijavost.
Ova fizicka osobina semena odredena je uticajem
niza agrotehnickih i agroekoloskih faktora.

U nasim istrazivanjima kao $to se i o¢ekivalo,
najveca masa 1000 semena konstatovana je kod en-
gleskog ljulja 3,18 g, zatim kod italijanskog ljuja 2,77
g, dok je najmanja masa 1000 semena utvrdena kod
crvenog vijuka 1,13 g (Tabela 5). Masa 1000 semena
ispitivanih vrsta trava moze se smatrati zadovoljava-
jucom za svaku pojedina¢nu vrstu.

Za masu 1000 semena kod crvenog vijuka
utvrdena je veca varijabilnost (CV=7,85) od italijan-
skog ljulja (CV=6,52%) i engleskog ljulja (CV=3,06%)
Tabela 5.

Prosec¢an sadrzaj vlage u semenu ispitivanih
trava iznosio je 11,8% (Tabela 5). Ispitivano seme tra-
va moZe se smatrati da je bilo povoljne vlaznosti za
uspesno skladistenje i ¢uvanje semena, s obzirom
da vlaga semena predstavlja osnovni ¢inilac dobrog
¢uvanja semena. Variranje vlage semena ispitivanih



Kvalitet semena engleskog, italijanskog ljulja i crvenog vijuka

Tabela 4. Klijavost semena (%).
Table 4. Seed germination (%).

Vrsta Osobina Godina - Year cv Prosek
Species Characteristics 2010 2011 2012 2013 2014 Average
Energija klijanja 68 81 76 68 78 7,99 74
First count ’
. Klijavost / Final count 85 88 84 75 85 5,9 83
Lolium Nenormalni klijanci
perenne Abnormal seedlings 3 3 4 3 4 22,02 4
I{Ifkhlal(? seme 12 9 12 20 11 32,9 13
ngerminated
Energija klijanja 79 74 69 70 83 7,94 75
First count ’
Lolium Klijavost / Final count 88 84 81 79 87 4,58 84
multiflorum Nenormalni klijanci 3 4 4 5 3 22,02 4
Abnormal seedlings ’
I{Ifkhlal(? seme 9 12 15 16 10 24,59 12
ngerminated
Energija klijanja 73 7 72 67 75 4,11 72
First count ’
Klijavost / Final count 84 80 84 83 82 2,03 83
Festuca e .
rubra Nenormalni kllj?.nCI 5 4 4 4 5 12.45 4
Abnormal seedlings ’
Neklijalo seme 1 16 12 13 13 14,39 13
Ungerminated
Energija klijanja 73 76 72 68 79 5,65 74
First count ?
Klijavost / Final count 86 82 83 79 85 3,30 83
Prosek Nenormalni klijanci
A
verage Abnormal seedlings 4 4 4 3 4 10,65 4
Neklijalo seme 10 14 13 16 11 18,65 13
Ungerminated
Tabela 5. Masa 1000 semena (g) i sadrzaj vlage (%) u semenu trava.
Table 5. Mass 1000-seed (g) and seed moisture content (%) in grass seed.
Vrsta Osobina Godina - Year cv Prosek
Species Characteristics 2010 2011 2012 2013 2014 Average
Masa 1000 semena
Lolium 1000-seed mass 3,05 3,21 3,32 3,17 3,16 3,06 3,18
perenne Vlaga semena
Moisture content 11,9 11,7 11,5 11,8 12,2 2,19 11,8
Masa 1000 semena
Lolium 1000-seed mass 2,68 2,54 2,76 3,01 2,88 6,52 2,77
multiflorum Vlaga semena
Moisture content 11,8 11,9 11,5 11,4 12,1 2,45 11,7
Masa 1000 semena
Festuca 1000-seed mass 1,09 1,01 1,24 1,19 1,14 7,85 1,13
rubra Vlaga semena
Moisture content 11,9 12,0 11,8 11,4 12,0 2,11 11,8
Masa 1000 semena
Prosek 1000-seed mass 2,27 2,25 2,44 2,46 2,39 4,10 2,36
Average Vlaga semena 11,9 11,9 11,6 11,5 12,1 2,08 11,8

Moisture content
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trava po godinama kretalo se u intervalu od 11,4 do
12,2% (Tabela 5).

Na osnovu iznetih rezultata ispitivanja kva-
liteta semena trava mozemo zakljuciti sledece:

Cistoda semena u proseku za sve ispitivane
trave iznosila je 98,6%, sa variranjem po godina-
ma od 96,7 do 99,2%. Najveci deo primesa u seme-
nu trava ¢inile su inertne materije 0,9%. Prosec¢an
udeo drugih vrsta bio je 0,3%, dok je udeo korova
oko 0,1%. Najc¢es¢i korovi u semenu trava su Ama-
ranthus retroflexus i Chenopodium album. Prosec-
na energija klijanja iznosila je 74%, a klijavost 83%.
UceSc¢e netipi¢nih ponika je samo 4%, dok je udeo

trava u periodu od 2010. do 2014. godine je visok,
odnosno vrednosti pokazatelja kvaliteta semena bile
su iznad nivoa minimalnih vrednosti propisanih
pravilnikom o kvalitetu semena. Setvom semena
trava ovakvog kvaliteta uz optimalne agrotehnicke
mere i uslove sredine mogu se dobiti visoki prinosi.
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Examination is seed quality of perennial ryegrass (Lolium perenne), italian ryegrass (Loli-
um multiflorum) and red fescue (Festuca rubra) during the five years 2010 - 2014. The ave-
rage established seed purity was over 98.40%, with varying by year from 96.7% to 99.2%.
The greatest part of the impurities was inert matter, which are varied over the years in the
range from 0.0% to 2.30%. Presence of weed seeds by year varied in the range from 0.0%
to 0.50%. In the seeds of the tested grasses dominate the weeds from the family Asterace-
ae, Caryophillaceae, Chenopodiaceae and Polygonaceae. The most common weeds in the
investigated grasses were Amaranthus retroflexus and Chenopodium album. Participation
of other species by year ranged from 0.0% to 1.8%. Seed germination varied from 75 to 88%,
the average was 83%. The number of abnormal seedlings was 4%, while the average number
of ungerminated seeds was 13%.
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C. apii predstavlja jednu od najstetnijih fitopatogenih gljiva celera. Tokom 2012. god na te-
ritoriji Velikog GradiSta su prikupljeni uzorci celera sa karakteristi¢nim simptomima pega-
vosti lista i njihova identifikacija je izvrSena pomoc¢u morfoloskih i molekularnih metoda.
Test patogenosti je obavljen na zdravim biljkama i svi ispitivani izolati prouzrokuju karak-
teristicne simptome nakon inokulacije. Konidiofore iz stroma formiraju zbijene fascikule
ili su pojedinac¢ne, prave do blago zakrivljene, smede boje. Konidije su pojedinacne, hijalin-
ske i septirane (5-13 septi), cilindri¢ne do blago suzene na jednoj strani ili prave do blago
zakrivljene i zatupaste na vrhu. U osnovi su zasec¢ene, skoro kvadratnog oblika i stanjene.
Amplifikovani su fragmenti o¢ekivanih duzina za internal transcribed spacer (ITS1/ITS4),
kalmodulin (CAL-228F/CAL2Rd) i histon (CYLH3F/CYLH3R) genima i dobijene sekvence
su pokazale 100% identitet sa sekvencama C. apii u bazi gena.

Kljucne reci: Cercospora apii, Apium graveolens var. dulce, identifikacija

UVOD

Celer (Apium graveolens var. dulce) pripada
familiji Apiaceae koja obuhvata oko 300-450 ro-
dova i preko 3500 vrsta (Constance, 1971; Downie,
2000). Familija obuhvata grupu zacinskih i lekovi-
tih biljnih vrsta koje se gaje Sirom sveta. Najznacaj-
niji predstavnici su Sargarepa (Daucus carota), celer
(Apium graveolens), perSun (Petroselium crispum),
mirodija (Anethum graveolens), komora¢ (Foeni-
cum vulgare) (Koike, 2006). Celer je dvogodi$nja
biljka koja se gaji zbog hranljivog korena, so¢nog
lista i lisne drske. Proizvodi se Sirom sveta, a najvise
u Americi (Nonnecke, 1989) dok se kod nas najvise
gaji u isto¢noj i juznoj Srbiji.

Jedno od najznacajnijih i najstetinijih obolje-
nja celera je pegavost lista koju prouzrokuje fitopa-
togena gljiva Cercospora apii Fresen., (Koike, 2007;
Raid, 2003). Rod Cercospora obuhvata preko 650
vrsta od kojih je 281 takson bilo nemoguce identi-
fikovati pa su oni svrstani u grupu Cercospora apii

sensu lato (Crous i Braun, 2003). Vrste Koje pripada-
ju ovoj grupi su morfoloski sli¢ne i izazivaju veoma
slicne simptome pegavosti biljaka. Pored fitopato-
genih, ovoj grupi pripadaju i neke saprofitne vrste
koji se razvijaju na nekrotiranom biljnom tkivu, kao
i sekundarni patogeni koji prodiru u biljno tkivo
nakon ulaska drugih patogena, sto kompleks C. apii
s.1. ¢ini taksonomski nestabilnim (Crous and Braun,
2003). S obzirom da morfoloska identifikacija do
nivoa vrste u okviru roda Cercospora nije pouzdan
taksonomski kriterijum, razvojem savremene mo-
lekularne metodologije, istrazivanja su orjentisana
na iznalazenje genskih markera za identifikaciju i
detekciju ovih vrsta. Analizom sekvenci ITS regio-
na (internal transcribed spacer), razliciti autori su
utvrdili da ovaj marker nije pogodan za identifika-
ciju bliskih vrsta unutar roda Cercospora (Stewart
et al., 1999; Goodwin et al. 2001; Taylor et al., 2003).
U cilju pronalazenja odgovarajuceg genetickog mar-
kera Groenewald et al. (2005) su pored ITS regiona
analizirali i nekoliko drugih gena: aktin (ACT), fak-
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tor elongacije (EF), kalmodulin (CAL) i histon (H3).

Simptomi koje prouzrokuje C. apii prvi put
su zabelezeni sredinom 19. veka u zapadnoj Evropi
(Fresenius, 1863), a potom je prisustvo ovog pato-
gena utvrdeno u svim podrucjima gde se celer gaji
(Raid and Sui, 2012). Danas pegavost lista celera
predstavlja ozbiljan problem u proizvodnji ove vaz-
ne zac¢inske biljke (Kucharek, 2004). Stete nastale
od ove bolesti mogu u pojedinim zemljama dosti-
¢i 1100%, Sto je zabeleZeno na Floridi (Berger, 1973;
Sherf and MacNab, 1986).

S obzirom da je u Srbiji takode konstatovan
veoma visok intenzitet zaraze, na nekim lokaliteti-
ma i 80% (Milosavljevi¢ et al., 2014), cilj ovog rada
bio je identifikacija uzro¢nika pegavosti celera po-
moc¢u morfoloskih i molekularnih metoda u cilju
potvrde njegovog prisustva u Srbiji.

MATERDAL 1 METODE
Uzorkovanje i izolacija

Tokom avgusta i septembra 2012. godine,
prilikom pregleda useva celera u okolini Velikog
Gradista uocene su biljke sa simptomima karakte-
risti¢nim za C. apii. Uzorci stabla i liSc¢a sa biljaka
zahvacenih pegavo$¢u pakovani su u papirne kese
i u ru¢nom frizideru transporovani do laboratorije
Instituta za zaStitu bilja u cilju izolacije patogena.
Monosporijalna izolacija je izvrSena direktno sa
simptomati¢nog lis¢a celera (Gams et al.,1988) u
Petri kutije sa krompir-dekstroznim agarom (KDA),
(Dhingra and Sinclair, 1986). Kulture su postavlje-
ne u termostat na temperaturu od 25°C, bez svetlo-
sti u trajanju od 2-5 dana. Novoformirana micelija
je presejana na novu KDA podlogu i ovakve kulture
¢uvane su na 25°C, u mraku u trajanju od 14 dana.
Reprezentativni monosporijalni izolati su dalje kori-
S¢eni u cilju morfoloske i molekularne identifikacije
patogena (Crous and Braun, 2003). Izolati koji su
dobijeni se ¢uvaju presejavanjem na epruvete sa za-
kosenom KDA podlogom u frizideru na temperaturi
od 4°C.

Provera patogenosti

Patogenost izolata ispitivna je na zdravim,
dve nedelje starim biljkama celera sorte Yuta. Na
svakoj biljci su odabrana po tri lista, koja su najpre
dezinfikovana 70% etanolom. Epidermis svakog li-
sta je zagreban sterilnom iglom radi pospeSivanja
infekcije i nakon toga inokulisan. Ise¢ci micelije pa-
togena sa KDA podlogom (@5 mm) postavljeni su na
povrsinu lista celera. Kontrolne biljke su inokulisa-

ne ise¢cima ¢istog KDA mediuma. Ukupno 12 biljka
je inokulisano ise¢cima sa micelijom izolata, dok je
12 biljaka iskoris¢eno kao kontrola. Sve biljke su ¢u-
vane u vlaznoj komori 48 h, a zatim su prenete u
staklenik na 20°C (Milosavljevic et al., 2014). Nakon
dve nedelje pojavili su se prvi simptomi, nakon ¢ega
je patogen reizolovan radi potvrdivanja Kohovih
postulata.

Morfoloske karakteristike

Ispitivanjem morfoloSkih karakteristika izo-
lata sa celera obradene su i prouc¢ene mikroskop-
ske osobine. Mikroskopski preparati pripremani su
tako $to je na predmetno staklo naneta kap vode, a
zatim su u nju preneseni fragmenti micelije i koni-
diofora sa konidijama direktno sa pege na zarazenoj
biljci. Materijal je nakon toga prekriven pokrovnom
ljuspicom i odmah se pristupalo mikroskopiranju
(Olympus BX51). Pri mikroskopiranju su odrediva-
ne veli¢ina, duzina, boja, oblik konidija i konidiofo-
ra (Crous and Braun, 2003).

DNA ekstrakcija, amplifikacija i sekvencioniranje

Tri izolata CAC4-1, CAC-24 i CAC-30 odabra-
na su za molekularnu identifikaciju vrste. Izolati su
gajeni na KDA podlozi na 25°C u mraku. Pomocu
sterilne igle sa povrSine kulture stare 14 dana uze-
to je 100 mg micelije svakog izolata, a potom je ona
zamrznuta pomocu te¢nog azota i usitnjena u ste-
rilnim tubicama pomocu mikrotuc¢ka. DNK je zatim
ekstrahovana pomoc¢u DNeasy Plant Mini Kit (QIA-
GEN, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvoda-
¢aicuva se na -20°C.

U cilju molekularne identifikacije koriStena
su tri razli¢ita para prajmera koji umnozavaju tri
genska regiona; ITS1/ITS4 (ITS region) (White et
al.,1990), CAL-228F/CAL2Rd (calmodulin gen) (Car-
bone and Kohn, 1999; Groenewald, 2013) i CYLH3F/
CYLH3R (histon H3 gen) (Crous et al., 2004).

Vizuelizacija umnozenih produkata PCR re-
akcije (lanCana reakcija polimeraze) obavljena je
elektroforetskim razdvajanjem nukleinskih kiseli-
na u 1% agaroznom gelu u 1x TBE puferu, bojenjem
etidijumbromidom i posmatranjem pod UV-tran-
siluminatorom. Elektroforeza je obavljena pri kon-
stantnoj struji od 40 mA u trajanju od priblizno 40
min u aparatu za elektroforezu (BluePower 500,
Serva electrophoresis GmbH, UK). Za odredivanje
velicine amplifikovanih produkata PCR koriS¢en
je marker MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas
Life Sciences GmbH, Lithuania). Pozitivnom reak-
cijom smatrana je pojava traka ocekivanih veli¢ina
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za odredeni par prajmera koja je unapred poznata.
Svi amplifikovani produkti su preciséeni
pomocu komercijalnog QIAquick PCR purification
kit (QIAGEN) prema uputstvu proizvodaca. Sekven-
cioniranje je uradeno na automatskom kapilarnom
sekvencionatoru u Macrogenu (Seul, Juzna Korea)

koristedi iste prajmere kao i za umnozavanje gena.
Za prevodenje sekvenci koriS¢en je program
FinchTV v.1.4.0. Sekvence su ru¢no poravnate u
MEGA 5.0 softveru pomoc¢u ClustalW programa
(Tamura et al., 2011). DNK sekvence svih izolata u
okviru jednog regiona (ITS, CAL ili H3) su uporede-
ne kako medusobno tako i sa dostupnim sekvenca-
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Slika 1. Simptomi C. apii na celeru u polju.
Figure 1. Symptoms of C. apii on celery in the field.

ma u NCBI bazi podataka za odredeni region i vrstu.
Sekvence su zatim deponovane u banci gena pod
Siframa od KJ210596 do KJ210604.

REZULTATI
Simptomi bolesti

Simptomi se prvo javljaju na listu u vidu sit-
nih zZuckastih pega koje se brzo razvijaju u kruzne
sivo-smede pege. Lezije se viemenom povecavaju i
spajaju i pracene su pojavom nekroti¢nih zona koje
dovode do slabljenja celokupne biljke (Slika 1).

Slika 2. Lezije na peteljkama celera.
Figure 2. Lesions on the stalk of celery.

Slika 3. Izgled konidiofora i konidija C. apii.
Figure 3. Conidiophores and conidia of C. apii.

Slika 4. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera ITS1/ITS4. Uzorci sa
celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativna kontro-
la - K-; marker - M.

Figure 4. Amplification of DNA fragment of C. apii
isolates from celery with ITS1/ITS4 pair of prim-
ers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30; negative
control - K; marker - M.
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CAC4-1 CAC24 CAC30 K-

Slika 5. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera CAL-228F/CAL2Rd.
Uzorci sa celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativ-
na kontrola - K-; marker - M.

Figure 5. Amplification of DNA fragment of C. apii
isolates from celery with CAL-228F/CAL2Rd pair
of primers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30;
negative control - K; marker - M.

Kada su uslovi povoljni za sporulaciju, lezije
poprimaju beli¢astu boju. Spore se dalje lako razno-
se vetrom i doprinose brzom Sirenju bolesti. Pato-
gen takode zahvata i peteljku gde su lezije Zuto-mr-
ke boje i blago ulegnute i izduZene (Slika 2).

Provera patogenosti

Svi izolati su na test biljkama prouzrokova-
li karakteristi¢ne simptome, sli¢ne onima u polju.
Simptomi su se pojavljivali u vidu pegavosti lista
nakon dve nedelje. Kohovi postulati su potvrde-
ni postupkom reizolacije patogena iz inokulisanih
biljaka. Oblik i veli¢ina konidiofora i konidija su se
kretali u istim intervalima u oba testa. Na kontrol-
nim test biljkama nije doslo do pojave simptoma
bolesti.

Morfoloske karakteristike

Konidiofore koje izbijaju iz stroma i formira-
ju zbijene fascikule, ponekada se pojavljuju pojedi-
nacno. Prave su do blago zakrivljene, pri osnovi su
smede boje, pri vrhu svetlije. Dimenzije konidiofora
su se kretale u opsegu 40-90 x 5-8 pm. Konidije su

CAC4-1 CAC24 CAC30

Slika 6. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera CYLH3F/CYLH3R.
Uzorci sa celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativ-
na kontrola - K-; marker - M.

Figure 6. Amplification of DNA fragment of C. apii
isolates from celery with CYLH3F/CYLH3R pair

of primers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30;
negative control - K; marker - M.

pojedinacne, hijalinske i septirane, sa 5-13 poprec-
nih septi, veli¢ine 45-160 x 4-5 pm. Po obliku mogu
biti cilindri¢ne do blago suZene na jednoj strani, ili
prave do blago zakrivljene i zatupaste na vrhu. U os-
novi su zasecene, skoro kvadratnog oblika i stanjene
(Slika 3).

Molekularna identifikacija

Amplifikovani su fragmenti o¢ekivanih duzi-
na za internal transcribed spacer (ITS1/ITS4), kal-
modulin (CAL-228F/CAL2Rd) i histon (CYLHS3F/
CYLH3R) gene (Slike 4, 5 i 6). Negativne kontrole
nisu dale amplifikaciju.

Nakon sekvencioniranja PCR produkata tri
odabrana izolata dobijene su sekvence delova gena
koje su prijavljene u GenBank bazu podataka, svaka
pod odredenim pristupnim brojem (KJ210596 sve
do KJ210604). Blast analiza ITS sekvenci pokazala
je 100% identitet sa nekoliko vrsta roda Cercospora
(C.apii (Acc. No. JX143532), C. beticola (JX143556),
C. zebrina (KC172066)). Sekvence dobijene pomoc¢u
CAL i H3 su pokazale 100% identitet samo sa sek-
vencama C. apii koje su u bazi deponovane pod re-
dnim brojevima JX142794 i JX142548.
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DISKUSDJA

Pegavost lista celera koju prouzrokuje fito-
patogena gljiva C. apii primecena je tokom obi-
laska polja celera u okolini Velikog Gradista 2012.
godine. Prisustvo fitopatogene gljive C. apii prvi
put je potvrdeno na podrucju Srbije 2014. godine.
(Milosavljevic¢ et al., 2014). U ovom radu prikazana
je metodologija koriS¢ena za identifikaciju vrste C.
apii pomoc¢u morfoloskih karaktera i molekularnih
markera.

Morfoloski veoma sli¢ne vrste roda Cercos-
pora Crous and Braun (2003), su izdvojili u zasebnu
grupu Cercospora apii s. L., jer nije bila moguca nji-
hova pouzdana morfoloSka identifikacija. U ovom
istrazivanju morfolosSkom identifikacijom izolata sa
biljaka celera, zasnovanoj na mikroskopskim karak-
teristikama (dimenzije i izgled konidiofora i koni-
dija), zaklju¢eno je da se se radi o C. apii. Fresen.
Izolati C. apii sa celera su se pokazali patogenim na
test biljkama nakon ¢ega su i reizolovani, ¢ime su
potvrdeni Kohovi postulati. Morfoloske mikroskop-
ske osobine izolata, uzetih direktno sa biljaka iz po-
lja kao i sa biljaka u testu, ne pokazuju razliku, Sto
potvrduje da patogen ne gubi na sposobnosti infek-
cije u testu in vivo. Simptomi na inokulisanim test
biljkama su identi¢ni simptomima koji su prisutni
na biljkama u polju.

Pre razvoja savremenih metoda istrazivanja,
identifikacija vrsta iz roda Cercospora se zasnivala na
produkeiji toksina cerkosporina, specifi¢nosti pre-
ma biljci domacinu i morfoloskim karakteristikama
(Chupp, 1954; Ellis, 1971; Fajola, 1978). Medutim, na-
vedene karakteristike ne mogu biti pouzdan takso-
nomski karakter za determinaciju vrsta roda Crecos-
pora, jer su varijabilne (Jenns et al., 1989), a izgled
i veli¢ina konidija i kondiofora su veoma sli¢ne za
mnoge vrste roda Cercospora (Welles, 1933). Pored
toga, mnoge vrste ovog roda mogu kolonizirati tki-
va primarno parazitirana od strane drugih vrsta, pri
¢emu se mogu izolovati sa atipi¢nih biljaka domacina
(Berger and Hanson, 1963; Groenewald et al., 2005;
Groenewald et al., 2006). Ovakvi nalazi su ukazali

da identifikacija vrsta u okviru roda Cercospora ipak
nije moguca samo klasi¢nim metodama na osnovu
morfoloskih karakteristika, ve¢ je iziskivala nove
metode. Razvojem nauke u primenu se uvode nove
molekularne metode putem analiza razlic¢itih gen-
skih markera u cilju pronalazenja pouzdanog me-
toda identifikacije do nivoa vrste. Analiza sekvenci
ITS, CAL i H3 gena koriS¢enih u ovom istrazivanju,
izabrana je kao metod za potvrdu identifikacije C.
apii (White et al., 1990; Carbone and Kohn, 1999;
Groenewald, 2013, Crous et al., 2004). Na osnovu
BLAST analize sekvenci ITS regiona utvrdeno je da
izolati sa celera pokazuju 100% identitet sa viSe vrsta
iz roda Cercospora i to sa C. apii (JX143532), C. beti-
cola (JX143556), C. zebrina (KC172066). Sekvencio-
niranjem nekoliko konzervativnih regiona (ITS, ACT,
EF, CAL i H3), u cilju odredivanja adekvatnog gene-
tickog markera za identifikaciju bliskih vrsta roda
Cercospora, Groenvald et al. (2005) su utvrdili da su
vrste C. apiicola, C.apiii C. beticola veoma sli¢ne i
da u sekvencama ITS, ACT, EF, i H3 gena nema ra-
zlika znacajnih za diferencijaciju na nivou vrste. ITS
region nije dovoljno specifi¢an za identifikaciju, Sto
jasno ukazuje da vrste koje pripadaju kompleksu
C. apii s. I. pored morfoloSke imaju i visok stepen
sli¢nosti i na molekularnom nivou (Goodwin et al.,
2001). Analizom fragmenata ITS gena utvrdeno je
da patogen pripada rodu Cercospora spp., ali nije
utvrdena i vrsta. Ovo potvrduje tezu da je ITS region
nespecifi¢an za precizno odredivanje vrsta unutar
roda Cercospora. Analizom CAL i H3 gena utvrden
je 100% identitet samo sa sekvencama C. apii depo-
novanim u bazi gena (JX142794 i JX142548) (Milosa-
vljevic¢ et al., 2014).

Na osnovu sveobuhvatnih morfoloskih i mo-
lekularnih analiza, patogen - prouzrokova¢ pegavo-
sti lista celera identifikovan je kao C. apii.
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SUMMARY

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF

CERCOSPORA APII ON CELERY IN SERBIA

ANJA MILOSAVLIJEVIC!, ERIKA PFAF DOLOVAC', MILANA MITROVIC!,
JELENA JOVIC!, IVO TOSEVSKI!, NATASA DUDUK?, NENAD TRKULJA!

!Institut for Plant Protection and Environment, Belgrade
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e-mail: anjamilosavljevic@yahoo.com

C. apiiis one of the most damaging plant pathogenic fungi of celery. During the 2012, sam-
ples of celery with typical symptoms of leaf blight were collected on the territory of Veliko
GrdaiSte and their identification is performed using morphological and molecular met-
hods. The pathogenicity test was conducted on healthy plants and all tested isolates cau-
sed typical symptoms after inoculation. Conidiophores arising from the stromata formed
dense fascicles or single, straight to slightly curved, brown. Conidia are solitary, hyaline
and septate (5-13 septa), cylindrical to obclavate, or straight to slightly curved, obtuse at the
apex. Truncated and thickened at the base. Fragments of the expected length for the inter-
nal transcribed spacer (ITS1/ITS4), calmodulin (CAL-228F/CAL2Rd) and histone (CYLH3F/
CYLH3R) gene were amplified and the obtained sequences showed 100% identity with the
C. apii sequences deposited in GenBank.

Key words: Cercospora apii, Apium graveolens var. dulce, identification
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ZASTUPLJENOST KOROVA U NATURALNOM SEMENU LUCERKE
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LANA DUKANOVIC, ZARKO IVANOVIC!, TANJA VASIC2, NENAD DOLOVAC!

!Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd
2[nstitut za krmno bilje, Krusevac
e-mail: ratibor.strbanovic@yahoo.com

U ovom radu ispitivana je zastupljenost semena razli¢itih korovskih vrsta u naturalnom
semenu razlicitih sorata lucerke sa razli¢itih lokaliteta. Kod svih ispitivanih sorti lucerke
i na svim lokalitetima identifikavano je 25 razlic¢itih vrsta korova, od toga 14 vrsta su bili
viSegodis$nji korovi, dok su ostalih 11 bile jednogodi$nje korovske vrste. Od opasnih viSego-
diSnjih korova koji se razmnozavaju generativnim i vegetativnim putem identifikovani su
(Sorghum halepensei Cirsium arvense). Najveci broj semena korova imala je jednogodi$nja
vrsta Picris echioides L. kod sorte K-22 na lokalitetu Ratari (446). Takode veliki broj seme-
na utvrden je i kod viSegodisSnje vrste Cichorium intybus L. i to kod svih ispitivanih sorata
lucerke. Najmanji broj semena utvrden je kod vrste Rumex sp. (Cetiri semena) i to jedino
kod sorte NS-Mediana na lokalitetu Backo Gradiste I, kao i kod vrste Conium maculatum
(sedam semena) samo kod sorte K-28 na lokalitetu Banatsko Karadordevo. NajviSe prisut-
nih Korovskih vrsta (devet) utvrdeno je kod sorte lucerke NS-Mediana na lokalitetu Bac¢ko
Gradiste I, dok je najmanji broj korovskih vrsta (dve) konstatovan kod sorte Banjalu¢anka
na lokalitetu Kozarska Dubica.

Kljuéne reci: lucerka, korovi, seme, sorta, lokalitet

UVOD

Plava lucerka (Medicago sativa L.) jedna je
od najstarijih krmnih biljnih vrsta i bila je poznata
jo$ pre 8000 godina. Vodi poreklo sa teritorije da-
nasnjeg Irana i Arabije, mada se vrste roda Medica-
go mogu naci po celoj Aziji (Michaud et al., 1988). U
svetu se gaji na povrsSini od 33 miliona hektara, a u
Srbiji je zastupljena na povr$ini od oko 190.000 hek-
tara (Strbanovi¢, 2010). Areal gajenja lucerke je na
svim kontinentima u vise od 80 zemalja, od umere-
no hladnog do tropskog pojasa. Siroka geografska
rasprostranjenost lucerke uslovljena je njenom ve-
likom adaptabilno$c¢u na razlic¢ite klimatske i zeml-
jisne uslove (Julier et al., 1995).

Lucerka je, posle kukuruza, najvaznija
krmna vrsta u nasoj zemlji, zahvaljuju¢i ne samo
povoljnom hemijskom sastavu i visokom sadrzaju
proteina, ve¢ i visokim prinosima i veoma dobrim
biolo$kim osobinama. U ishrani domacih zivotinja

moze se koristiti kao zelena masa, seno ili konzer-
visana u kombinaciji sa drugim krmnim biljkama
(Pordevi¢ i Dini¢, 2007).

Korovi mogu znatno uticati na smanjen-
je kvaliteta prinosa gajenih biljaka. Sadrzaj seme-
na nekih korovskih biljaka u Zetvenom prinosu
pSenice dovodi do promene kvaliteta brasna i uma-
njuje njegove upotrebne vrednosti. Tako, na primer,
sadrzaj semena Kkukolja (Agrostemma gitago L.), ili
ljulja (Lolium temulentum L.), u koli¢ini od svega
0,5% u zitu dovodi do toga da brasno postaje otrov-
no i moZe izazvati veoma Stetne posledice, ¢ak i sa
smrtonosnim ishodom kod ljudi koji koriste hleb od
takvog brasna. Seme kokotca (Melilotus officinalis
(L.) Pall.) daje brasnu neprijatan miris. Korovske bil-
jke prirodnih i vestackih (sejanih) livada smanjuju
kvalitet sena. Otrovne vrste, ako su masovno zastu-
pljene, mogu dovesti do toga seno postane neupo-
trebljivo za ishranu stoke (Koji¢ i Janji¢, 1994).

Na smanjenje prinosa lucerke pored in-
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sekata i drugih Stetocina, kao i prouzrokovaca bil-
jnih bolesti, uticu i korovi. Osnovno Stetno delovan-
je korova odrazava se kroz konkurentnost za vodu,
hranljive materije i svetlost. Korovi su uglavnom
male hranljive vrednosti, neprijatnog mirisa i ukusa
a uticu i na pogorsanje kvaliteta semena lucerke. Od
ekonomskog znacaja se, prvenstveno, izdvajaju vise-
godiSnje vrste korova, kao S$to su: Cirsium arvense
(L.) Scop., Sorghum halepense (L.) Pers., Convolvu-
lus arvensis L. i vrste iz roda Cuscuta sp. (Konstan-
tinovic¢ i sar., 2004).

Pri kombajniranju semenske lucerke mate-
rijal koji se dobija predstavlja meSavinu semena ga-
jene biljke, semena drugih i korovskih biljaka, kao
i razne necistoc¢e organskog i neorganskog porekla.
Gubici semena lucerke pri doradi su u direktnoj
zavisnosti od vrste i koli¢ine korova i ostalih neci-
stoca, organskog i neorganskog porekla prisutnih u
naturalnom semenu. Ukoliko je procenat necisto-
¢a i korova u naturalnom semenu vedi, utoliko je
i sam tehnoloski proces dorade duzi, Sto povecava
utro$ak energije, a samim tim i cenu koStanja dora-
denog semena. Narocito je Stetan veliki sadrzaj se-
mena viline kosice (Cuscuta sp.) koja je po veli¢ini
sli¢na lucerki i otezava ¢iS¢enje i odvajanje kada se
izmesSa sa semenom lucerke. 1z tih razloga dorada
semena zahteva skupu opremu i veliki utrosak rada
za odstranjivanje semena korova (Doki¢ i sar., 2011).
Korovi u semenskom usevu lucerke otezavaju Zetvu,
kontaminiraju seme i otezavaju proces dorade. Da
bi se sprecila pojava Stetnih korova u usevu mora se
delovati preventivno, odnosno izbegavanjem same

Tabela 1. Ispitivane sorte i lokaliteti lucerke.
Table 1. The tested cultivars and sites alfalfa.

pojave korova i njihovo suzbijanje u pocetnim stadi-
jumima rasta korovskih biljaka (Miladinovi¢, 2001).

Ispitivanja obuhvacena ovim radom imaju
za cilj utvrdivanje zastupljenosti semena korovskih
biljnih vrsta u naturalnom semenu razlic¢itih sorata
lucerke sa razlicitih lokaliteta.

MATERIJAL I METODE

U cilju realizacije ovog ogleda istrazivanje je
obavljeno u akreditovanoj laboratoriji za ispitivan-
je kvaliteta semena i sadnog materijala Instituta za
zaStitu bilja i zivotnu sredinu u Beogradu. U usevu
lucerke primenjene su standardne agrotehnicke
mere, Zetva semena svih sorata lucerke obavljena
je u drugom otkosu tokom avgusta meseca 2013.
godine, a seme lucerke ¢uvano je u papirnim kes-
ama i kontrolisanim uslovima temperature i rela-
tivne vlaznosti vazduha tj. u komori za skladiStenje
i ¢cuvanje semena. Materijal koji se koristi u ovom
istrazivanju je naturalno seme pet razlic¢itih sorata
lucerke, gde je svaka sorta bila zastupljena na tri ra-
zli¢ita lokaliteta (Tabela 1.). Nakon toga je iz natu-
ralnog semena svih sorata lucerke sa svih lokaliteta
formiran prosec¢ni uzorak mase 50 g. gde je utvrde-
na bioloska ¢istoc¢a, odnosno prisustvo semena dru-
gih biljnih vrsta i semena korova, prema pravilniku
o kvalitetu semena poljoprivrednog bilja ,,Sluzbeni
list SFRJ* br. 47/87 Republike Srbije. Rezultati istrzi-
vanja bice prikazani brojem nadenih semena korova
kod svih sorata lucerke i na svim lokalitetima.

Sorta (Cultivar) (I’(;):legl;:l()) L(zé(iiii:)e ti
. Banatsko Karadordevo 45°34°19.70” N; 20°34°31.28” E
K-28 (ggﬁg; ) Ratari 44°21°05.92” N; 20°51°03.35” E
Nig 43°18°02.94” N; 21°58°11.86” E
) Osipaonica 44°32°35.81” N; 21°03°58.98” E
K-22 (S;]rjl;JiZ) Ratari 44°22°15.747 N; 20°47°56.21 E
Aleksandrovo 45°38°52.34” N; 20°38°39.62” E
) Vriac 45°04°12.22” N; 21°33°38.96” E
NS-Mediana (Sg'r’t‘)liz) Backo Gradiste I 45°31°54.66” N; 20°02°04.09” E
Backo Gradiste IT 45°32°53.23” N; 20°00°34.35” E
Maglajani 44°57°00.38” N; 17°20°53.29” E
Banjalutanka Rep“blikgfssrpsi‘fagReP“bhc Banjaluka 44°40°24.217 N; 17°34°44.69” E
P Kozarska Dubica 45°11°04.30” N; 16°48°23.97” E
Osijek I 45°32°27.89” N; 18°48°20.64” E
0S-88 (}grngif)l Osijek IT 45°31°01.117 N; 18°42°53.79” E

Istra (Novi Grad)

45°20°46.64” N; 13°33°15.35” E
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Tabela 2 . Korovi u naturalnom semenu lucerke.

Table 2. Weeds in natural alfalfa seeds.

Sorta Lokalitet Korovi Broj semena
(Cultivar) (Locality) (Weeds) (Number of seeds)
Lolium perenne L. 13
Festuca rubra L. 10
Sorghum halepense (L.) Pers. 9
Banatsko Karadordevo Conium maculatum L. 7
Bilderdykia convolvulus (L.) Dumort 19
Crepis setosa Haller f. 142
Lactuca serriola L. 43
Cichorium intybus L. 153
. Silene cucubalus Wibel 23
K-28 Ratari Picris echioides L. 326
Crepis setosa Haller f. 19
Lolium perenne L. 43
Phleum pratense L. 32
Plantago lanceolata L. 35
Nis Mpyosotis arvensis (L.) Hill 42
Picris echioides L. 19
Crepis setosa Haller f. 38
Lactuca serriola L. 18
Lolium perenne L. 41
Sorghum halepense (L.) Pers. 17
Osipaonica Cichorium intybus L. 19
Arctium lappa L. 14
Amaranthus retroflexus L. 81
K-22 Silene dioica (L.) Clairy. 21
Ratari Silene cucubalus Wibel 20
Picris echioides L. 446
Cichorium intybus L. 113
Lolium perenne L. 16
Aleksandrovo Picris echioides L. 82
Crepis setosa Haller f. 157
Amaranthus retroflexus L. 32
Chenopodium album L. 2
Visac Silene dioica (L.) Clairv. 2
Matricaria inodora L. 3
Cichorium intybus L. 2
Picris echioides L. 166
Amaranthus retroflexus L. 19
Chenopodium album L. 12
Chenopodium hybridum L. 33
Backo Setaria viridis (L.) P.Beauv. 32
Gradiste 1 Sorghum halepense (L.) Pers. 16
NS — Mediana Cichorium intybus L. 23
Polygonum aviculare L. 35
Rumenx sp. 4
Calystegia sepium (L.) Scop. 5
Amaranthus retroflexus L. 22
Chenopodium album L. 13
Chenopodium hibridum L. 34
Backo Setaria viridis (L.) P.Beauv. 9
Gradiste IT Sorghum halepense (L.) Pers. 34
Cichorium intybus L. 16
Picris echioides L. 3
Polygonum aviculare L. 16
Lolium perenne L. 91
Maglaiani Silene dioica (L.) Clairv. 135
814 Chenopodium album L. 13
Amaranthus retroflexus L. 16
Apera spica-venti (L.) P. Beauv. 11
Banjalu¢anka Amaranthus retroflexus L. 51
Banjaluka Silene dioica (L.) Clairv. 13
Myosotis arvensis (L.) Hill 18
Crepis setosa Haller f. 9
. Plantago lanceolata L. 21
Kozarska Dubica Cichorium intybus L. 12
Amaranthus retroflexus L. 28
Cichorium intybus L. 12
Osjek I Matricaria inodora L. 10
Setaria viridis (L.) P.Beauv. 34
Arctium lappa L. 36
Setaria viridis (L.) P.Beauv. 18
0S-88 Chenopodium hybridum L. 11
Osjek 11 Cirsium arvense (L.) Scop. 17
Arctium lappa L. 53
Silene dioica (L.) Clairv. 16
Istra Lolium perenne L. -
. icris echioides L.
(Novi Grad) Calyistegia sepium (L.) Scop. 9
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REZULTATI

Nakon analize Cisto¢e semena svih uzoraka
razlic¢itih sorata lucerke izdvojeni su korovi sa svih
lokaliteta koji su obuhvaceni ovim ispitivanjem. Svi
nadeni korovi su identifikovani i prikazani su u (Ta-
beli 2.).

Kod svih ispitivanih sorti lucerke i na svim
lokalitetima identifikovano je 25 razlic¢itih vrsta ko-
rova, od toga 14 vrsta su bili visegodi$nji korovi (Ar-
ctium lappa, Calystegia sepium, Cirsium arvense,
Cichorium intybus, Conium maculatum, Festuca
rubra, Lolium perenne, Matricaria inodora, Phle-
um pratense, Plantago lanceolata, Rumex sp., Si-
lene dioica, Silene cucubalus i Sorghum halepen-
se), dok su ostalih 11 bile jednogodis$nje korovske
vrste (Amaranthus retroflexus, Apera spica-venti,
Bilderdykia convolvulus, Chenopodium album,
Chenopodium hybridum, Crepis setosa, Lactuca
serriola, Myosotis arvensis, Picris echioides, Poly-
gonum aviculare, Setaria viridis).

Od opasnih visegodi$njih korova koji se raz-
mnozavaju generativnim i vegetativnim putem
identifikovani su (Sorghum halepense i Cirsium
arvense). Korov Sorghum halepense identifikovan
je samo u Srbiji kod sve tri sorte lucerke i to na lo-
kalitetima Banatsko Karadordevo, Osipaonica, Ba¢-
ko Gradiste I i Backo Gradiste II, dok ga na teritoriji
Republike Srpske i Hrvatske nije bilo na ispitivanim
sortama i lokalitetima. Korovska vrsta Cirsium ar-
vense utvrdena je samo na teritoriji Republike Hr-
vatske kod sorte lucerke OS-88 i to na lokalitetu
Osijek 11, dok je na ostalim ispitivanim podruc¢jima
nije bilo.

Najveci broj semena korova imala je jedno-
godiSnja vrsta Picris echioides L. kod sorte K-22 na
lokalitetu Ratari 446 semena, kod sorte K-28 takode
na lokalitetu Ratari 326 semena, kod sorte OS-88 na
lokalitetu Istra 284 semena i kod sorte NS-Mediana
na lokalitetu VrSac 166 semena. Ova vrsta jedino
nije konstatovana kod sorte lucerke Banjalu¢anka ni
na jednom ispitivanom lokalitetu.

Takode veliki broj semena utvrden je i kod vi-
Segodis$nje vrste Cichorium intybus L. i to kod svih
ispitivanih sorata, sorta K-28 na lokalitetu Ratari
imala je 153 semena, sorta K-22 takode na lokalitetu
Ratari 113 semena, kod sorte NS-Mediana ova vrsta
je utvrdena na sva tri ispitivana lokaliteta a najvise
na lokalitetu Backo GradiSte I 23 semena. Kod sorte
Banjalu¢anka na lokalitetu Kozarska Dubica kon-
statovano je 12 semena, dok je kod sorte OS-88 ta-
kode utvrdeno 12 semena na lokalitetu Osijek I.

Najmanji broj semena utvrden je kod vr-
ste Rumex sp. Cetiri semena i to jedino kod sorte

NS-Mediana na lokalitetu Bac¢ko Gradiste I, kao
i kod vrste Conium maculatum sedam semena
samo kod sorte K-28 na lokalitetu Banatsko Ka-
radordevo.

Najvise prisutnih korovskih vrsta (devet)
utvrdeno je kod sorte lucerke NS-Mediana na loka-
litetu Backo Gradiste I, dok je najmanji broj korov-
skih vrsta (dve) konstatovan kod sorte Banjalu¢anka
na lokalitetu Kozarska Dubica.

DISKUSDA

Stetno delovanje korova na lucerku ispoljava
se kroz smanjenje prinosa, pogorsSanje kvaliteta sena
i skrac¢ivanje vremena ekspolatacije useva. Osnovne
mere borbe protiv korova u usevu lucerke sastoje se
u setvi ¢istog i doradenog semena i efikasnom suz-
bijanju korova u toku prve godine tj. u godini zasni-
vanja useva lucerke kako bi se formirao pravilan i
gust sklop useva lucerke koji ¢e imati veliku konku-
rentsku sposobnost u odnosu na korove. Blagovre-
menom kosidbom useva lucerke trebamo spreciti
plodono$enje korova i smanjenje koli¢ine semena
korova u zemljiStu a samim tim i zakorovljenost u
prvom redu jednogodi$njim vrstama korova (Koji¢
i Sinzar, 1985).

Proucavanjem korovske flore lucerke u luce-
riStu starom jednu, tri, Cetiri i deset godina na loka-
litetu sela Miokovci u okolini Ca¢ka utvrdeno je pti-
sustvo 116 razlic¢itih korovskih vrsta. U prvoj godini
gajenja lucerke, odnosno u godini zasnivanja luceri-
$ta najveci procenat korova pre prvog otkosa bio je
iz grupe terofita, iz familija Brassicaceae i Astera-
ceae. U narednim godinama gajenja lucerista usled
veoma niske tehnologije gajenja doslo je do znatnog
proredivanja useva $to je uzrokovalo masovnu poja-
vu viSegodisnjih korova iz grupe hemikriptofita i to
iz familija: Fabaceae, Asteraceae i Poaceae (Pavlo-
vi¢ et al., 2004).

Na podrucju Pelagonia regiona u Republici
Makedoniji ispitivana je korovska flora u usevu lu-
cerke sorte ,,Debarska“ tokom dve godine uz prime-
nu standardnih agrotehnic¢kih mera. U 2008. godini
utvrdeno je prisustvo 12 vrsta korova, a ukupan broj
korova bio je 170,3 biljaka/m?. Najveci broj korovskih
biljaka konstatovan je kod vrste Echinochloa-crus
galli (58,5 biljaka/m?), Chenopodium album (37,0
biljaka/m?), Anthemis cotula (29,5 biljaka/m? i Po-
lygonum convolvulus (21,3 biljaka/m?). U 2009. go-
dini konstatovano je 10 korovskih vrsta sa ukupnim
brojem korova koji je iznosio 148,5 biljaka/m?i to
Linaria spuria (42,5 biljaka/m?), Echinochloa-crus
galli (39,3 biljaka/m? i Polygonum convolvulus
(28,5 biljaka/m?) (Pacanoski, 2011).
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Seme lucerke na trzistu najc¢eSce ima visoku
cenu koStanja pa se ne retko nasi poljoprivredni
proizvodaci odlucuju da za setvu koriste naturalno
seme koje nije doradeno i time svesno ili nesvesno
doprinose zakorovljavanju useva. Na osnovu ispiti-
vanja sprovedenom u ovom radu i to na uzorcima
naturalnog semena lucerke od 50g. mozemo lako
izracunati koliko je semena razli¢itih korovskih vr-
sta prisutno u 18-20kg. lucerke koliko je najceSce
potrebno za setvu jednog hektara lucerke. Na osno-
vu svega iznetog mozemo zakljuciti da prilikom

zasnivanja luceriSta treba koristiti doradeno i de-
klarisano seme lucerke kao i primenu kompletnih
agrotehnickih mera da bi u $to vecoj meri doprineli
manju zakorovljenost lucerke a samim tim i poveca-
li njenu perzistentnost.
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THE DISTRIBUTION OF WEEDS IN NATURAL ALFALFA SEEDS

SUMMARY
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In this study the presence of seeds of various weed species in natural alfalfa seed of diffe-
rent cultivars from different localities. In all studied cultivars of alfalfa and in all localities
was found 25 different weed species, of which 14 species were perennial weeds, while the
other 11 were annual weed species. Since dangerous perennial weeds which proliferate by
vegetative and generative identified by (Sorghum halepense and Cirsium arvense). The
highest number of weed seeds had annual species Picris echioides L. cultivar K-22 at the
site Ratari 446 seeds. Also a large number of seeds was determined and the perennial spe-
cies Cichorium intybus L. in all the cultivars of alfalfa. The lowest number of seeds were
found in the species Rumex sp. four seeds and only the cultivar NS-Mediana at the site
Backo Gradiste I, as with species Conium maculatum seven seeds only in the cultivar K-28
at the site Banatsko Karadordevo. Most weeds species present (nine) was found in alfalfa
cultivars NS-Mediana at the site Backo GradisSte I, and while the lowest number of weeds
species (two) was found in the cultivar Banjalu¢anka at the site Kozarska Dubica.

Key words: alfalfa, weeds, seed, cultivar, locality
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