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MORFOLOGIJA DVE NOVE POPULACIJE
GLOBODERA ROSTOCHIENSIS 1Z SRBIJE

VIOLETA ORO, SVETLANA ZIVKOVIC, NENAD DOLOVAC, SLOBODAN KUZMANOVIC, ZARKO IVANOVIC

Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd
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U skladu sa Programom stalnog prac¢enja karantinskih i ekonomski $tetnih nematoda koji

se intenzivno sprovodi svake godine kao i fitosanitarnom regulativom, utvrduje se prisustvo

ovih organizama na teritoriji Republike Srbije i u uzorcima biljnog materijala. Globodera

pallida i G. rostochiensis su najznacajniji paraziti krompira kod nas a njihovo prisustvo se

prati od 2005. odn. 2000. god. Morfologija odn. ispitivanje morfoloskih karakteristika ra-

REZIME

zli¢itih populacija cistolikih nematoda krompira daje podatke o njihovoj medusobnoj slic¢-

nosti (razlikama) unutar vrsta, izmedu vrsta i sli¢nost sa tipskim populacijama. U radu su

dati morfolo$ki opisi cisti i larvi drugog stepena dve populacije G. rostochiensis pronadjene

na lokalitetima Rujevac i Tabanovidi u 2012 godini.

Kljuéne reci: morfologija, Globodera pallida, G. rostochiensis, krompir, populacije, Srbija

UVOD

Cistolike nematode krompira (CNK): Glo-
bodera pallida Stone i Globodera rostochiensis
Wollenweber spadaju u grupu najznacajnijih para-
zita krompira. Ove nematode se nalaze na karan-
tinskoj listi nase zemlje (Pravilnik o listama $tetnih
organizama i listama bilja, biljnih proizvoda i propi-
sanih objekata, Sl. glasnik RS 07/10) i karantinskoj
listi (EPPO Al and A2 Lists of Pests Recopmended
for Regulation as Quarantine Pests, PM 1/2 (18))
zemalja evropskog i mediteranskog regiona (EPPO

- European and Mediterranean Plant Protection Or-

ganization) ¢iji je Republika Srbija ¢lan a $to znaci
da prisustvo ovih organizama na teritoriji nase ze-
mlje i u uzorcima biljnog materijala nije dozvoljeno
i povlaci zakonske konsekvence.

U skladu sa programom Uprave za zaStitu
bilja o stalnom prac¢enju karantinskih i ekonomski
Stetnih nematoda koji se intenzivno sprovodi svake
godine, potrebno je utvrditi prisustvo karantinskih
organizama kako bi se mere borbe mogle efikasno
sprovesti.

Cistolike nematode krompira su prisutne
u nasoj zemlji od 2000. god. (Krnjai¢ et al., 2000)
odnosno od 2005. god. (Krnjaic¢ et al., 2005). U tom
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smislu je neophodno poznavati taksonomiju i mor-
fologiju ovih karantinskih organizama jer su istra-
zivanja cistolikih nematoda krompira od znacaja
za Siru drustvenu zajednicu odn. fitokarantin nase
zemlje.

Morfologija odnosno ispitivanje morfoloskih
karakteristika razli¢itih populacija cistolikih nema-
toda krompira utvrduje njihovu medusobnu sli¢-
nost (razlike) unutar vrsta, izmedu vrsta i sli¢nost
sa tipskim populacijama. U radu su dati morfoloski
opisi cisti i larvi drugog stepena (L,) dve populacije
G. rostochiensis pronadjene na lokalitetima KO Ru-
jevac KBr. 197-198 iz Mac¢vanskog okruga i KO Taba-
novi¢i KBr. 203-204/3 iz Zlatiborskog okruga u 2012
godini.

MATERDAL I METODE

Ekstrakcija cisti iz zarazenog zemljista je vr-
Sena elutrijacijom na Spirsovom aparatu (Spears,
1968) a ciste su zahvatane na sitima od 150 pm, dok
su invazivne larve dobijene disekcijom cisti. Za mor-
foloske studije ciste i larve su fiksirane formalin-gli-
cerinskim fiksativom (Hooper, 1986), preparirane u

glicerinu i posmatrane svetlosnim mikroskopom.

Tabela 1. Morfoloske karakteristike jedinki populacije Rujevac.

Table 1. Morphological characters of specimens of Rujevac population.

Merenje je vrSeno preko okularnog mikrometra.
Dobijene merne karakteristike su poredene sa ka-
rakteristikama vrsta iz originalnih opisa sa lokali-
teta Rostock (Stone, 1973a) i Epworth, Lincolnshi-
re (Stone, 1973b) i izvrSena je njihova medusobna
komparacija. Morfoloska identifikacija vrsta obu-
hvata duzinu stileta i oblik bazalnog prosirenja sti-
leta larvi, pre¢nik vulvalnog bazena cisti, distancu
vulve i anusa, Granekov odnos (indeks) (rastojanje
vulve i anusa podeljeno pre¢nikom vulvalnog baze-
na) i broj kutikularnih nabora u perianalnoj oblasti
(EPPO Standards PM 7/40, 2004).

REZULTATI I DISKUSIJA

Uporedna analiza populacija G. rostochiensis
pokazuje da ne postoje velike razlike u prose¢nim
vrednostima morfoloskih parametara.

U tabelama 1 i 2 su date zbirne vrednosti
morfometrijskih karakteristika larvi i cisti popula-
cija Rujevac i Tabanovici, zasnovanih na merenju 30
jedinki sa njihovim opsegom (min-max), prosekom

(%) i standardnom devijacijom (sd).

Ciste
sd min-max % sd

n= 30 Larve (L2)
karakteristike min-max

L2 duzina (um) 472.50-522.90

L2 stilet (um) 19.20-22.40

L2 rep (um) 40.00-64.00

L2 hijalinski deo (um) 19.20-33.60

duzina ciste (um) -
$irina ciste (um) -
pre¢nik vulval. bazena (um) -
distanca vulva-anus (um) -
Granekov odnos -
kutikularni nabori -

496.02 15.95 - - -

20.48 0.98 - - -
54.08 4.94 - - -
27.04 3.13 - - -

- 403.00-729.00 562.40 71.34
- 341.00-677.00 504.50 76.47

- 16.00-41.60 26.29 6.31
- 49.60-139.20 82.35 20.25
- 2.00-5.80 3.25 0.97
- 12-34 19.20 4.31
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Tabela 2. Morfoloske karakteristike jedinki populacije Tabanovici.
Table 2. Morphological characters of specimens of Tabanovi¢i population.

n= 30 Larve (L2) Ciste
karakteristike min-max X sd min-max b sd
L2 duzina (um) 409.50-504.00 462.65  39.53 - - -
L, stilet (um) 19.20-22.40 20.69 0.93 - - -
L2 rep (um) 46.40-54.40 50.77 2.48 - - -
L2 hijalinski deo (um) 24.00-35.20 27.09 2.41 - - -

duzina ciste (um) -
$irina ciste (um) -
precnik vulval. bazena (um) -
distanca vulva-anus (um) -
Granekov odnos -
kutikularni nabori -

310.00-698.00  523.00  107.82
186.00-667.00  501.00  115.99

- - 14.40-32.00 21.20 4.85
- - 46.40-148.80 74.00 23.79
- - 2.07-7.20 3.65 1.34
- - 13-32 17.97 9.57

Morfoloske karakteristike posmatranih po-
pulacija iz Srbije se razlikuju ali ne u velikoj meri.
Cista najmanje veli¢ine je pronadena u populaciji
Tabanovi¢i 341 X 388 pm a najveca cista je iz po-
pulacije Rujevac 729 X 620 pm. Prose¢ne vrednosti
veli¢ina cisti kod populacije Rujevac 562 X 504 pym
su nesto vece od prosec¢nih vrednosti cisti populaci-
je Tabanovici 523 X 501 pm. Veéi pre¢nik fenestre u
proseku ima populacija Rujevac (26.29 nm) u odno-
su na Tabanovice (21.20 nm), a ova populacija ima i

vedi pre¢nik vulvalnog bazena u apsolutnom izno-

4
SI. 1 Perianalna oblast ciste iz Rujevea (10um).

Fig. 1 Perineal area of a cyst from Rujevac (10um).

su. Najve¢u prosec¢nu distancu vulva-anus imaju ci-
ste populacije Rujevac (82.35 um) dok se u popu-
laciji Tabanovi¢i nalazi cista sa najve¢com distancom
u apsolutnom iznosu (148.80 pm). Ve¢u vrednost
Granekovog indeksa (u proseku) ima populacija iz
Tabanovica (3.65) ali i najvecu apsolutnu vrednost
ovog parametra (7.20). Ve¢i broj kutikularnih nabo-
ra u proseku ima populacija Rujevac (19.20) u od-
nosu na Tabanovice (17.97) ali i ve¢i apsolutni iznos
(27). Mikrofotografije perianalne oblasti cisti popu-

lacija Rujevac i Tabanovi¢i su date na slikama 11 2.

SI. 2 Perianalna oblast ciste iz Tabanovica (10pm).

Fig. 2 Perineal area of a cyst from Tabanovi¢i (10um).
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Porededi ispitivane populacije larvi G. rosto-
chiensis, najkraca jedinka je nadena u populaciji
Tabanovici (409.50 nm) a najduza jedinka u popu-
laciji Rujevac (522.90 ym).

U relativhom iznosu, duze larve (u proseku)
ima populacija Rujevac (496.02 nm) u odnosu na
larve iz Tabanovi¢a (462.65 pnm). Prose¢na duzina
stileta larvi populacije Rujevac iznosi 20.48 pym dok
je prosec¢na duzina stileta larvi populacije Tabano-
vi¢i neznatno veca 20.69 pm. Jedna od osnovnih

morfoloskih karakteristika je i oblik odn. usmere-

i =
ol U

SL 3 Prednji deo L2 - Rujevac (10um).

nost bazalnih prosirenja (bubresc¢ica) stileta. Kod
obe populacije bazalna proS$irenja stileta larvi su
zaobljena i usmerena na dole, $to je karakteristika
G. rostochiensis. Prose¢no duzi rep imaju larve iz
populacije Rujevac (54.08 pm) u odnosu na (50.77
pm) populacije Tabanovici. Sto se ti¢e hijalinskog
dela repa, obe populacije imaju priblizno iste vred-
nosti (Rujevac 27.04 pm odn. Tabanovié¢i 27.09 pm).

Mikrofotografije larvi obe populacije su date na sli-
kama 3-6.

Sl. 4 Zadnji deo L2 - Rujevac (10um).

Fig. 3 Anterior part of L2 - Rujevac (10um).

Fig. 4 Posterior part of L.2 - Rujevac (10um).

SL 5 Prednji deo L2 -Tabanovici (10um).

SI. 6 Zadnji deo L2 -Tabanoviéi (10pm).

Fig. 5 Anterior part of L2-Tabanovici (10pm).

Fig. 6 Posterior part of L2 -Tabanovici (10um).
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= 174.00
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Graf. 1. Uporedna analiza cisti razli¢itih populacija CNK.

Graph. 1. Comparison of cyst morphometrics of different PCN populations.

Uporedna analiza karakteristika cisti prou-
¢avanih i tipskih populacija je prikazana na grafiku
1. U odnosu na tipske populacije, prose¢ne veli¢ine
cisti proucavanih populacija su pribliznije proseku
populacije G. pallida, Lincolnshire (579 X 534 pm)
nego populaciji iz Rostocka (445 X 382 um).

U odnosu na pre¢nik vulvalnog bazena odn.
fenestre, obe populacije su pribliznije tipskoj po-
pulaciji Lincolnshire jer populacija Rostock ima
znatno manju prose¢nu vrednost prec¢nika fenestre.
U odnosu na prose¢nu distancu vulva-anus, ciste
populacija Rujevac i Tabanovici su blize populaciji
iz Rostocka, dok posebno visoku vrednost parame-
tra ima populacija Rujevac. Najpriblizniju vrednost
Granekovog odnosa tipskoj populaciji u proseku
ima populacija iz Tabanovi¢a. Prema broju kutiku-
larnih nabora u proseku obe populacije po vredno-
stima pripadaju G. rostochiensis jer imaju vrednosti

vece od 14. Uporedna analiza karakteristika larvi
proucavanih i tipskih populacija je prikazana na
grafiku 2.

U odnosu na tipske populacije, populacija
Rujevac ima prose¢no duze larve od tipskih popu-
lacija Lincolnshire i Rostock, i one su po vrednosti
pribliznije populaciji Lincolnshire, dok populacija
Tabanovié¢i ima pribliznije larve populaciji Rostock.
Prose¢ne duzine stileta larvi obe populacije su ma-
nje od proseka za G. rostochiensis (21.80 pm). Pro-
se¢ne vrednosti duzine repa ispitivanih populacija
su vec¢e od vrednosti tipskih populacija i pribliznije
vrednosti date za Lincolnshire (51.10 pm).

Generalno, sve prose¢ne vrednosti ali i ap-
solutne vrednosti morfometrijskih parametara
posmatranih populacija Rujevac i Tabanovidi su u
saglasnosti sa vrednostima parametara datih za G.
rostochiensis.
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=] 468.00

Rostock

. BduZina larvi
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Graf. 2. Uporedna analiza larvi razli¢itih populacija CNK.

Graph. 2. Comparison of larval morphometrics of different PCN populations.
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SUMMARY

MORPHOLOGY OF TWO NEW

GLOBODERA ROSTOCHIENSIS POPULATIONS FROM SERBIA

VIOLETA ORO, SVETLANA ZIVKOVIC, NENAD DOLOVAC, SLODOBAN KUZMANOVIC, ZARKO IVANOVIC

Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade

e-mail: viooro@yahoo.com

In concordance with phytosanitary regulations and the Programme of continuous moni-
toring of quarantine and economically harmful nematodes that are intensively conducted
every year, the presence of these organisms is determined in the territory of the Republic
of Serbia and in the samples of plant material. Globodera pallida and G. rostochiensis are
the most important parasites of potato in our country and their presence is monitored since
2005 and 2000 respectively. Morphology, i.e. examination of morphological characters of
different populations of potato cyst nematodes determines their mutual similarities (di-
fferences) within species, between species and the similarity with the type populations.
This paper presents the morphological descriptions of cysts and second stage larvae of two

populations of G. rostochiensis found in localities Rujevac and Tabanoviéi in 2012.

Key words: morphology, Globodera pallida, G. rostochiensis, potato, populations, Serbia
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(Accepted: 30.09.2012.)
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IDENTIFICATION OF COLLETOTRICHUM ACUTATUM
FROM NECTARINE FRUIT

SVETLANA ZIVKOVIC, VELJKO GAVRILOVIC, VIOLETA QRO, )
ERIKA PFAF DOLOVAC, STEFAN STOSIC, SLOBODAN KUZMANOVIC, ZARKO IVANOVIC
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Isolates of Colletotrichum spp. obtained from nectarine fruits with typical anthracnose
symptoms in 2010 were identified using morphological and molecular methods. Patho-
genicity test was conducted on symptomless, detached nectarine fruits. All tested isolates
caused anthracnose lesions on nectarine fruits after 7 days of incubation. On PDA medium
nectarine isolates forming dark green to dark gray mycelia. Growth rates of all isolates and
reference strain of C. acutatum were lower at 25°C compared with reference strain of C.

SUMMARY gloeosporioides. The conidia were hyaline, aseptate, and fusiform. Appressoria were dark
brown, smooth, simple, and clavate to ovate. Using the primer set Calnt2/1TS4, the 490 bp
DNA fragment was amplified from all nectarine isolates and reference strain of C. acutatum
- CBS 294.67. Based on these results, the causal agent of anthracnose on nectarine fruits in
Serbia was identified as C. acutatum.
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INTRODUCTION

A large number of fungal pathogens attack the
blossoms, foliage, fruits, branches, trunks and roots
of peach (Prunus persica, L., Stokes) and nectarine
(P persica, variety nectarine). Most of them occur
preharvest in the orchard and determine the overall
productivity and fruit quality, whereas other are post-
harvest pathogens that cause tremendous annual eco-
nomic losses during storage (Adaskaveg et al., 2008).

Anthracnose disease caused by Colletotrichum
spp. appears in both developing and mature plant
tissues. The ability to cause latent or quiescent infec-
tions has grouped Colletotrichum among the most
important postharvest pathogens (Bailey et al., 1992).
In the United States and Brazil the pathogen causing
anthracnose on peach and nectarine has been iden-
tified as Colletotrichum acutatum (Bernstein et al.,
1995: Adaskaveg and Hartin, 1997; Kimati et al., 2005;
Schnabel et al., 2006), and in Canada peach fruit may
be infected with either C. acutatum or C. gloeospori-
oides early in development and remain symptomless
until maturity (Zaitlin et al., 2000). In Serbia, anthra-
cnose on nectarine fruits has been found during 2010
(Zivkovi¢ i sar., 2011).

Differentiation between Colletotrichum spe-
cies based on host range or host of origin may not
be a reliable criterion for fungi of this genus. Some
taxa appear to be restricted to host families, genera
or species within those families, or even cultivars,
whereas others have more extensive host rang-
es (Freeman et al., 1998). Classification of Colle-
totrichum spp. on the basis of morphological and
cultural features (Cannon, 1998) failed to resolve
relationships among several species, including C.
acutatum and C. gloeosporioides, due to overlap-
ping morphological characteristics. Based on mor-
phological descriptions, many diseases reported be-
fore 1965 to be caused by C. gloeosporioides (or one
of its synonyms) could have been caused by C. acu-
tatum (Baxter et al., 1983). C. acutatum represents

a species that encompasses a wide range of mor-
phological and genetic diversity. Characterization of
C. acutatum has been enhanced by the use of mo-
lecular methods, which have identified genetically
distinct and perhaps biologically discrete groups
among morphologically similar isolates (Johnston
and Jones 1997; Forster and Adaskaveg, 1999). Lard-
ner et al. (1999) suggested that C. acutatum J. H.
Simmonds is a subspecific group within the broad-
er C. acutatum complex, and Freeman et al. (2001)
referred to this group as C. acutatum sensu Sim-
monds. Molecular analysis are now routinely used
in conjunction with morphological characteristics
to identify and characterize Colletotrichum spp.
from various hosts (Guerber et al., 2003; Sreeni-
vasaprasad et al., 2005; McKay et al., 2009).

The objective of the present study was iden-
tifying the causal agent of anthracnose disease on
nectarine fruit using morphological and molecular
techniques.

MATERIAL AND METHODS

Pathogen isolation and maintenance

Nectarine fruits with typical anthracnose le-
sions were collected from the markets. Symptomat-
ic tissues were surface sterilized with 10% sodium
hypochlorite solution for 2 min., and then rinsed
several times with sterile distilled water before plac-
ing on potato dextrose agar (PDA) at 25°C. Monoco-
nidial cultures were produced for each isolate and
maintained on PDA slants at 4°C. The reference iso-
lates of C. acutatum (CBS 294.67) and C. gloeospo-
rioides (CBS 516.97) were obtained from Fungal Bi-

odiversity Centre, Netherlands.

Pathogenicity test

Pathogenicity tests were conducted on symp-
tomless, detached nectarine fruits. The fruits were
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surface sterilized with ethanol (70%), wounded with
sterile needle and inoculated with disk of PDA colo-
nized with tested isolates. Non colonized PDA disk
was used as negative control. The fruits were then in-
cubated in a plastic container at 25°C and >95% rela-
tive humidity, and examined for lesion development
7 days after inoculation. After 14 days, spores from
diseased fruits were aseptically transferred onto PDA
plates, which were incubated at 25°C in darkness.
The resultant cultures were checked for colony and
spore morphology to confirm Koch’s postulates.

Morphological and cultural characterization

The isolates were cultured on PDA in darkne-
ss at 25°C for 7 days, and the diameter of mycelial
growth was measured daily. The appearance of the
colonies, the occurrence of sectors, and the vegeta-
tive and reproductive structures were described af-
ter 14 days incubation. The conidia were taken from
actively growing colonies and suspended in sterile
water. Length and width were measured for 100
conidia, and conidial shape was recorded using li-
ght microscopy. Appressoria were produced using a
slide culture technique (Johnston and Jones, 1997).
After 5 days, the shape and size of the 50 appresso-

ria were examined microscopically.

DNA extraction and PCR amplification

Total genomic DNA was extracted from my-
celium obtained from cultures grown on PDA for 7
days at 25°C. The 0.5 g of mycelium for each isolate
was frozen in liquid nitrogen and ground in a sterile
mortar. DNA was extracted using the DNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), according to
the manufacturer’s instructions. Extracted DNAs
were preserved at -20°C.

Species-specific primers for C. gloeospori-
oides (CgInt: 5°- GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’),
and C. acutatum (CaInt2: 5’- GGCGCCGGCCCCGT-

CACGGGGG-3’) from the ITS1 region of the ribo-
somal DNA gene were used in combination with the
conserved primer ITS4 (5’-TCCTCCGCTATTGATAT-
GC-3’), (White et al., 1990). PCR amplification was
performed in a 25 pl reaction mixture containing 1.5
ul of DNA extract in low-TE buffer; 4 nl of 200 uM
each of dATP, dCTP, dGTP, and dTTP; 2.5 pl of 10x Taq
reaction buffer; 0.5 pl of 100 pM MgCl,; 1.0 pl of 1
uM target primer; 1 ul of 1 uM ITS4 primer; 0.65 U
Taqg DNA polymerase, and 14.85 pl of sterile water.
Amplifications were performed in Eppendorf Master
Cycler programmed for the following cycling condi-
tions: initial denaturation at 94°C for 5 min; 35 am-
plification cycles consisting of 1 min at 94°C, 2 min at
59°C, 1 min of extension at 72°C, and final extension
at 72°C for 5 min. PCR products were separated using
electrophoresis in 1% agarose gels in TBE buffer. Gels
were stained in dilute ethidium bromide (0.2pg/ml)

and visualized by UV transilluminator.

RESULTS

Disease symptoms

The symptom begin as small, sunken lesion
that have a water-soaked appearance, increase in dia-
meter, and coalesce, leaving a large sunken soft area.
The necrotic spots can expand and merge to cover
the whole affected area. The color of the infected part
darkens. Orange conidial masses may occur scattered

or in concentric rings on the lesion (Figure 1a).

Pathogenicity test

All tested isolates caused anthracnose lesions
on nectarine fruits after 7 days of incubation (Figure
2a). No lesions developed on fruit inoculated with
non colonized PDA disk (Figure 2b). Koch's postulates
were fulfilled by reisolation from inoculated nectarine
fruits. Spore shape, size, and colony morphology were
identical for the original and recovered isolates.
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Figure 1. Anthracnose symptoms on nectarine fruit: a. Sunken necrotic lesion with orange
conidial masses; b. Isolates from nectarine fruit on PDA.

Slika 1. Simptomi antraknoze na plodu nektarine: a. Ulegnuta nekroti¢na lezija sa narandza-
stom masom konidija; b. Izolati sa ploda nektarine na PDA.

Figure 2. Pathogenicity test: a. Necrotic lesion on nectarine fruit inoculated with isolate BC-1; b.
Control fruit inoculated with sterile PDA disk.

Slika 2. Test patogenosti: a. Nekroti¢ne lezije na plodu nektarine inokulisanim izolatom BC-1; b.
Kontrolni plod inokulisan iseckom sterilne PDA podloge.

Figure 3. Morphological characteristics of nectarine isolates: a. Conidia of isolate BC-1 (x 400);
b. Appressoria of isolate BC-1 (x400).

Slika 3. Morfoloske karakteristike izolata sa nektarine: a. Konidije izolata BC-1 (x400);
b. Apresorije izolata BC-1 (x400).
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Table 1. Morphological characteristics and growth rate of isolates from nectarine fruits.
Tabela 1. Morfoloske osobine i stopa porasta izolata sa plodova nektarine.

Conidia Appressoria
Growth rate Komdl‘!e Apresorltle
Isolate St.rasta size (um) size (um)
Izolat (mm/day) *shape (length x width) **shape (length x width)
oblik veli¢ina (pm) oblik veli¢ina (pm)
(duzina x $irina) (duzina x $irina)

BC-1 9.2 F 12,8-17,6 x 2,4-4,8 Cl 6.4-9.6 x 5.6-6.2
BC-2 8.8 F 11.2-15.6 x 2.4-4.8 Cl 6.4-9.6 x 5.6-6.2
BC-3 8.7 F 11.2-16.2 x 3.2-4.8 Cl 8.0-9.2x5.6-7.2
BC-4 9.0 F 12.8-17.2x 3.2-4.8 Ov 8.0-9.2x4.8-6.4
BC-5 8.9 F 11.2-15.6 x 2.4-4.8 Cl 6.4-9.6 x 4.8-6.2
CBS 294.67 9.3 F 11.2-15.2x 3.2-4.8 Cl 6.4-9.6 x 5.6-6.4
CBS 516.97 14.5 C 12.8-19.2 x 3.2-4.8 Ir, Ov 9.6-14.4 x 6.4-8.8

* Shape of conidium: F - fusiform; C - cylindrical;
** Shape of appressorium: Cl - clavate; Ir - irregular; Ov - ovate.

Morphological and cultural characterization

Colonies of nectarine isolates were dense ae-
rial, initially dark green then turning dark gray, as
the cultures aged on PDA (Figure 1b). Bright orange
spore masses were produced outward from the cen-
ter of the colony. The reverse of cultures was mostly
greenish to dark grayish. The cultures developed
black acervuli around the center of the colony. No
setae were observed. Mycelia were branched, septa-
te, and hyaline. Conidia were hyaline, aseptate, and
fusiform (Figure 3a). Appressoria produced directly
from conidia were dark brown, smooth, simple, cla-
vate to ovate (Figure 3b). Conidial and appressorial
shape and size, and growth rate of nectarine isolates

are shown in Table 1.

Molecular identification

Using the primer set Calnt2/ITS4, the 490
bp DNA fragment was amplified from all nectarine
isolates and reference strain of C. acutatum - CBS
294.67, but not from DNA of C. gloeosporioides
(Figure 4a). In contrast, a primer par CgInt/ITS4
was amplified a 450 bp DNA fragment only from
reference strain of C. gloeosporioides - CBS 516.97
(Figure 4b). No PCR products were produced with

water controls in any of the reaction. Based on these
results, the causal agent of anthracnose on necta-
rine fruits in Serbia was identified as C. acutatum.

DISSCUSION

Nectarine isolates of C. acutatum were de-
monstrated to be pathogenic on wounded fruits and
were reisolated, fulfilling Koch’s postulates.

Morphological identification of nectarine
isolates based on phenotypic traits, such as colony
appearance, growth rate, and characters of vegetati-
ve and reproductive structures. The color of cultures
may vary considerably within and between species
of C. acutatum and C. gloeosporioides. Colonies of
C. gloeosporioides are usually gray in appearance,
while C. acutatum colonies had a chromogenic
(pink) or nonchromogenic (white to gray) pheno-
type (Baxter et al., 1983; Freeman et al., 1998; Lar-
dner et al., 1999; Forster and Adaskaveg, 1999). The
results of cultures studies showed no distinct diffe-
rences in characteristics among the nectarine isola-
tes. All isolates were nonchromogenic. The colors of
colonies were dark green to dark gray. Growth rates
of nectarine isolates and reference strain of C. acu-
tatum were lower at 25°C compared with C. gloeos-
porioides. Maximum growth rates for C. acutatum
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isolates were between 8.8 and 9.3 mm/day after 7
days, whereas reference strain of C. gloeosporioides
had maximum growth rates of 14.5 mm/day. These
results are consistent with other studies that used
temperature relationships to distinguish C. acuta-
tum from C. gloeosporioides (Sutton, 1992; Bernste-
in et al., 1995; Adaskaveg and Hartin, 1997).
Conidial size of C. acutatum was described
variably as 8-16 x 2.5-4 nm (Dyko and Mordue,
1979), 12.3-14.7 x 4.6-5.3 nm (Smith and Black,
1990), and 12.5-20 x 3-5 pm (Gunnell and Gubler,
1992). Conidia of our isolates from nectarine fruits
were compared with conidia of reference isolates
of C. acutatum, and found to be similar size. The
conidial shape of nectarine isolates was fusiform.
In general, conidia of C. acutatum are fusiform in
shape, whereas conidia of C. gloeosporioides are cy-
lindrical with obtuse ends (Dyko and Mordue, 1979;
Baxter, et.al., 1983; Smith and Black, 1990). Shape
and size of appressoria have also been used for tax-
onomy of the genus Colletotrichum. Isolates from
nectarine fruits showed slightly smaller appressoria

than reference strain of C. gloeosporioides. These

Figure 4. Amplification of specific DNA fragments from
nectarine isolates: a. Primer pair Calnt2/1TS4 specific

for C. acutatum; b. Primer pair Cglnt/ITS4 specific for C.
gloeosporioides; line 1 - reference strain of C. acutatum
CBS 294.67; line 2 - reference strain of C. gloeospo-
rioides CBS 516.97; lines 3-7 nectarine isolates; line 8

- negative control (water); M - marker GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (100-10.000 bp).

Slika 4. Amplifikacija DNA fragmenata Colletotric-
hum izolata sa nektarine: a. Par prajmera Calnt2/ITS4
specifi¢nih za C. acutatum; b. Par prajmera CgInt/ITS4
specifi¢nih za C. gloeosporioides; kolona 1 - referentni
soj C. acutatum CBS 294.67; kolona 2 - referentni soj C.
gloeosporioides CBS 516.97; kolone 3-7 izolati sa nekta-
rine; kolona 8 - negativna kontrola (voda); M - marker
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (100-10.000 bp).

results correspond to description of Sutton (1992).
The shape of appressoria of C. acutatum from nec-
tarine was clavate or ovate, and appressoria of C.
gloeosporioides - CBS 516.97 were variable, irregu-
lar or ovate. Using these criteria, all of the nectarine
isolates were distinct from the reference strain of C.
gloeosporioides.

Morphological characteristics of isolates indi-
cated that the causal agent of anthracnose could be
C. acutatum, but PCR with primers specific for both
species, demonstrated that the causal agent of nec-
tarine anthracnose is C. acutatum. A PCR-amplified
fragment of 490 bp was evident in all isolates from
nectarine fruits and C. acutatum - CBS 294.67, but
not in reference strain of C. gloeosporioides - CBS
516.97. C. gloeosporioides was not detected among

the nectarine isolates in this study.
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IDENTIFIKACIJA COLLETOTRICHUM ACUTATUM
SA PLODA NEKTARINE
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Izolati Colletotrichum spp. dobijeni 2010. godine, sa antraknoznih plodova nektarine iden-
tifikovani su pomoc¢u morfoloskih i molekularnih metoda. Test patogenosti je obavljen sa
reprezentativnim izolatima, na odabranim, zdravim plodovima. Svi ispitivani izolati prou-
zrokuju antraknozne lezije na plodu nektarine, 7 dana nakon inokulacije. Na PDA podlozi
izolati formiraju tamno zelenu do tamno sivu miceliju. Stopa rasta izolata sa nektarine i
referentnog soja C. acutatum je bila niza u odnosu na referentni soj C. gloeosporioides.
Konidije su hialinske, neseptirane i fusiformne. Apresorije su tamno braon boje, glatke,
jednostavne, okruglastog ili oblika izduzZene palice. Koris¢enjem para prajmera Calnt2/ITS4
iz genoma DNA izolata sa ploda nektarine i referentnog soja C. acutatum - CBS 294.67,
amplifikovan je fragment veli¢ine 490 bp. Na osnovu ovih rezultata, u Srbiji je kao prouzro-

kova¢ antrakoze plodova nektarine identifikovana vrsta C. acutatum.

Kljuéne reci: antraknoza, nektarina, Colletotrichum acutatum, identifikacija

(Primljeno: 12.09.2012.)
(Prihvadeno: 25.10.2012.)
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ANTIFUNGALNA AKTIVNOST AUTOHTONIH RIZOSFERNIH IZOLATA

REZIME

PSEUDOMONAS SPP. PREMA VENTURIA INAEQUALIS

GORAN ALEKSIC!, MIRA STARQVIC!, SLOBODAN KUZMANOVIC!, TATIANA POPOVIC?,
DOBRIVOJ POSTIC!, SNEZANA PAVLOVIC, DRAGANA JOSIC?
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2[nstitut za zemljiSte, Beograd
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Biljne bolesti prouzrokovane fitopatogenim gljivicama su jedan od glavnih problema u
voénjacima u Srbiji. BioloSka kontrola patogena sve vise se koristi u upravljanju biljnim
bolestima kako bi se izbeglo koris¢enje hemijskih agenasa u velikoj meri. Jabuka kao ve-
oma znacajna vocarska kultura je domacin veoma agresivne fitopatogene gljive Venuria
inaequalis, prouzrokovaca ¢adave krastavosti ploda. U potrazi za ekoloSkim nacinima za
sprec¢avanje pojave i smanjenje simptoma bolesti, biolo§ka kontrola autohtonim izolatima
iz roda Pseudomonas je potencijalno moguce resenje. Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispi-
ta antifungalna aktivnost razli¢itih autohtonih izolata Pseudomonas (P16, B25 i PS2) protiv
fitopatogene gljive V. inaequalis koja zarazava jabuku. Autohtoni Pseudomonas izolati su
u in vitro uslovima pokazali inhibiciju rasta kolonija gljivice od 13.85% do 54.36% na WA
podlozi i od 11.37% do 58.33% na PDA. Ove izolate treba dalje analizirati kao grupu bio-
loskih agenasa koja moze imati veliki potencijal u suzbijanju V. inaequalis, prouzrokovaca
¢adave krastavosti jabuke.

Kljuc¢ne reci: Venturia inaequalis, jabuka, Pseudomonas, bioloska kontrola bolesti bilja

UVOD tivnih patogena. Cadava pegavost lista i krastavost

ploda (Venturia inaequalis) je jedna od ekonomski

Jabuka je najintenzivnije gajena vocarska najstetnijih bolesti jabuke u svim rejonima gde se

kultura na nasim prostorima sa veoma znacajnom ova vocéna vrsta gaji. Stete se odrazavaju kroz sma-

godiSnjom proizvodnjom plodova. Medutim, ovu njenje prinosa i pogorsanje kvaliteta plodova, sma-

proizvodnju ugrozava pojava raznih, veoma destruk- njuje se rodnost vo¢aka u narednoj godini i povecava



110

Goran Aleksic i sar.

osetljivost prema izmrzavanju. Gubici mogu biti i do
100% ukoliko se ostvare povoljni uslovi za razvoj pa-
togena (prohladno i kiSovito prolece i leto) (Ivano-
vi¢, 2001). Uspesna proizvodnja jabuke nije moguca
bez izvodenja hemijskih mera zastite. Obzirom na
nacin $irenja i karakter patogena neophodna je in-
tenzivna zastita jabuke koja se u najvecoj meri izvodi
upravo protiv ovog patogena. Za zastitu jabuke od
¢adave krastavosti Koristi se Siroka paleta preparata
iz razli¢ith grupa jedinjenja i razli¢itih mehanizama
delovanja. To su preparati i razli¢itog nac¢ina dejstva
(preventivnog, preventivno-kurativnog, kurativnog
ili eradikativnog), koji se ¢esto zbog poboljsanog de-
lovanja ili izbegavanja rezistencije patogena, medu-
sobno kombinuju. Tokom vegetacije se, za suzbijanje
ovog patogena i zastitu jabuke izvede cesto i preko
20 tretiranja (Ivanovi¢, 2001). Ovako veliki broj tret-
mana razli¢itim, a ne retko i istim preparatima, ima
za posledicu i nepovoljne ekotoksikoloske efekte na
zemljiste i na zivotnu sredinu uopSte, a narocito se
njihov nepovoljan efekat odrazava na visok nivo os-
tataka u plodovima i prehrambenim proizvodima,
pa tako i direktno na zdravlje ljudi. U tom smislu su,
u novije vreme, znatno poostreni i kriterijumi i pro-
pisi o sadrzaju maksimalne dozvoljene koli¢ine po-
jedinih aktivnih supstanci u plodovima i prehram-
benim proizvodima, $to ograni¢ava i broj tretmana
u zasadima, kao i vreme primene i koli¢ine upotreb-
ljenih preparata i aktivnih supstanci ne samo pro-
tiv prouzrokovaca ¢adave krastavosti jabuke, nego i
protiv svih $tetnih organizama u biljnoj proizvodnji.
Situacija u zastiti jabuke od prouzrokovaca ¢adave
krastavosti je mozda najdrasti¢nija, jer se protiv ovog
patogena izvodi veliki broj tretmana. To je uzroko-
valo i pojavu smanjene osetljivosti patogena prema
fungicidima sa specifitcnim mehanizmom delova-
nja, koji se ¢es¢e upotrebljavaju, zahvaljujudi velikoj
sposobnosti patogena za variranje i prevladavanje
prepreka koje pred njega postavlja priroda ili covek,
Sto predstavlja drugi veliki problem. Iz svih navede-
nih razloga je izuzetno vazno da se u zastitu jabuke

i zastitu bilja uopste, uvode novi preparati koji ne-
maju nepovoljan uticaj na zdravlje i Zivotnu sredinu
ili je taj uticaj znatno smanjen i prihvatljiv. Jedan od
nacina da se pomenuti problemi prevazidu i ostvari
nastojanje da se smanji upotreba potencijalno Ste-
tnih aktivnih supstanci i prosiri paleta proizvoda u
cilju izbegavanija rezistencije patogena, je i uvodenje
preparata na bazi bioloSkih agenasa u zastitu jabuke
koji ¢e svojim antagonisti¢ckim delovanjem spreciti
ili usporiti razvoj patogena i na taj nacin obezbediti
zastitu prinosa.

Bioloska kontrola predstavlja efikasan alterna-
tivni ili dodatni na¢in zastite bilja i redukcije upotrebe
hemijskih sredstava (Postma i sar., 2003; Welbaum i
sar., 2004). Efikasni agensi koji se koriste u bioloskoj
kontroli su brojni mikroorganizmi, a posebnu grupu
¢ine rizosferne bakterije koje istovremeno i stimulisu
rast biljaka - plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) (Cattelan i sar., 1999; Zehnder i sar., 2001).
Bakterije roda Pseudomonas se ubrajaju u najbrojni-
je i najefikasnije PGPR u bioloskoj kontroli razli¢itih
biljnih patogena - gljiva, bakterija i virusa (Cattelan
i sar., 1999; Gerhardson, 2002). Pseudomonas vrste
produkuju brojne sekundarne metabolite sa anta-
gonisti¢kim efektima: antibiotike (fenazine, 2,4-di-
acetylphloroglucinol, pioluteorin, pirolnitrin), side-
rofore, cijanovodonik, tenzin, homoserin laktone,
cikli¢ne lipopeptide (Nielsen i sar., 2002; Raaijma-
kers i sar., 2002; de Souza, 2003; Nielsen i Sorensen,
2003), pa su producenti ovih materija ¢esto korisc¢eni
pri kontroli razli¢itih patogena.

Cilj ovog rada je ispitivanje antagonisti¢kog
delovanja autohtonih rizosfernih izolata bakterija iz
roda Pseudomonas koji produkuju antibiotike fena-
zinskog tipa prema Venturia inaequalis, prouzroko-

vacu ¢adave krastavosti jabuke.

MATERIJAL 1 METODE

Ogledi su izvedeni tokom 2012. godine u labo-

ratorijama Instituta za zaStitu bilja i Zivotnu sredinu,
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Beograd. U in vitro uslovima ispitivano je inhibitor-
no delovanje tri izolata bakterija roda Pseudomonas
(Q16, B25 i PS2) na porast kolonija izolata V. inaequ-
alis izolovanih sa inficiranih listova jabuke prikuplje-
nih u tretiranim i netretiranim voénjacima tokom
2011. godine. Izolati gljive, prouzrokovaca ¢adave kra-
stavosti, dobijeni su monokonidijalnom izolacijom
prema metodi Bori¢ (1987), Aleksi¢ (1996) i Aleksi¢ i
sar. (2005), na KDA podlogu. U ispitivanjima su ko-
riS¢ena tri izolata V. inaequalis (M, N i N1) poreklom
iz dva lokaliteta sa podrucja Srbije (Morovi¢ i Nestin).
Izolati iz lokaliteta Morovic¢ uzorkovani su iz komer-
cijalnog zasada jabuke povrSine 100 ha, u kome se
sprovode intenzivne mere zastite dugi niz godina.
U ovom vocnjaku se koristi ¢itava paleta fungicida
registovana za suzbijanje prouzrokovaca ¢adave kra-
stavosti jabuke. Izolati iz lokaliteta Nestin su uzeti sa
pojedinac¢nih stabala jabuke udaljenih od bilo kakvog
komercijalnog zasada. Na tim stablima se ne sprovo-
de mere zastite prouzrokovaca ¢adave krastavosti, pa
se ovi izolati mogu smatrati divljim izolatima.
Fragmenti micelije veli¢ine Imm, uzimani su
sa kolonija izolata i prenoSeni u Petri kutije na pod-
logu. Za ispitivanja su koris¢ene dve vrste podloga:
krompir glukozni agar (PDA) i Waxman (WA). Kon-
trolne Petri kutije su sadrzale odgovarajucu podlo-
gu bez nanesenih bakterija. Ogledi su izvodeni u 6
ponavljanja. Kulture V. inaequalis su inkubirane na
18°C tokom tri nedelje u uslovima tame, posle ¢ega
je unoSen odgovarajudi ispitivani izolat bakterije.

Pseudomonas izolati su gajeni na te¢noj Waxman

podlozi na 26 °C uz orbitalno me$anje od 100 rpm
u toku 24h i optimizirani na OD600= 0,625. Po 10
ul bakterijske kulture naneto je pored gljive na dve
tacke unakrsno. Posle tri nedelje, $to je prakti¢no
bila Sesta nedelja od zasejavanja gljive, meren je po-
rast kolonija gljive kako bi se utvrdilo inhibitorno
delovanje bakterija. Pre¢nik kolonije gljive meren
je unakrsno (Bori¢, 1985). Dobijeni rezultati su sta-
tisticki obradeni analizom varijanse i Duncan i LSD
testom.

Procenat inhibicije je izra¢unavan po formu-
li: S(R- r) / RC x 100, gde je R- porast gljive u kontro-
li, a r - porast u tretmanu izolatima bakterija (Gado,
2007).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Poslednjih nekoliko dekada aktivno su istra-
zivani uticaji rizosfernih izolata Pseudomonas vrsta
na biljne patogene, posebno za primenu u organskoj
proizvodnji. U ovim istrazivanjima Kkorisc¢eni su au-
tohtoni izolati kod kojih je detektovana produkcija
antibiotika iz grupe fenazina i to fenazin-hidrok-
silne koseline (PCA) i 2-OH- fenazina (2-OH-PCA)
(Josic i sar., 2012a).

Rezultati uticaja bakterijskih izolata Pseu-
domonas Q16, B25 i PS2 na porast kolonija gljive
V. inaequalis izolata M, N i N1 prikazani su u tabe-
li 11 grafikonima 1-9. Ispitivanja su radena na dve
hranljive podloge: PDA-krompr glukozni agar i
WA-Waxman.

Tabela.1. Uticaj izolata bakterija na porast izolata M, N i N1 gljive V.inaequalis.
Table 1. Effect of bacterial isolates on the growth of M, N and N1 V.inaequalis isolates.

IZOlE.lt. gljive Podloga Izolati.ba.kterija
Fungi isolates Medium K Bacterial isolates LSD00 5
Q16 B25 PS2
M PDA 58.67a* 47.33¢ 52.00b 51.33b 2.93
WA 43.33a 32.67¢c 35.00bc 37.33b 4.08
N PDA 64.00a 49.00c 54.33b 26.67d 5.38
WA 49.67a 22.67d 40.00b 26.67¢ 3.12
N1 PDA 53.00a 38.67¢c 42.00bc 44.00b 4.82
WA 46.33a 25.00b 25.67b 26.00b 2.57

PDA - krompir dekstrozni agar, WA - Waxman podloga, K-kontrola, *Duncan test-vrednosti obelezene istim slovima se ne razlikuju

statisti¢ki znacajno.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se za-
kljuciti da su izolati bakterija efikasnije sprecava-
li porast izolata gljive na WA nego na PDA podlozi
(tab.1.). Na osnovu statisti¢kog poredenja dobijenih
rezultata najvecu efikasnost u sprec¢avanju porasta
izolata gljive pokazao je Pseudomonas izolat Q16
(sl.1.), zatim PS2, a najslabiju efikasnost ispoljio je
izolat B25. Na osnovu Duncan testa vidi se da je izo-
lat bakterije Q16 ispoljio statisit¢ki znacajne razlike
u odnosu na druga dva izolata u sprecavanju pora-
sta kolonija gljive. Utvrdene su znacajne statisticke
razlike u porastu kolonija gljive u kontroli u odno-
su na porast kolonija gljive sa ispitivanim izolatima
bakterija. Najveca efikasnost u inhibiciji porasta V.
inaequalis iskazana je prema izolatu N1, zatim pre-

ma izolatima N i M.

Inhibicija porasta kolonija gljive usled prime-
ne ispitivanih izolata bakterija data je u tabeli 2. Ras-
pon inhibicije porasta izolata gljive najujednaceniji je
kod izolata Pseudomonas Q16 i on se na WA podlozi
krece od 24.60-54.36%, dok je kod izolata PS2 i B25
znatno vedi raspon inhibicije (13.85-46.30 odnosno
19.22-44.59%). Na PDA podlozi je izolat PS2 pokazao
najvisi nivo inhibicije kod izolata gljive N (58.33), ali
je kod druga dva izolata gljive uzrokovao znatno nizi
nivo inhibicije. S druge strane, izolat Q16 pokazuje
stabilnu, iako malo nizu inhibiciju porasta svih izola-
ta gljive (19.33-27.04). Visi nivo inhibicije porasta ko-
lonija ispoljen je prema izolatima gljive N i N1, $to je
ocekivano s obzirom da su to izolati iz divlje popula-

metabolita Pseudomonas izolata.

SI. 1. Antifungalna aktivnost izolata Q16 prema izolatu N V. inaequalis.

Fig. 1. Antifungal activity of Q16 isolate against N isolate of V. inaequalis.
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Graf.1. V.inaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive

izolata M.

Graf.2. V.inaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive

izolata M.

Grafl. Effect of isolate Q16 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.3. V.iinaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive

izolata M.

Graf.3. Effect of isolate PS2 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.5. V.iinaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive

izolata N.

Graf.5. Effect of isolate B25 on the growth of N fungi isolate.

Graf.2. Effect of isolate B25 on the growth of M fungi isolate.
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Graf.4. V.iinaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive

izolata N.

Graf.4. Effect of isolate Q16 on the growth of N fungi isolate.

70
B0
50
40
30
204
104

Parast (mm)

m Kontrola
na PDA

mFP52 na
PDA

O Kontrola
na WA

OPS2 na
WA

Graf.6. V.inaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive

izolata N

Graf.6. Effect of isolate PS2 on the growth of N fungi isolate.
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Graf.7. V.inaequalis. Uticaj izolata Q16 na porast kolonija gljive Graf.8. Viinaequalis. Uticaj izolata B25 na porast kolonija gljive
izolata N1. izolata N1.
Graf.7. Effect of isolate Q16 on the growth of N1 fungi isolate. Graf.8. Effect of isolate B25 on the growth of N1 fungi isolate.
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Graf.9. V.inaequalis. Uticaj izolata PS2 na porast kolonija gljive
izolata N1.

Graf.9. Effect of isolate PS2 on the growth of N1 fungi isolate.

Tabela 2. Inhibicija porasta izolata V.inaequalis na razli¢itim podlogama pod uticajem autohtonih izolata Pseudomonas sp.
Table 2. Growth inhibition of isolates V.inaequalis on different surfaces under the influence of indigenous isolates of Pseudomonas sp.

Inhibicija
. ) Inhibition (%)
V.inaequalis PDA WA *Ms
Ql6 B25 PS2 Q16 B25 PS2
M 19.33 11.37 12.51 24.60 19.22 13.85 16.81
N 23.44 15.11 58.33 54.36 19.47 46.30 36.17
N1 27.04 20.75 16.98 46.04 44.59 43.88 33.21

*Ms - srednja vrednost inhibicije
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Razli¢ite vrste roda Pseudomonas ispolja-
vaju Sirok spektar antifungalne aktivnosti prema
razli¢itim fitopatogenim gljivama (Couillerot i sar.,
2009; Srivastava i Shalini, 2008). P aeruginosa
BFPB9, P. plecoglossicida FP12 i P. mosselli FP13 su
efektni antagonisti Rhizoctonia solani, Macropho-
mina phaseolina, Fusarium oxysporum f. sp. cu-
bense, E. oxysporum f. sp. vasinfectum, i inhibiraju
rast micelije u razli¢itom procentu (Jha i sar., 2009).
Burr i sar. (1996) su ispitivali uticaj velikog broja ri-
zosfernih izolata na klijanje konidija V. inaequalis
in vitro i supresiju infekcije na mladim sadnica-
ma jabuke, ali nisu ustanovili korelaciju izmedu in
vitro antibioze i sposobnosti spre¢avanja infekcije
mladih sadnica jabuke. Jedino izolat koji je identifi-
kovan kao Pseudomonas syringae 508 inhibirao je
klijanje konidija i efikasno suprimirao ¢adavu kras-
tavost do nivoa uporedivog sa delovanjem fungicida
kaptana. Ranija istrazivanja (Djuri¢ i sar., 2011; Jo$i¢
i sar., 2012b) pokazala su da je autohtoni Pseudo-
monas izolat PS2 efikasan antifungalni agens us-

led produkcije razli¢itih ekstracelularnih produka-

ta - hitinaza i siderofora, a sva tri ispitivana izolata
produkuju heterocikli¢ne antibiotike fenazinskog
tipa (PCA i 2-OH-PCA) (JoSi¢ i sar., 2012a). Pseu-
domonas izolati Q16, B25 i PS2 su u razli¢itom, ali
visokom procentu (81.5-90.6%) inhibirali infekciju
bosiljka (Ocimum basilicum) izazvanu vestackom
infekcijom fitopatogenom gljivom Alternaria tenu-
issima u gnotobioti¢kim uslovima, iako je inhibicija
porasta micelija gljive u in vitro uslovima iznosila
27.5-38.75% (Jo$i¢ i sar., 2012¢). Inhibicija rasta V.
inaequalis (11.37 do 58.33%) u in vitro uslovima
koji ne pogoduju rastu bakterija i poc¢etna favori-
zacija razvoja micelije gljive daju dobru osnovu za
dalja istraZivanja u gnotobiotickim uslovima sa
razli¢itim varijantama koncentracije i ucestalos-
ti aplikacije bakterija i njihovih ekstracelularnih
produkata.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF INDIGENOUS RHIZOSPHERIC ISOLATES

SUMMARY

PSEUDOMONAS SPP. AGAINST VENTURIA INAEQUALIS
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Plant diseases caused by phytopathogenic fungi are one of the major problems in orchard
plants in Serbia. To avoid the use of chemical agents in high percent, biological control is
becoming promising method in plant disease management. It has been showed that apple
is host of Venturia inaequalis, a very aggressive phytopathogenic fungus known for produ-
ction scab. In search for ecological ways for prevention and reduction of disease symptoms,
biological control with indigenous fluorescent Pseudomonas isolates has been offered as
a possible solution. The aim of this study was to examine antifungal activity of different
indigenous fluorescent Pseudomonas isolates (Q16, B25 and PS2) against phytopathogenic
fungus V. inaequalis which had infected apple. Indigenous Pseudomonas isolates showed
in vitro inhibition of fungal growth 13.85% to 54.36 % on WA and 11.37 % to 58.33% on PDA.
These isolates should be further analyzed in order to classify them as promising group of

biocontrol agents against diseases of apple scab caused by V. inaequalis.

Key words: Venturia inaequalis, apple, Pseudomonas, biological disease control
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MONILINIA LAXA SA KOSTICAVIH VOCAKA
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SVETLANA ZIVKOVIC, MILANA MITROVIC, NENAD TRKULJA
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Morfoloske i odgajivacke karakteristike izolata Monilia laxa proucene su na KDA i MEA
hranljivoj podlozi. Determinisani su izgled kolonija (boja, tekstura, rozetavost, formiranje
koncentri¢nih prstenova), kao i dimenzije konidija. Od odgajivackih karakteristika proucen
je porast micelije i sporulacija. Porast micelije je pra¢en na obe hranljive podloge, a sporula-
cija samo na podlozi KDA. Svi izolati formiraju vazdusastu miceliju, sa zna¢ajnim variran-
jem u boji na razli¢itim podlogama, ali je variranje u boji prisutno i izmedu izolata gajenih
na istoj podlozi. Na MEA podlozi izolati su nesto svetliji u odnosu na izolate sa KDA podloge.
Svi izolati su viSe ili manje intenzivno rozetavi, ali ne formiraju svi prstenove. Veli¢ina koni-
dija je takode karakteristika koja varira u odnosu na izolat i podlogu. Porast micelije je nesto

manji na MEA podlozi.

Kljuéne reci: Monilinia laxa, morfologija, boja micelije, porast, sporulacija

UVOD

Monilinia laxa (Aderhold & Ruhland) je jed-
na od tri najznacajnije vrste roda Monilinia (Ioos
and Frey, 2000). Rasprostranjena je $irom sveta, a
kao patogen moze prouzrokovati susenje cvetova,
grancica i mrku trulez plodova koSticavih vocaka.

Prisutna je u Evropi i u SAD-u i smatra se da pripa-
da vrstama takozvanog Starog Sveta (van Leeuwen
et al., 2002). O rasprostranjenosti M. laxa svedoc¢i
njeno prisustvo u zasadima koSti¢avog voca u Gré-
koj, Spaniji, Svajcarskoj ( Zbinden, 1986; Hohn i
Siegfried, 1989; Siegfried et al., 1990; Larena et al.,
2005). U Kalifornijskoj Centralnoj Dolini, gde se
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kosti¢ave voc¢ne vrste (breskva, Kkajsija, sljiva, nekta-
rina) gaje na preko 100.000 ha dovodi do gubitaka
prinosa koji se krec¢u i do 30% (Ogawa and Engli-
sh, 1991; Hong et al., 1997). Pored kosti¢avog voca,
izaziva velike Stete na biljkama iz familije Rosacae
(Honey, 1928). U Srbiji, M. laxa se redovno javlja na
kosti¢avom vocu, najvise na $ljivi (Prunus domesti-
ca L.), visnji (Prunus cerasus L.), breskvi (Prunus
persica (L.) Batsch), kajsiji (Prunus armeniaca L.),
ali je prisutna i na jabuci (Malus domestica Borkh.)
i krusci (Pyrus communis L.), na kojima dovodi do
znacajnog smanjanja prinosa (Trkulja et al., 2010).

Identifikacija Monilinia spp. nije sasvim po-
uzdana ukoliko je zasnovana samo na morfoloSkim
karakteristikama izolata, koje mogu znacajno vari-
rati i kod izolata koji pripadaju istoj vrsti (Munoz et
al., 2008). Identifikaciju je moguce izvrsiti ukoliko se
kombinuju osobine kao $to su stopa porasta kolonije,
boja, izgled i karakteristike oboda kolonije, sa drugim
morfoloskim karakteristikama, pre svega dimenzijom
konidija i duzinom klicinog stuba. Medutim, atipi¢ni
izolati drugih vrsta roda Monilinia mogu biti pogres-
no identifikovani kao M. laxa i obrnuto (van Leeuwen
& van Kesteren, 1998; De Cal & Melgarejo, 1999).

Cilj ovog rada je utvrdivanje morfoloskih i
odgajivackih karakteristika izolata M. laxa pore-

klom sa §ljive, viSnje, breskve i kajsije.

MATERUJAL I METODE

Uzorkovanje i izolacija

Tokom 2010. i 2011. godine, u cilju ispitivan-
ja prisustva i rasprostranenosti M. laxa u zasadima
Sljive, visnje, breskve i kajsije, pregledano je vise
vo¢njaka na nekoliko lokaliteta u Srbiji. Tom prili-
kom, sakupljena su 23 uzorka sa karakteristi¢nim
simptomima uvenuca i suSenja cvetova i grancica
koji su ukazivali na prisustvo patogena.

Sakupljeni uzorci biljnog materijala najpre su

ispirani pod mlazom ¢esmenske vode i povrSins-

ki sterilisani 2% rastvorom natrijum-hipohlorita.
Kao hranljiva podloga za izolaciju koriS¢ena je KDA
(krompir-dekstrozni agar, Kiraly et al., 1970). Nakon
inkubacije koja je trajala 3 dana iz kolonija koje su se
razvile oko izolovanih biljnih fagmenata izdvajane su
monosporijalne kulture presejavanjem pojedinac¢nih
konidija na KDA podlogu. Potom su Petri kuti-
je postavljene u termostat, na temperaturi od 25°C
bez prisustva svetlosti. Pojava pojedina¢nih kolonija
pracena je tokom naredna tri dana i novoformirana
micelija je presejana na novu KDA podlogu. Ovakve
kulture ¢uvane su 14 dana na temperaturi od 25°C
u mraku i koriS¢ene su za dalja proucavanja mor-
foloskih i odgajivackih karakteristika gljive. Dobijeni
izolati M. laxa presejani su u epruvete sa zakoSenom

KDA podlogom i ¢uvani u frizideru na 4°C.

Provera patogenosti izolata M. Laxa

Patogenost izolata M. laxa je ispitivana na
plodovima jabuke. Pre inokulacije izvrSena je po-
vrsinska sterilizacija pomoc¢u 95% etanola, a zatim
su plodovi isprani sterilnom vodom. Radi lakSeg
rukovanja i ¢uvanja, plodovi su prepolovljeni i sva-
ka polovina je kori$¢ena za testiranje jednog izolata
gljive. Pomoc¢u sterilnog busa¢a na plodovima ja-
buke su napravljeni ise¢ci (@ 5 mm) u koje je nanet
fragment svakog testiranog izolata gljive. Plodovi su
potom prebaceni u plasti¢ne kutije sa navlazenim
sterilnim filter papirom. Inkubacija je obavljena na
22°C i pri vlaznosti ¢97%. Test patogenosti je izveden
u 3 ponavljanja, a pre¢nik lezija formiranih na plo-

dovima je meren 14 dana nakon inokulacije.

Utvrdivanje morfoloskih karakteristika

izolata M.laxa

U okviru proucavanja morfoloskih karak-
teristika kolonija, proucene su makroskopske i
mikroskopske osobine. Od makroskopskih osobina
ispitivanih izolata proucene su: izgled, boja i tekstu-
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Tabela 1. [zolata M. laxa, biljka domacin, geografsko poreklo i godina izolacije.
Table 1. Isolates of M. laxa, plant host, geographical origin and year of isolation.

Izolat Biljka domacin Lokalitet Godina
PSKJ1 Kajsija Padinska Skela 2011
PSKJ2 Kajsija Padinska Skela 2011
PSKJ3 Kajsija Padinska Skela 2011
PSKJ4 Kajsija Padinska Skela 2011
PSKJS Kajsija Padinska Skela 2011
PSKJ6 Kajsija Padinska Skela 2011

KJ1 Kajsija Sabac 2010
KJ2 Kajsija Sabac 2010
KJ3 Kajsija Sabac 2010

KJGR Kajsija Grocka 2011
VKM2 Kajsija Vinca 2011
VKM3 Kajsija Vinca 2011
VBM1 Breskva Vinca 2011

BRIC Breskva Topola 2010

S111 Visnja Sabac 2011
S112 Visnja Sabac 2011

SDV1 Visnja Smederevo 2010

SDV2 Visnja Smederevo 2010

SDV3 Visnja Smederevo 2010

RU2 Visnja Ruma 2010
VNB1 Visnja Sabac 2010
SIV2 Visnja Sabac 2010
SD1 Sljiva Grocka 2010

ra micelije, kao i karakteristike ivi¢ne zone. Kolonije
su gajene na KDA podlozi i malc-ekstraktnom agaru
- MEA. Nakon pripreme i sterilizacije obe podloge
su razlivene u Petri kutije (90 mm) u koli¢ini od po
20 ml. Iz kultura starih 14 dana gajenih na KDA pod-
lozi uzeti su ise¢ci micelije (@ 5 mm) i zasejani na
obe podloge nanosenjem fragmenata za svaki izolat
u centar nove Petri kutije. Izolati M.laxa su potom
inkubirani u termostatu na temperaturi od 25°C u
mraku, tokom 14 dana (Muntanola-Cvetkovi¢,1987).

Od mikroskopskih osobina ispitivanih izolata
proucene su duzina i Sirina konidija. Mikroskopski
preparati pripremani su tako §to je na predmetno
staklo naneta kap vode, u koju je sterilnom kopljas-
tom iglom nanet deo micelije svakog ispitivanog
izolata. Materijal je potom prekriven pokrovnom
ljuspicom i mikroskopiran. Veli¢ina konidija je iz-
racunata kao prosek 100 merenja. Svi ogledi su iz-

vedeni u tri ponavljanja.

Utvrdivanje odgajivackih karakteristika
izolata M.laxa

Od odgajivackih karakteristika ispitivanih
izolata M. laxa praceni su porast i sporulacija. U cil-
ju pracenja porasta, ispitivani izolati su gajeni KDA
i MEA podlozi (Dhingra and Sinclair, 1995). Nakon
sterilizacije podloge su razlivene u Petri kutije (90
mm) u koli¢ini od po 20 ml, zatim su na njih zase-
jani fragmenti kolonija (¢ 5 mm) iz kultura starih 14
dana. Zasejane Petri kutije inkubirane su u mraku,
na 25°C. Ogled je trajao 14 dana i postavljen je u 5
ponavljanja. Rezultati su predstavljeni u vidu pro-
sec¢nog dnevnog porasta micelije (mm/dan). Spo-
rulacija patogena pracena je samo na KDA podlozi.
Sa kolonija starih 14 dana sastrugan je povrsinski
sloj micelije. Struganje je izvrSeno pomocu sterilne
kopljaste igle sa povrsine od 1 cm?. Tako sakupljen
materijal je prebac¢en u mikrotube zapremine 1,5 pul

u koje je prethodno pipetiran po 1 ml sterilne de-
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stilovane vode. Intenzitet sporulacije je odreden po-

moc¢u hemocitometra.

REZULTATI

Provera patogenosti izolata gljive

Na vestacki inokulisanim plodovima jabuke
svi ispitivani izolati su izazvali reakciju u vidu tru-
lezi koja se javlja 3-5 dana po inokulaciji. Nekro-
za zahvacenog tkiva se postepeno S$irila oko mesta
inokulacije i ubrzo dovela do potpunog propadanja
plodova (Slika 1). Vec¢ina ispitivanih izolata je ma-
nifestovala visok stepen patogenosti, izuzimajuci
izolat SD1 koji je prouzrokovao trulez nesto slabijeg
intenziteta.

Morfoloske karakteristike izolata M.laxa

Ispitivanjem morfoloskih makroskopskih
osobina utvrdeno je da izolati na KDA podlozi for-
miraju vazdusastu miceliju, koja varira u obojenosti
(bela, krem, siva, zelena, mrka), (Slika 2). Varijacije
u boji su konstatovane i na licu i na nali¢ju ispitiva-
nih kultura gljiva. Rozetavost kolonija je bila je pri-
sutna kod svih izolata, ali u razli¢itom intenzitetu.
Pojava prstenova na nali¢ju kolonija je takode oso-
bina koja varira (kod nekih izolata je prisutna, a kod
drugih nije zabeleZena njihova pojava), (Tabela 2).

Izolati odgajani na MEA podlozi su uglav-
nom bele ili krem-bele boje, izuzev micelije izola-
ta PSKJ5 (zeleno-bela), S111 (zeleno-krem-siva) i
SDV2 (smede-bela). Na nali¢ju ispitivanih kultura
je izrazenija varijabilnost u boji, pa micelija moze
biti: bela, krem, zelena ili mrka. Rozetavost je pri-
sutna kod svih izolata u neznatnom, umerenom ili
visokom intenzitetu (Slika 3). Kod nekih ispitivanih
izolata je sa nali¢ja kultura zabelezeno formiranje
koncentri¢nih prstenova (Tabela 3).

Rezultati merenja dimenzija konidija na pod-
lozi KDA prikazani su u Tabeli 4. Najmanju prosec-
nu vrednost duzine Konidija ima izolat KJIGR (2,9
um), dok najvecu ima izolat VNBI (22,5 pum). Pored
duzine merena, je i Sirina konidija, pa najmanju
prose¢nu Sirinu konidija ima izolat PSKJ6 (2,6 pm),
dok najvecu izolat S112.

Merenjem duzine konidija formiranih na
podlozi MEA, utvrdeno je da izolat SJV2 ima naj-
manju prosec¢nu vrednost duzine konidija (3,9 pm),
a izolat S112 najve¢u prose¢nu vrednost (32,5 pm).
Izolat KJ2 je imao konidije sa najmanjom prosec-
nom $irinom (1,3 um), a izolat PSKJ3 sa najve¢om
(11,2 pm), (Tabela 5).

Odgajivacke karakteristike izolata M.laxa

Na KDA podlozi najmanji prose¢ni dnevni po-
rast ima izolat SDV3 (3,3 mm), a najve¢i VKM2 (6,9

Slika 1. Simptomi M. laxa na inokulisanim plodovima jabuke.

Figure 1. Symptoms of M .laxa on inoculated apple fruit.
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Tabela 2. Morfoloske makroskopske karaktristike izolata M. laxa na KDA podlozi.
Table 2. Morphological macroscopic characteristics of M. laxa isolates on PDA medium.

TTekstura b Konc. zone
Sifra izolata Lo Boja lica cRozetavost Boja nali¢ja .
micelije na nalic¢ju
PSKJ1 vd B 1 Zb Da
PSKIJ2 vd B 1 Zb Da
PSKIJ3 vd 7k 1 Zk Da
PSKJ4 vd Bs 1 7k Da
PSKIJ5 vd Sk N Z Ne
PSKJ6 vd Zb U Zk Da
KJ1 vd 7k U 7k Da
KJ2 vd Bk U Zk Da
KJ3 vd Bk 18] Zk Ne
KJGR vd 7k N 7k Da
VKM2 vd Svk N K Da
VKM3 vd Bs N 7k Da
VBMI vd B U Bk Da
BRIC Vd Bk N Zk Ne
S111 vd Z U 7k Ne
S112 vd Zks U 7k Ne
SDV1 Vd Zs N Zk Ne
SDV2 vd Bz 1 Tz Da
SDV3 vd Zs U Zs Ne
RU2 vd B N K Ne
VNBI1 vd Tz N Tz Ne
SIV2 Vvd Bk U Zk Da
SD1 vd Bk 1 Bk Da
% Tekstura micelije 7k - zeleno-krem Sz — smede-zelena
de - Vazdusasta 7Zb - zeleno-bela Sk - smede-krem
Boja 7s - zeleno-siva Svk - svetlo krem
B - bela 7n - zeleno-narandzasta Rozetavost
Bs - belo-siva ZKks - zeleno-krem-siva N - neznatna
Bk - belo-krem Tz - tamno zelena U - umerena
Bz - Belo-zelena Sn - smede-narandzasta I - intenzivna
K - krem Sk - smede-krem
7 - zelena Sb - smede-bela

Slika 2. Izolati M. laxa na KDA.

Figure 2. Isolates of M. laxa on PDA.

mm), (Slika 2; Grafik 1). Izolat VKM2 je i na MEA podlozi postigao najve¢i prose¢ni dnevni porast (6,0 mm), dok
je najmanji prose¢ni dnevni porast (0,9 mm) zabelezen kod izolata PSKJ2 (Slika 3; Grafik 2).
Intenzitet sporulacije je odreden kod izolata odgajenih na KDA podlozi. Utvrdeno je da izolat PSKJ1 naj-
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obilnije sporulise (89,9 x 10* konidija/cm?), dok su najmanji broj konidija obrazovali izolati VBM1 i SDV2 (2,3 x
10* konidija/cm?), (Grafik 2).

Tabela 3. Morfoloske makroskopske karaktristike izolata M. laxa na MEA.
Table 3. Morphological macroscopic characteristics of M. laxa isolates on MEA.

Sifra “Tekstura b . .. ¢ Boja Konc. zone
. Boja lica Rozetavost ol .
Izolata micelije nalicja na nalic¢ju
PSKJ1 vd B N Sn Da
PSKJ2 vd B N Zs Ne
PSKJ3 vd B U K Da
PSKJ4 vd B U 7k Da
PSKJ5 vd Zb N Zn Ne
PSKJ6 vd B N Bk Da
KJ1 vd Bk 18] Sk Da
KJ2 vd Bk 1 Sk Da
KJ3 vd Bk 1 Bk Ne
KJGR vd Bk 1 Bk Da
VKM2 vd B N K Ne
VKM3 vd Bk U Sk Da
VBM1 vd Bk 18] K Da
BRIC vd B N 7k Ne
S111 vd Bk 18] Sk Da
S112 vd Zks 18] Sk Da
SDV1 vd B 1 Sz Ne
SDV2 vd Sb 18] Sk Da
SDV3 vd Bk 18] Sk Ne
RU2 vd B N Tz Ne
VNBI1 vd Bk N Zks Ne
SJV2 vd Bk 19) K Da
SD1 vd B I Sk Da
? Tekstura micelije 7k - zeleno-krem Sz - smede-zelena
de - Vazdusasta Zb - zeleno-bela Sk - smede-krem
Boja 7Zs - zeleno-siva Svk - svetlo krem

B - bela 7Zn - zeleno-narandzasta Rozetavost

Bs - belo-siva 7ZKks - zeleno-krem-siva N - neznatna

Bk - belo-krem Tz - tamno zelena U - umerena

Bz - Belo-zelena Sn - smede-narandzasta I - intenzivna

K - krem Sk - smede-krem

7 - zelena Sb - smede-bela

Slika 3. Izolati M. laxa na MEA.

Figure 3. Isolates of M. laxa on MEA.
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Tabela 4. Morfoloske mikroskopske karaktristike izolata M. laxa na KDA.
Table 4. Morphological microscopic characteristics of M. laxa isolates on PDA.

Sifra izolata : DuZina konidija (um) : Sirina konidija (um)

min prosek max min prosek max
PSKJ1 5 9,7 20 1,3 4,1 7,5
PSKJ2 5 13 22,5 5 6,3 10
PSKJ3 7.5 12 17,5 3,75 6,1 10
PSKJ4 5 14,2 22,5 5 7,4 10
PSKJ5 6,2 8,5 11,25 3,7 4,4 7,5
PSKJ6 4 7,1 16 2 2,6 4
KJ1 7,5 12,1 23,75 5 7,6 10
KJ2 5 11,7 17,5 3,7 6,4 10
KJ3 5 7,5 12,5 2,5 4,6 7,5
KJGR 2 2,9 3 2 2,7 3
VKM2 8 11,8 17,5 5 6.4 10
VKM3 10 13,92 20 5 8,5 12,5
VBM1 12 19,2 22,5 7,5 8,6 10
BRIC 12,5 18 27,5 7,5 10,6 16,5
S111 8,7 15,2 20 6,2 6,7 7,5
S112 17,5 18,3 22,5 10 15,5 22,5
SDV1 10 16,2 20 8,7 10 12,5
SDV2 12,5 18,2 22,5 10 14,1 17,5
SDV3 13 15,5 20 6,2 9,3 12,5
RU2 3,75 9,8 20 2,5 3,6 6,2
VNB1 15 22,5 28 5 9,4 12,2
SJv2 6,2 8,2 12,5 2,5 4,5 12,5
SD1 6,3 13,25 22,5 3,7 6,5 10

Tabela 5. Morfoloske mikroskopske karaktristike izolata M. laxa na MEA.
Table 5. Morphological microscopic characteristics of M. laxa isolates on MEA.

Sifra izolata : DuZina konidija (um) : Sirina konidija (um)

min prosek max min prosek max
PSKJ1 7,5 12,1 20 2,5 4,5 5
PSKJ2 7,5 14,8 22,5 5 6,6 15
PSKJ3 82 12,5 17,4 7.5 11,2 17,5
PSKJ4 8,7 15 22,5 5 7,1 8,7
PSKJS 10 16,9 26,2 3,7 5,6 7,5
PSKJ6 10 16,6 22,5 3,7 5,7 12,5
KJ1 10 15,1 20 8,7 10,9 15
KJ2 4 5.3 7 1 1,3 2
KJ3 15 21,0 35 2,5 4,6 7,5
KJGR 15 21,1 25 3,7 4,9 7,5
VKM2 11,2 18,6 27,5 5 5,7 7,5
VKM3 8,75 16 17,5 5 6,1 7,5
VBM1 17,5 30,5 42 3,7 4,9 6,2
BRIC 9 13,8 18 2,5 3.4 5
Si11 7,5 17,4 25 5 5,7 7,5
S112 15 32,5 37,5 5 7,5 12,5
SDV1 12,5 25,1 37,5 3,7 5,6 8,75
SDV2 16,2 25,4 42,5 5 6,2 7,5
SDV3 8,7 12,2 18,7 3,7 3.9 5
RU2 5 8,2 12,5 2,5 3.9 6,2
VNB1 13,7 25,4 37,5 3,7 6 8,7
SJv2 2,5 3.9 6,2 2,5 3.9 6,2

SD1 2,6 7,7 12,5 2,5 54 10
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Grafik 2. Sporulacija izolata M. laxa na KDA.
Chart 2. Sporulation of M. laxa isolates on PDA.
DISKUSDJA mogu da izazovu, njihov znacaj i karantinski status

Trulez plodova kosti¢avih vocaka i palez cveto-
va i grana koje izazivaju vrste roda Monilinia spp.
predstavlja najznacajnije oboljenje kosticavih voc¢aka
u svetu. Najdestruktivnija vrsta ovog roda je M. laxa,
a ozbiljne Stete mogu da izazovu i M. fructigena i
M. fructicola (Amiri et al., 2009). Kako se $tete koje

bitno razlikuju, veoma je vazno njihovo razlikovanje i
precizna identifikacija. U cilju lakse identifikacije pa-
togena uporedno se proucavaju njihove morfoloske i
odgajivacke karakteristike. Razlog za to je $to nijedna
metoda pojedina¢no ne zadovoljava sve kriterijume u
potpunosti, zbog toga je najbolje koristiti i kombinova-
ti najmanje dve nezavisne metode (Jones et al., 2004).
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Proucavane makroskopske i mikroskopske
morfoloske osobine izolata Monilinia spp. ukazale
su da ispitivani izolati pripadaju vrsti M. laxa uprkos
variranju u osobinama. Na KDA podlozi svi izolati
poseduju vazdusastu miceliju. Boja micelije varira od
bele do tamno zelene i mrke. Izolati na MEA podlo-
zi takode formiraju vazdusastu miceliju, sa znac¢ajno
manjim razlikama kada je u pitanju boja formiranih
kolonija. Proucavajuc¢i morfoloske osobine izolata M.
laxa Hu et al. (2011) su dosli do sli¢nih rezultata. De
Cal and Melgarejo (1999) otkrili su znacajne razlike
u izgledu ivi¢ne zone medu izolatima M. laxa, §to je
jedna od taksonomskih karakteristika. Rozetavost je
osobina koje je prisutna kod svih ispitivanih izolata,
odgajenih na KDA i MEA podlozi. Ovo potvrduje i is-
trazivanje koje su sproveli Hu et al. (2011), gde je ut-
vrdeno da se izolati M. laxa razlikuju od ostalih vrsta
roda Monilinia po pojavi zaobljenih ivica. Formiranje
prstenova u kulturi je osobina koja varira od izolata
do izolata, bez obzira na vrstu hranljive podloge.

Proucavanjem mikroskopskih osobina izola-
ta gajenih na KDA, utvrdeno je da prose¢na duzina
konidjija varira od 2,9 do 22,5 pm, a da se Sirina ko-
nidija krece u intervalu od 2,6 do 15,5 pm. Prosec¢na
duzina konidija kod izolata gajenih na MEA podlozi
se kretala od 3,9 pm do 32,5 pm, a Sirina od 1,3 do
11,2 pm. Nasrollanejad and Ghasemnezhad (2009)
su takode ustanovili varijabilnost u veli¢ini konidija
M. laxa u kulturi.

Ispitivanjem odgajivackih karakteristika na KDA
podlozi utvrden je prose¢an dnevni porast izolata, koji
se kretao u intervalu od 3,3 do 6,9 mm. Na MEA podlozi
uocen je prosecan dnevni porast nesto slabijeg intenzi-
teta u odnosu na izolate koji su gajani na KDA podlozi,
sa porastom od 0,9 do 6,0 mm. Variranja u porastu ko-
lonija izolata M. laxa konstatovana su u istrazivanjima
koja su sproveli De Cal and Melgarejo (1999), pri ¢emu
su detektovane veoma znacajne razlike u intenzitetu
porasta izmedu izolata M. laxa koji vode poreklo sa ra-
zli¢itih kosticavih voc¢nih vrsta. S obzirom da su mor-
foloske i odgajivacke karakteristike gljiva Monilinia sp.
varijabilne, to mozZe uticati na njihovu adaptibilnost
prema drugim biljkama domacinima, kao i na ispolja-
vanje patogenosti (Munoz et al., 2008).

Pravovremena i pravilna detekcija i iden-
tifikacija predstavljaju preduslov za pronalaZzenje
efikasnog nacina suzbijanja M. laxa, patogena koji u
proizvodnim podrudjima gajenja kosticavih vocaka
u svetu i u nasoj zemlji znacajno utice na kvalitet i
ekonomsku vrednost voéa, a dugoro¢no nepovoljno

deluje na zdrastveno stanje i kondiciju zasada.
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MORPHOLOGICAL AND CULTURAL CHARACTERISTICS
OF MONILINIA LAXA ISOLATES FROM THE STONE FRUITS
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Morphological and cultural characteristics of Monilinia laxa isolates were studied on PDA
and MEA media. The appearance of colonies (color, texture, rosettes, rosettes with black
arcs), as well as conidial size were identified. Growth of mycelium was monitored on both
media, while sporulation was followed on PDA medium. Isolates formed aeriform (puffy)
mycelium, with significant variations in color on different mediums, but variations in co-
SUMMARY lour are present within isolates grown on same medium. On MEA medium isolates are
somewhat brighter then isolates grown on PDA medium. All isolates are more or less ro-
sette, but not all of them form black arcs. Conidial size is also characteristic that is variable
compared to isolates and medium. Mycelial growth is slightly lower on MEA medium.

Key words: Monilinia laxa, morphology, mycelium color, growth, sporulation
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KARANTINSKE VRSTE NEMATODA KROMPIRA
IZ RODA GLOBODERA | MELOIDOGYNE

JASMINA BACIC

Poljoprivredna strucna sluzba Institut Tamis, Pancevo

e-mail: jasmina.bacic@jasminabacic.rs

Posebnim nadzorom u usevu semenskog i merkantilnog krompira u okviru godisnjeg pro-
grama mera zastite zdravlja bilja Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Re-
publike Srbije obuhvacene su cCetiri vrste karantinskih nematoda: dve vrste iz roda Globo-
dera (Globodera rostochiensis i G. pallida - krompirove cistolike nematode) i dve vrste iz
roda Meloidogyne (Meloidogyne chitwoodii M. fallax -Korenove galove nematode). U radu
su izlozena dosadasnja saznanja o krompirovim cistolikim nematodama u svetu sa poseb-
nim osvrtom na aktuelna ispitivanja njihovog prisustva, metoda identifikacije i mogucnosti
suzbijanja u nasSoj zemlji. Prikazana su i dosadas$nja istrazivanja karantinskih korenovih ga-
lovih nematoda u zemljama u kojima su one prisutne, a koje se odnose na biologiju, metode

detekcije i kontrolu ovih vrsta.
Kljuéne reci: biljni karantin, krompir, Globodera rostochiensis, G. pallida, Meloidogyne

chitwoodi, M. fallax

UVOD broju zemalja u svetu, uklju¢ujudi i Srbiju primenjuju

administrativne mere suzbijanja ovih vrsta. Ove mere

Krompir (Solanum tuberosum ssp. tuberosum podrazumevaju redovnu godi$nju sluzbenu kontro-

L.) parazitiraju brojni Stetni organizmi medu koje se  lu uvoznih posiljaka semenskog krompira i domace

ubrajaju i karantinske nematode zbog ¢ega se u ve¢em proizvodnje semena i merkantilnog krompira. Ispiti-
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vanje zemljista poreklom sa parcela za proizvodnju
semenskog i merkantilnog krompira kao i vizuelni
pregled krtola u polju i u skladistima najpouzdani-
ji su nacini da se utvrdi prisustvo ovih vrsta. Godi-
$njim programom mera zastite zdravlja bilja Mini-
starstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede
Republike Srbije (Sluzbeni glasnik RS, 41/2009),
predviden je poseban nadzor u usevu semenskog i
merkantilnog krompira za Cetiri vrste karantinskih
nematoda: dve vrste iz roda Globodera (Globode-
ra rostochiensis Wollenweber i Globodera pallida
Stone-krompirove cistolike nematode) i dve vrste
iz roda Meloidogyne (Meloidogyne chitwoodi Gol-
den, O’Banon, Santo & Finley i Meloidogyne fallax
Karssen-korenove galove nematode). Prve dve vrste
Globodera su Siroko rasprostranjene i u protekloj
deceniji su po prvi put konstatovane u Srbiji. Ka-
rantinske vrste iz roda Meloidogyne su prisutne na
par kontinenata i jo$ uvek nisu registrovane u na-
Soj zemlji. Predstavljaju potencijalnu opasnost i za
Srbiju zbog sve veceg uvoza semenskog krompira iz
dela Evrope gde su konstatovane. Klju¢ni problemi
koji se odnose na navedene karantinske vrste su po-
stojanje meSovitih populacija i teSko diferenciranje
ovih sestrinskih vrsta. Zato je pouzdana identifi-
kacija u vidu primene kombinacije morfoloskih i
molekularnih metoda od velikog znacaja. Proble-
mi Kkoji se odnose na suzbijanje ovih vrsta vezani su
prvenstveno za njihovo lako prenoSenje semenom,
dugo odrzanje infektivnosti u zemljistu, postojanje
viSe patotipova ili rasa, visoki stepen reprodukcije i
Siroki spektar biljaka domacina.

U radu su izloZzena dosadasnja saznanja o
krompirovim cistolikim nematodama u svetu sa
posebnim osvrtom na aktuelna ispitivanja njiho-
vog prisustva, metoda identifikacije i mogucénosti
suzbijanja u nasoj zemlji. Prikazana su i dosadasnja
istrazivanja M. chitwoodi i M. fallax u zemljama u
kojima su one prisutne, a koje se odnose na biologi-
ju, metode detekcije i suzbijanje ovih karantinskih

vrsta.

KARANTINSKE VRSTE NEMATODA
KROMPIRA IZ RODA GLOBODERA

Fitosanitarna kategorizacija G. rostochiensis
i G. pallida (OEPP/EPPO, 2009a)

Taksonomski polozaj: Nematoda, Tylenchida,
Heteroderidae
Globodera rostochiensis
(Wollenweber, 1923) Skarbilovich, 1959

Sinonimi: Heterodera rostochiensis Wollenwe-
ber, 1923, Heterodera schachtii solani, Zimmer-
man, 1927; Heterodera schachtii rostochiensis
(Wollenweber) Kemner, 1929

OEPP/EPPO A2 Lista br. 125, EU Aneks oznaka 1/A2

Globodera pallida (Stone, 1973)
Sinonimi: Heterodera pallida Stone, 1973
OEPP/EPPO A2 Lista br.124, EU Aneks oznaka I/A2

Krompirove cistolike nematode (KCN), zlat-
nozuta nematoda (Globodera rostochiensis) i ble-
dozuta nematoda (Globodera pallida) ubrajaju se
u najopasnije Stetoc¢ine krompira Sirom sveta. Obe
vrste vode poreklo iz postojbine krompira, sa vi-
sokih Anda u Juznoj Americi, odakle su sa svojim
domacinom prenete u Evropu krajem 19. veka, a
potom i na ostale kontinente. Prvi podaci o cistoli-
kim nematodama na krompiru datiraju iz 1881. go-
dine kad ih Julius Kithn pominje kao podrasu vrste
Heterodera schachtii Schmidt. Wollenweber je prvi
uocio razlike izmedu repine nematode i krompirove
cistolike nematode i 1923. godine opisao novu vrstu
Heterodera rostochiensis. Pedeset godina kasnije
opisana je i druga, veoma bliska vrsta Heterodera
pallida Stone (Stone, 1972). Obe vrste su 1975.g0-
dine priklju¢ene rodu Globodera zbog znacajnih
morfoloskih i bioloskih razlika u odnosu na rod
Heterodera (Turner and Evans, 1998). Razlike izme-
du morfometrijskih karaktera G. rostochiensis i G.
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pallida i ostalih vrsta unutar roda Globodera su u
duzini stileta i obliku bubres¢ica stileta J2. Kad je
u pitanju vulvalno-analni region ciste, razlike se is-
poljavaju u broju i strukturi kutikularnih grebena,
rastojanju izmedu anusa i najblize ivice vulvalnog
basena i pre¢niku vulvalnog basena na osnovu kojih

se izra¢unava Granekov indeks.

Pregled dosadasnjih istrazZivanja KCN u svetu

Dosadasnija istrazivanja KCN u svetu najvise se
odnose na njihovu distribuciju, biologiju i mere suz-
bijanja. Detaljna prouc¢avanja ovih vrsta kompilacijski
su sadrzana u monografiji Marks i Brodie (1998) koji
navode da je u periodu od 1990. do sredine 1997. go-
dine na temu KCN publikovano 155 radova u svetu,
od kojih ¢ak 109 u zapadnoj Evropi. Prou¢avanja obu-
hvataju istrazivanje distribucije na svim kontinentima
(Franco et al., 1998; Van Riel and Mulder, 1998; Marks
and Rojancovski, 1998; Brodie, 1998; Zaheer, 1998;
Kleynhans, 1998; Marshall, 1998), njihove fiziologije
(Perry, 1998), patotipova i njihove virulencije (Fleming
and Powers, 1998a). Pored toga, razradeni su efikasni
protokoli za uzimanje uzoraka zemljista (Haydock and
Perry, 1998), laboratorijske metode njihovog izdvajanja
(Turner, 1998) kao i biohemijske i molekularne me-
tode u identifikaciji ovih vrsta (Fleming and Powers,
1998b). Posebna paznja posvedena je i proucavanju
mehanizama $teta i tolerancije kod krompira (Trudgill
et al., 1998), merama suzbijanja i regulatornih strategi-
ja kontrole (Whitehead and Turner, 1998) kao i prime-
ni integralnih mera suzbijanja (Phillips and Trudgill,
1998). Jedan deo istrazivanja obuhvatio je i proucava-
nje rezistentnosti KCN (Dale and De Scurrah, 1998),
njenoj oceni i trajanju (Fleming, 1998).

Aktuelni problemi i moguénosti
suzbijanja KCN u svetu

Prema poslednjim zvani¢nim podacima, KCN
su zabeleZene u 65 zemalja gde je G. rostochiensis

prisutna u svim zemljama, a G. pallida u 41 od njih
(Turner and Evans, 1998). Medutim, sumirajuci
podatke mese¢nog OEPP/EPPO (Organisation Eu-
ropéenne et Méditerranéenne pour la Protection des
Plantes/European and Mediterranean Plant Prote-
ction Organization) Reporting Service za period od
1998. do 2009. godine o prvim nalazima KCN, broj
zemalja u kojima su otkrivene je znacajno vedi jer
je poslednjih desetak godina doslo do otkri¢a nji-
hovog prisustva u vise zemalja, posebno u isto¢noj i
juznoj Evropi (OEPP/EPPO Reporting Service, 1998,
2000, 2001a, 2001b, 2002, 2006a, 2006b). Prema
literaturnim podacima, do otkri¢a prisustva KCN u
biv§im jugoslovenskim republikama Sloveniji i Hr-
vatskoj dolazi skoro u istom vremenskom periodu
kao i u Srbiji (Urek and Lapajne, 2001; Ostrec et al.,
2004). Ostoji¢ i sar. (2010) daju podatke za teritoriju
BIH o prvom nalazu G. rostochiensis na lokalitetu
Zapadnohercegovacke i Hercegovacko-neretvanske
Zupanije u usevu merkantilnog krompira tokom
2009. godine.

Obe vrste su prisutne u umerenim, ali i trop-
skim i subtropskim regionima u svetu. Globodera
rostochiensis ima vec¢i areal rasprostranjenja od
svoje sestrinske vrste G. pallida, koja je agresivnija
i sa kojom se mozZe javiti u meSovitim populacija-
ma. Prema rezultatima istrazivanja u Holandiji, G.
pallida zastupljena je manje od 20%, a u Norveskoj
manje od 5% ispitivane povsine (Turner and Evans,
1998). Medutim, u vec¢ini evropskih zemalja konsta-
tovane su mesSovite populacije kao $to su pokazala
istrazivanja u Portugalu gde su one registrovane, ali
sa dominantnom vrstom G. rostochiensis (De San-
tos and Fernandes, 1988). Nasuprot tome, prema
istrazivanjima u Engleskoj i Velsu, G. pallida je bila
dominantna sa zastupljeno$¢u od 67% , G. rostoc-
hiensis 8%, a 25% su bile meSovite populacije (Mi-
nnis et al., 2002).

Zavisno od klimatskih wuslova, obe vrste
ostvaruju jednu ili dve generacije godisnje (Greco
et al., 1988). Na osnovu internacionalnih sema za
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identifikaciju patotipova KCN (Kort et al., 1977), vr-
sta G. pallida ima tri patotipa (Pal, Pa2 i Pa3), a
G. rostochiensis pet (Rol, Ro2, Ro3, Ro4 i Ro5) od-
nosno tri patotipa (Rol/Ro4, Ro2/Ro3 i Ro5) prema
Nijboer i Parlevliet (1990). U Hrvatskoj je odreden
patotip za 280 populacija (Ostrec et al., 2004) gde
je dominantan Rol, ali su utvrdeni i patotipovi Ro2,
Ro3, Pa2 i Pa3. Prema istrazivanjima prisutnosti pa-
totipa u Skotskoj, Rol patotip je takode dominantan.
U vedini zemalja zapadne Evrope registrovan je Rol,
dok su patotip Ro2 i Ro5 konstatovani u Nemackoj,
Holandiji, Norveskoj i Svedskoj (Pickup and Hoc-
Kkland, 2002).

Biljke krompira mogu na viSe nac¢ina da rea-
guju na napad KCN. Tokom vegetacije treba obratiti
paznju na ogoljena mesta u usevu i biljke zaostale
u porastu, zakrzljale sa malo izdanaka i sitnijem
lis¢em. Takve biljke ako se po¢upaju u vreme cve-
tanja krompira, mogu imati na korenovom siste-
mu belicaste ili zlatnoZute tvorevine nalik glavama
¢ioda vidljim golim okom, veli¢ine oko 0.5 mm
koje predstavljaju Zenke. To se odrazava na velici-
nu krtola i na prinos (OEPP/EPPO, 2009). Gubici
u prinosu na podrucju Evrope prouzrokovani KCN
procenjuju se na oko 9% proizvodnje krompira. U
drugim regionima sveta gde se ne primenjuju ad-
ministrativne mere suzbijanja mogu se javiti znatno
ve¢i gubici (Turner and Rowe, 2006). Sprecavan-
je gubitaka u prinosu krompira zavisi od gustine
populacije, tipa i pH zemljista i pravilne primene
odgovaraju¢ih mera suzbijanja. Stete su sprecene
ako je populacija nematoda u zemljiStu smanjena
na prag Stetnosti koji za osetljive sorte iznosi 2 jaja
u 1 ml zemlje. Od mera suzbijanja koje su se po-
kazale kao uspesne protiv ovih Steto¢ina ubrajaju
se plodored, gajenje otpornih sorti, biljaka klopki,
sterilizacija zemljiSta, primena nematocida i in-
tegralnih mera. Od navedenih mera, najmanje se
preporucuje primena nematocida od kojih su fu-
miganti najefektivniji, ali su sa ekonomske strane
skupi i za Zivotnu sredinu toksikoloski nebezbedni

(Whitehead and Turner, 1998). U okviru integral-
nih mera zastite krompira od ovih Stetoc¢ina, na-
jviSe pazZnje se posvecuje sprovodenju zakonskih
regulativa koje se baziraju na drzavnoj kontroli
proizvodnje i prometa semenskog i merkantilnog
krompira. Zbog toga se G. rostochiensisi G. pallida
izdvajaju u najce$ce karantinski regulisane vrste
nematoda (Lehman, 2002).

Globodera rostochiensis i G. pallida se razli-
kuju u mnogim aspektima biologije, a najznacajnije
razlike se odnose na geneticke interakcije sa biljka-
ma domacinima iz roda Solanum. Taj interspecijski
diverzitet primecen je kod reprodukcije populacija
KCN na Solanum klonovima koji sadrze rezistentne
gene kao $to su H1 sa Solanum tuberosum ssp. andi-
gena Juz. and Buk. i H2 sa Solanum multidissectum
Hawkes. Ovi rezistentni geni, poreklom iz kolekcije
divljih ili gajenih krompira sa Anda prepoznati su
kao potencijalno sredstvo za suzbijanje ovih Stetoci-
na. Selekcionari, u pokusaju da proizvedu otporne
klonove, glavne rezistentne gene nasli su i u drugim
vrstama krompira kao §to su Solanum kurtzianum
Bitter and Wittm., S. spegazzinii Bitter i S. vernei
Bitter and Wittm. (Fleming and Powers, 1998a).

Odredivanje patotipa presudno je za pre-
poruku adekvatnog sortimenta otpornih sorti kro-
mpira za podrucja u kojima su registrovane KCN
radi njihovog suzbijanja i iskorenjivanja. U svetu
se ve¢ duzi niz godina gaje otporne sorte krompi-
ra koje su se pokazale uspes$ne u redukciji brojnosti
nematoda. Prema podacima iz 1995. godine, pos-
toji 135 sorti otpornih na G. rostochiensisi 22 na
G. pallida (Whitehead and Turner, 1998). Isti autori
navode da otporne sorte kad je u pitanju patotip
Rol mogu da smanje populaciju nematoda i do 80%
godis$nje, a u slucaju kontinuiranog gajenja 3-4 go-
dine i do 99%. Medutim, koriS¢enjem sorti otpornih
na G. rostochiensis i nedovoljan broj sorti otpornih
na G. pallida doprineo je da upravo zbog toga vrsta
G. pallida postane dominantna vrsta u Engleskoj i
Velsu (Minnis et al., 2002).
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Pregled dosadasnjih istrazivanja KCN u Srbiji

Istrazivanja prisustva KCN zapoceta su u biv-
$oj Jugoslaviji 60-ih godina proslog veka. Klindi¢
(1965) na parceli vo¢nog rasadnika u Fojnici konsta-
tuje po prvi put prisustvo cista Heterodera rostoc-
hiensis na osnovu ¢ega je ona prikljuc¢ena listi ze-
malja EPPO/OEPP regiona gde su KCN registrovane.
Kasnijim opisom vrste Heterodera achilleae (Gol-
den and Klindi¢, 1972) ovaj nalaz je demantovan.
Trideset godina kasnije, istrazivanja prisustva ovih
vrsta na nekoliko lokaliteta u Vojvodini i u zapad-
noj Srbiji bila su bez pozitivnih nalaza (Krnjai¢ and
Krnjai¢, 1991). Krajem devedesetih godina proslog
veka zapoceta je detaljna inventarizacija KCN u Srbi-
ji u vidu redovne godis$nje sluzbene kontrole parcela
predvidenih za proizvodnju semenskog krompira.
0d 2009. godine pristupilo se i ispitivanju njihovog
prisustva i u usevu merkantilnog krompira u okviru
godiSnjeg programa mera zastite zdravlja bilja. Kao
rezultat ovih kontinuiranih ispitivanja usledili su
prvi nalazi KCN u nasoj zemlji. U periodu od 2000.
do 2012. godine, visSe domacih autora paralelno je
radilo na inventarizaciji, identifikaciji, istrazivanju
zivotnog ciklusa, odredivanju patotipova kao i mo-
gucnostima suzbijanja ovih vrsta u Srbiji. Objavljeno
i saopsteno je preko tridesetak radova u domadim i

medunarodnim ¢asopisima i skupovima.

AKktuelni problemi i moguénosti

suzbijanja KCN u Srbiji

Prvi nalazi cista G. rostochiensis bili su kra-
jem 1999. godine na teritoriji Mac¢vanskog i Zlati-
borskog okruga u uzorcima zemljista sakupljenim
na planinama Jagodnji i Tari (Krnjai¢ et al., 2000,
2002; Radivojevi¢ et al., 2001). Tokom redovne de-
setogodi$nje kontrole parcela namenjenih proizd-
vodnji semenskog krompira, vrsta G. rostochiensis
konstatovana je u 3 okruga: Ma¢vanskom (gde je ut-
vrden najveci broj zarazenih parcela), Zlatiborskog i

Moravi¢kom (Baci¢, 2010a). Druga vrsta KCN, Glo-
bodera pallida prvi put je utvrdena 2005. godine u
Zlatiborskom okrugu na lokalitetu Javor, na parceli
Kladnica u usevu semenskog krompira (Radivojevic¢
et al., 2006). Prema pest statusu Ministarstva poljo-
privrede Republike Srbije, ova vrsta se jo$ uvek nal-
azi na Al listi karantinskih organizama za koje nije
poznato da su prisutni na teritoriji naSe zemlje, s
obzirom da je do sada zvani¢no konstatovana samo
na ovom lokalitetu, a na kome se od 2005. sprovode
mere njenog iskorenjivanja (Sl.glasnik RS, 7/2010).

Tokom 2008. sprovedena su istrazivanja pri-
sustva KCN poreklom sa parcela pod merkantilnim
krompirom na teritoriji planine Jagodnje u Mac¢vans-
kom okrugu, sa poteza ranije utvrdenih zarazenih
parcela. Registrovano je 5 parcela zarazenim sa G.
rostochiensis sa gustinom populacije od 800 do
preko 7000 jaja i jedinki drugog juvenilnog stadiju-
ma (J2) u 100 ml zemljista (Baci¢, 2008b). U okviru
drzavnog nadzora useva merkantilnog krompira
na teritoriji Srbije, 2009. godine ispitano je prisus-
tvo KCN u proglasenim karantinskim podruc¢jima
na teritoriji Mac¢vanskog, Zlatiborskog i Moravick-
og okruga. Laboratorijskom analizom 120 uzoraka
zemljista, u 20,83 % uzoraka utvrdeno je prisustvo
vitalnih cista samo vrste G. rostochiensis. Ukupno
je registrovano 17 zarazenih parcela na ukupnoj
povrsini od 8,70 ha. U Mac¢vanskom okrugu detek-
tovano je 13, a u Moravickom 4 zaraZene parcele sa
gustinom populacije od 80 do 6462 jajaiJ2 1100 ml
zemlje (Baci¢, 2010b). U okviru istrazivanja Radivo-
jevi¢ i Labudovi¢ (2010) u usevu merkantilnog kro-
mpira na teritoriji Zlatiborskog okruga zabelezZen je
inalaz G. rostochiensis na Javoru, na potesu Ograde-
nik, s obzirom da je na ovom lokalitetu do tada bila
registrovana samo vrsta G. pallida.

Identifikaciju KCN vrsta u Srbiji izvrsilo je
paralelno viSe autora analizom morfoloskih dif-
erencijalnih karakteristika vrsta i molekularnim
metodama. Analizirane su 2 populacije, poreklom
sa planina Jagodnja i Tare konvencijalnim PCR met-
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odom kojim je potvrdena morfoloska identifikacija
G. rostochiensis (Radivojevi¢ et al., 2001). IzvrSena
je i identifikacija 7 populacija cista KCN iz Srbije re-
al-time PCR metodom (Kladnica KP6-Kusic¢i, Bas-
ta KP1769, Brdo KP18806, Brdo KP 413, Milatovici
KP 1646/2, Ponikve-Paniéa brdo i Vukovo Voce-Ja-
godnja). Sest od sedam testiranih uzoraka bili su
pozitivni na G. rostochiensis. Samo jedna populaci-
ja je identifikovana kao G. pallida (Kladnica KP6-
Kusi¢i). Ovim metodom je potvrdena morfoloska
identifikacija ovih cista, a meSane populacije nisu
detektovane (Baci¢, 2008a; Baci¢ et al., 2008).
Populacije poreklom sa lokaliteta Milatovici
i Kladnica su ponovo identifikovane nekoliko godi-
na kasnije morfolo$kim i molekularnim metodama
kao G. rostochiensis i G. pallida, s ciljem izvodenja
identifikacije KCN molekularnim metodama po prvi
put u Srbiji (Oro et al., 2010a). U ove analize bile su
ukljucene i populacije, poreklom sa lokaliteta Sanac
i Gojna Gora koje su identifikovane kao G. pallida.
Kod populacije poreklom sa lokaliteta Gojna Gora
dobijene su ekstremne vrednosti Granekovog in-
deksa, broja kutikularnih grebena i duzine stileta
ali je srednja vrednost duzine stileta ove populaci-
je bila bliza vrednostima koje su karakteristi¢ne za
vrstu G. rostochiensis. Medutim, u identifikaciji ove
populacije uzete su u obzir srednje vrednosti Grane-
kovog indeksa od 2.09 i rezultati molekularne anal-
ize na osnovu kojih je zaklju¢eno da je na lokalitetu
Gojna Gora prisutna vrsta G. pallida. Ovaj nalaz se
razlikuje od dobijenih rezultata morfoloske analize
Krnjai¢ i sar. (2005, 2006) i Baci¢ (2010b) za ovaj lo-
kalitet na kome je u usevu semenskog i merkantil-
nog krompira identifikovana vrsta G. rostochiensis.
Tokom poslednjih deset godina, ispitivane su
bioloske karakteristike odnosno Zivotni ciklus obe
vrste KCN u Srbiji. Populacija G. pallida, poreklom
sa lokaliteta Kladnica prac¢ena je u ekperimentalnim
uslovima na temperaturi 18-25 °C. U ovim uslovima
prve mlade Zenke ove vrste su konstatovane sedam
nedelja po invaziji larvi drugog stupnja, a nedelju

dana kasnije i prvi muZjaci (Oro, 2008a, 2008b).
Praceno je i vreme formiranja razli¢itih stadijuma
populacije G. rostochiensis poreklom sa zaraZene
parcele sa planine Jagodnja u eksperimentalnim
uslovima na podruc¢ju Beograda. U uslovima umere-
no kontinentalne klime, zlatna cistolika nematoda
ostvaruje jednu generaciju godisnje (Baci¢ et al.,
2011).

IstraZivanja otpornosti nekih sorti krompira u
laboratorijskim uslovima na G. rostochiensis porek-
lom sa lokaliteta Ponikve pokazala su da je ispitiva-
na sorta agria rezistetna $to upucuje da je na ovom
podrudju verovatno prisutan patotip Rol (Radivo-
jevi¢ et al., 2007). Rezultati odredivanja patotipa
dve populacije cista G. rostochiensis iz Mac¢vansk-
og (Brdo 413 i Vukovo Voce) i jedne iz Moravi¢k-
og okruga (Milatovi¢i 1676/2) ukazuju da je i na
ovim lokalitetima zastupljen isti patotip Rol (Baci¢,
2008a). Kad je u pitanju vrsta G. pallida, poreklom
sa planine Javor odreden je patotip Pa3 (Radivojevic¢
and Stancié, 2008a).

Rezultati ispitivanja pogodnosti dve domace
sorte krompira (jelica i dragacevka) i jedne au-
tohtone sorte sa Vlasine (goljak) kao biljaka domaci-
na G. rostochiensis patotipa Rol u odnosu na kon-
trolnu osetljivu sortu desirée potvrdili su da se na
testiranim domacim sortama ova vrsta reprodukuje
(Baci¢, 2008a).

Pored domacih sorti krompira, ispitivan je i
status sedam sorti paradajza koje su komercijalno
prisutne u domacoj proizvodnji: NS jabucar, pokep
VE narvik, saint pierre, marmande, marglobe i mo-
bil kao domacin Rol G. rostochiensis. Kao veoma
slabi domacini pokazale su sorte NS jabucar i pokep
VF dok kod preostalih pet navedenih sorti nije ut-
vrdeno prisustvo nove generacije nematoda §to uka-
zuje na otpornost ovih sorti na ovaj patotip (Radivo-
jevi¢ and Stanci¢, 2008b).

U ispitivanju otpornosti, odnosno osetljivosti
41 sorte krompira na patotip Rol G. rostochiensis
na parceli Brdo na planini Jagodnji u 2008. godini,
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sorte kondor, kennebec, cleopatra i desirée ispol-
jile su visoki stepen osetljivosti. Sorte deklarisane
kao otporne na patotip Rol kao $to su agria i tresor
(Rol, Ro4) pokazale su visoki stepen otpornosti
na ovaj patotip (Krnjai¢ and Posti¢, 2009). Tokom
2002. 1 2003. godine na istoj zarazenoj parceli Brdo
pracen je uticaj sorti semenskog krompira zavisno
od osetljivosti odnosno otpornosti na populaciju
G. rostochiensis. Osetljive sorte desirée, innovator,
kennebec, cleopatra i kondor koris¢ene su u ogledu
kao sorte koje se naj¢eSc¢e gaje na ovom podrucju.
Otporne sorte agria, frisia, latona, saturna i tresor
odabrane su na osnovu rezultata odredivanja pa-
totipa populacije G. rostochiensis poreklom sa ove
parcele. Ova istrazivanja potvrdila su da se smanje-
nje brojnosti nematoda i povecanje prinosa moze
posti¢i gajenjem otpornih ex-andigena sorti u slu-
¢aju zastupljenosti patotipa Ro 1. To se odrazilo i na
prinos koji je u drugoj godini bio veéi nego u prvoj
godini istrazivanja. Najmanji prinos procenjen je
kod osetljivih sorti kennebec (8,5 t/ha) i cleopatra
(16,9 t/ha), a najvec¢i kod otpornih sorti agria (25,7 t/
ha) i frisia (29,1 t/ha). Ovi podaci mogli bi prakti¢no
da posluze proizvodacima sa zarazenog podrucja u
Mac¢vanskom okrugu prilikom izbora sorti krompi-
ra za gajenje u cilju iskorenjavanja karantinske ne-
matode G. rostochiensis. (Baci¢, 2010c¢).

Ispitivano je i gajenje biljaka krompira kao
biljaka klopki uklju¢ujudi osetljive i otporne sorte.
Konstatovano je da ove biljke deluju kao provoka-
tor ubrzane aktivacije dormantnih invazionih larvi
KCN koje brzo izumiru u odsustvu domacina. Cim
invazione larve kolonizuju korenov sistem, uklanja-
ju se biljke klopke sa zaraZene parcele, ¢ime se ove
nematode direktno suzbijaju (Radivojevic, 2009).

U okviru moguc¢nosti bioloskog suzbijanja u
Srbiji, ispitivane su antagonisticke interakcije rizo-
bakterija i cistolikih nematoda. Rezultati ogleda in
vitro ukazuju na potencijalnu mogucénost koris¢en-
ja rizobakterija u bioloskoj kontroli KCN. ZabeleZeno
je smanjenje piljenja G. pallida za dva do tri puta u

periodu od 10 dana kao i sporije piljenje G. pallida
od G. rostochiensis. U slicnom ogledu, zapazeno je
redukovano piljenje J2 G. rostochiensis u svim bak-
terijskim suspenzijama u odnosu na kontrolu. Na-
jvedi inhibitorni efekat je ispoljio Bradyrhizobium
japonicum (Kirchner) Jordan i Rhizobium legumi-
nosarum Frank dok je najmanji efekat pokazao R.
phaseoli Dangeard (Oro et al., 2009a, 2009b). U
okviru antagonista cista KCN, ispitivano je i prisus-
tvo saprofitnih gljiva na cistama G. rostochiensis i
G. pallida kao i njihov taksonomski diverzitet na
nekim populacijama iz Srbije. Na cistama, porek-
lom sa lokaliteta Kladnica, Sanac, Gojna Gora i
Milatovi¢i konstatovane su vrste Geotrichum can-
didum Link, Aspergillus fumigatus Fresenius, Fu-
sarium oxysporum Schlecht., Oxysporus latemar-
ginatus (Durieu and Mont) Donk i Botrytis cinerea
(De Bary) Whetzel (Oro et al., 2010b, 2012).
Zakonska regulativa za uvoz-izvoz i un-
utrasnju kontrolu proizvodnje semenskog krompira
redovno se primenjuje u Srbiji poslednjih godina i
u saglasnosti je sa protokolima Evropske unije za
sprecavanje i suzbijanje KCN (Directive 69/465/EEC,
Directive 2007/33/EC). Tokom 2002. doneta je nare-
dba o preduzimanju mera radi sprecavanja Sirenja,
suzbijanja i iskorenjivanja G. rostochiensis u kojoj
su proglasena karantinska podrucja na planinama
Tari i Jagodnji (SI. List SRJ, 39/2002). Ova naredba
je 2005. godine zamenjena naredbom o preduzi-
manju mera radi sprec¢avanja Sirenja i iskorenjiva-
nja krompirovih cistolikih nematoda (Sl. Glasnik
RS, 74/2005) koja je jo$ uvek aktuelna. Ovom nare-
dbom je predvideno da se na zaraZenoj parceli od
strane nadleZznog fitosanitarnog inspektora zabra-
ni proizvodnja osetljivih useva (krompir, paradajz,
patlidzan), zatim proizvodnja sadnog materijala i
semena cija tehnologija proizvodnje ukljuc¢uje izno-
Senja i raznoSenje zemljiSta sa zarazene zemlje kao i
promet kromira i razno$enje zemljiSta sa zarazene
parcele. Pored ovoga, preporucuje se provera pri-
sustva KCN na zaraZenoj parceli laboratorijskom



166

Jasmina Baci¢

analizom u roku od pet godina. Program karan-
tinskog nadzora i iskorenjivanja KCN sprovodi se od
2005. na podrudju Mac¢vanskog, Moravickog i Zlati-
borskog okruga. Medutim, osnovna sistemska mera
eradikacije KCN u vidu prestanka gajenja krompi-
ra na zarazenoj povrsini nije se pokazala efikasna
zbog postojanja samoniklog krompira na parcelama
zarazenim G. pallida (Javor) i G. rostochiensis (Pon-
ikve) zbog ¢ega se preporucuje njegovo intenzivno

uklanjanje (Radivojevi¢, 2008).

KARANTINSKE NEMATODE KROMPIRA
IZ RODA MELOIDOGYNE

Fitosanitarna kategorizacija M. chitwoodi
i M. fallax (OEPP/EPPO, 2009b)

Taksonomski polozaj: Nematoda; Tylenchida,
Meloidogynidae
Meloidogyne chitwoodi Golden, O’Banon,
Santo & Finley 1980
EPPO A2 lista br. 227, EU Aneks oznaka I/A2

Meloidogyne fallax Karssen 1996
EPPO A2 lista br. 295, EU Aneks oznaka 1/A2

Vrste Meloidogyne chitwoodi i M. fallax su
endoparaziti koje izazivaju gale na podzemnim bilj-
nim delovima. Pripadaju rodu Meloidogyne, eko-
nomski vrlo zna¢ajnom rodu obligatnih biljnih pa-
togena od kojih se desetak vrsta ubrajaju u ozbiljne
Steto¢ine u poljoprivredi. Meloidogyne chitwoodi
je opisana kao Kolumbijska korenova galova nema-
toda 1980. godine. Vodi poreklo iz severozapadnog
regiona Pacifika, u blizini reke Kolumbija u SAD.
Njena sestrinska vrsta Meloidogyne fallax opisana
je kao lazna Kolumbijska korenova nematoda. Ot-
krivena je 1992. u Holandiji u okviru eksperimenta
odredivanja biljaka domacina M. chitwoodi u okvi-
ru kojeg se Zea mays L. nije pokazao kao dobar
domacin. Od 1998. godine, M. chitwoodi i M. fallax

ukljuc¢ene su u evropsku listu karantinskih organi-
zama da bi se sprecilo njihovo dalje Sirenje u Evropi
(Karssen, 2002).

Pregled dosadasnjih istrazivanja
M.chitwoodii M. fallax

Dosadasnja istrazivanja ovih vrsta odnose na
njihovu identifikaciju (Karssen, 2002), biologiju
(Pinkerton et al., 1991; Wesemael, 2007), odrediva-
nje rasa (Santo and Pinkerton, 1985; van der Beek
and Karssen, 1997) i mere suzbijanja (Griffin, 1989;
Santo and Wilson, 1990; Mojtahedi et al., 1993; Ing-
ham et al., 2000; Hafez and Sundararaj, 2009).

Aktuelni problemi i moguénosti suzbijanja
M.chitwoodi i M. fallax u svetu

Meloidogyne chitwoodi je prisutna u SAD,
Meksiku, juznoj Africi, Novom Zelandu i Australiji.
U Evropi je konstatovana u Holandiji, Belgiji, Ne-
mackoj, Francuskoj i Turskoj (OEPP/EPPO, 2009b;
OEPP/EPPO Reporting Service, 2009, 2011a, 2011b).
Pretpostavlja se da se ova vrsta pojavila jo$ pre Il
svetskog rata i da ima znatno Siru distribuciju u
Evropi. Kao pogodne biljke domacini u polju iz-
dvajaju se vrste Solanum tuberosum i Lycopersi-
con esculentum L.. U Evropi su opisane rase 11i 2
na osnovu odredivanja biljaka domacina. Od drugih
povrtarskih kultura kao biljke domacini ove vrste u
Holandiji su konstatovani Daucus carota L., Pisum
sativum L. i Phaseolus vulgaris L. Na osnovu pro-
cene analize rizika karantinskih organizama (PRA-
pest risk analysis) za teritoriju Finske, poredenjem
vrednosti temperatura vazduha sa onim u regioni-
ma Evrope gde je M. chitwoodi prisutna, zakljuce-
no je da bi ova vrsta mogla da ima 2 generacije u
juznom delu ove zemlje. Pored toga, smatra se da
su zahtevi ove vrste vezani za temperaturu zemljiSta
sli¢ni onim koje ima G. rostochiensis. Pretpostavlja
se da bi zemlje u juznoj delu EPPO regiona, u kome
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se nalazi i Srbija mogle da imaju klimatske uslove
pogodne za razvoj 4 generacije ove vrste godiSnje
(Tilikkala et al., 1995).

Njena sestrinska vrsta Meloidogyne fallax re-
gistrovana je u juznom delu Holandije, Belgiji, Ne-
mackoj i Francuskoj. Kao dobre biljke domacini ove
vrste u polju, pokazali su se krompir, mrkva i para-
dajz, ali ne i pasulj. Za razliku od M. chitwoodi, ova
vrsta nije registrovana van Evrope, a rase jo$ uvek
nisu opisane (Karssen, 2002).

Malo je podataka o direktnom uticaju ovih
vrsta na smanjenje prinosa krompira (Griffin,
1985). Prouzrokuju $tete na povrsini krtola u vidu
tumoroznih izraslina u vidu bubuljica (gala) koje
usled neugledne kore smanjuju prodajnu vrednost
krompira. Simptomi koje izazivaju na krtolama
se razlikuju od onih koje prouzrokuju druge vr-
ste Meloidogyne. Gale izazvane od strane M. ha-
pla Chitwood nisu vidljive, dok vrsta M. incognita
(Kofoid & White) Chitwood prouzrokuje krupnije
gale. Kada je viSe od 10 % krtola sa tim nedosta-
cima, takav krompir obi¢no nema prodajnu vred-
nost. Spoljni simptomi na krtolama su vidljivi u
slucaju visoke brojnosti. Skladistenjem krtola me-
todom inkubacije mogu se posle izvesnog vremena
u slucaju slabe infestacije dobiti vidljivi simptomi
na kori (OEPP/EPPO, 2006). Kod nekih sorti krom-
pira simptomi na kori nisu vidljivi, ve¢ se ispolja-
vaju ispod kore u unutra$njem tkivu koje je brao-
nkasto i nekroti¢no.

Ove sestrinske vrste imaju Sirok spektar do-
macina. Parazitiraju mono i dikotiledonske biljke
domacine. Cesto se javljaju u mesovitim popula-
cijama i morfoloski ih je teSko razlikovati. Zbog
varijacije morfoloskih karakteristika i meSovitih
populacija, identifikacija M. chitwoodi i M. fallax
samo na osnovu analize morfoloskih karakteristika
je nepouzdana. Razlike izmedu M. chitwoodi i M.
fallax prevashodno se odnose na morfoloske karak-
teristike Zzenki, muzjaka i J2. Najvece razlike su u
duzini stileta kod Zenki i muzjaka i obliku bazalnih

bubreséica stileta. Jedinke J2 se razlikuju po sred-
njoj duzini tela, repa i hijalinskog dela zavrSetka
repa. Medutim, kompletna pouzdana identifikacija
ovih vrsta se moze izvs$iti na osnovu kombinacije
morfoloske identifikacije, elektroforeze izozomima
i molekularne analize (OEPP/EPPO, 2009b).
Hemijske mere suzbijanja koje se koriste protiv
drugih korenovih galovih vrsta nematoda su se po-
kazale manje efektivne protiv M.chitwoodi. Tretira-
njem aldikarbom, dihlorpropenom, etopropom i me-
tan-natrijum nisu postignuti efekti kao kod M. hapla
(Pinkerton et al., 1986; Santo and Wilson, 1990).
Plodored, odnosno smena useva Zitaricama
koja se koristi za smanjenje populacije M. hapla, nije
ispoljio efekat i na M. chitwoodi. Ova vrsta se dobro
razmnozava i na pSenici, ovsu, je¢mu i kukuruzu.
Medutim, kukuruz i zZitarice su se pokazale kao slabe
biljke domacini M. fallax (OEPP/EPPO, 2004b).
Neki efekti su postignuti koris¢enjem sudan-
ske trave (Sorghum bicolor (L.) Moench) i inkorpo-
racijom zelenog dubriva u zemljiSte kojom se postize
smanjenje populacije M.chitwoodi (Mojtahedi et al.,
1993). Biomufigacija podrazumeva gajenje i inkorpo-
raciju useva sa zelenim dubrivom. Usevi iz familije
Brasissicae (Brassica juncea (L.) Czern., Eruca sativa
Mill.) sadrze glukozinolati koji postaju aktivni posle
inkorporacije u zemljiste. KoriS¢enje ovog metoda
sprovodi se tkz. bioloska dezinfekcija zemljista uz
pokrivanjem plastikom (Korthals, 2011).

Aktuelni problemi vezani za M.chitwoodi
i M. fallax u Srbiji

Karantinske vrste iz roda Meloidogyne jo$
uvek nisu registrovane u Srbiji. Sve su veca opas-
nost za nasu zemlju s obzirom da se iz godine u go-
dinu povecava koli¢ina uvezenog semena krompira
iz zemalja gde su ove vrste prisutne. Ona je u 2011.
iznosila 5.968 tona (Asocijacija »Plodovi Srbije«),
a prema podacima fitonematoloske laboratorije PSS
Instituta Tami$, broj analiziranih uvoznih poSiljaka
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semenskog krompira u istoj godini bio je pet puta
povecan u odnosu na prethodne dve godine. Osim
toga, nije bio analiziran nijedan uzorak krtola sa
sumnjivim simptomima, poreklom iz polja ili skla-
dista (PSS Institut Pancevo, 2012). U toku iste godi-
ne ova laboratorija je bila uklju¢ena u EUPHRESCO
(European Phytosanitary Research Cooperation) M.

chitwoodi i M. fallax projektu koji je imao za cilj
validaciju metoda detekcije u vidu medulaborato-
rijskih testova i obuku nematologa iz Evropske unije
o nac¢inima uzorkovanja, izdvajanja, indentifikacije
i suzbijanja ovih vrsta. U projektu je ucestvovalo 35
nematologa iz 18 laboratorija za biljni karantin iz 12

evropskih zemalja (Baci¢, 2011).
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SUMMARY

POTATO QUARANTINE NEMATODES OF
THE GENUS GLOBODERA AND MELOIDOGYNE
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Monitoring of seed and ware potato crops by annual plant health program of Ministry of
Agriculture, Forestry and Water Management of Republic of Serbia includes four quaran-
tine species of nematodes: two species of the genus Globodera (Globodera rostochiensis
and G. pallida-potato cyst nematodes) and two species of the genus Meloidogyne (Meloi-
dogyne chitwoodi and M. fallax-root-knot nematodes). This paper deals with the present
knowledge of potato cyst nematodes in the world with the special reference to the actual
research of their occurrence, methods of identification and possibility of control in Serbia.
It also presents the current investigation on M. chitwoodi and M. fallax in the countries

where they occur, related to their biology, methods for detection and management.
Key words: plant quarantine, potato, Globodera rostochiensis, G. pallida, Meloidogyne

chitwoodi, M. fallax
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