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Colletotrichum spp. su znacajni prouzrokovaci bolesti biljaka u svetu i u nasoj zemlji,
u polju i u skladi$tu. Na plodovima jabuke prisutne su dve vrste ovog roda, C. acutatum i C.
gloeosporioides. Pomenute vrste uzrokuju ekonomski znacajne gubitke posle berbe plodova
jabuke, tokom skladiStenja, transporta i plasmana na trziste. Nedoumice sa kojima se nau¢na
javnost suoCava kada je u pitanju ovaj rod jeste precizno utvrdivanje sistematske pozicije i

definisanje vrsta i nizih kategorija. Klasi¢ne fitopatoloske metode ne omogucavaju preciznu




identifikaciju do nivoa vrste. Otuda su molekularni pristupi sve zastupljeniji u identifikaciji
Colletotrichum spp. U suzbijanju skladisnih patogena pretezno se primenjuju hemijski
fungicidi. Zbog nepovoljnih toksikoloskih svojstava i pojave rezistentnosti, primena
hemijskih fungicida se sve vise redukuje, a njihova upotreba posle berbe plodova zabranjena
je u veéini zemalja. Stoga, za odrzivi razvoj poljoprivredne proizvodnje neophodna su
istrazivanja usmerena ka otkrivanju mikroorganizama i prirodno sintetisanih materija koje

imaju potencijala za primenu u bioloskoj zastiti.

Cilj ovog rada je da se utvrdi zastupljenost Colletotrichum spp. na uskladistenim
plodovima jabuke u R. Srbiji, kao 1 pouzdanost klasi¢nih i molekularnih metoda za njihovu
identifikaciju do nivoa vrste i nizih kategorija. Utvrdivanje filogenetske pozicije 1 genetiCke
udaljenosti izolata je takode svrstano u ciljeve istrazivanja. Nadalje, cilj je i da se izdvoje
mikroorganizami i etarska ulja koja ispoljavaju antifungalno delovanje na Colletotrichum
spp. Zatim, da se za mikroorganizam sa najizrazenijim antifungalnim delovanjem definisu
uslovi kultivacije (sastav hranljive podloge i trajanje) koji maksimizuju njegovu antifungalnu

aktivnost i utvrdi nac¢in njegovog delovanja.

Utvrdeno je da su Colletotrichum spp. redovno prisutni na uskladi$tenim plodovima
jabuke u Vojvodini i delovima zapadne, centralne i1 jugoistocne Srbije i da je njihova
zastupljenost u odnosu na druge fitopatogene gljive 7,8-10%. Zbog osetljivosti
C. gloeosporioides na niske temperature, C. acutatum postaje sve dominantnija vrsta ovog
roda na uskladiStenim plodovima jabuke. Razlikovanje C. acutatum i C. gloeosporioides je
moguc¢e na osnovu fenotipskih karakteristika kolonija (u slucaju hromogenih izolata
C. acutatum), duZine konidija, rasta kolonija na 5 1 35°C i brzine rasta kolonija na razli¢itim
podlogama. Oblik i Sirina konidija i optimalna temperatura rasta su nedovoljno pouzdani
kriterijumi za identifikaciju do nivoa vrste. PCR metodom uz primenu prajmera specificnih
za vrstu uspesno se identifikuju C. acutatum i C. gloeosporioides. Primenom univerzalnih
prajmera ITS1 i ITS4 amplifikuju se rDNK-ITS sekvence ovih izolata. Analizom sekvenci
izraduju se filogenetska stabla visoke stabilnosti i jasno razdvajaju C. acutatum i
C. gloeosporioides, a u okviru C. acutatum se odvajaju nehromogeni i hromogeni izolati.
S. hygroscopicus, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa i B. subtilis sojevi N146, ST 1/111, C13
I QST 713 ispoljavaju antifungalnu aktivnost na Colletotrichum spp. in vitro i in vivo.
S. hygroscopicus obezbeduje zaStitu plodova na nivou sa hemijskim fungicidima
(trifloksistrobin, boskalid+piraklostrobin, pirimetanil+flukvinkonazol, kaptan). Kultivacijom

S. hygroscopicus u podlozi sa 15,07 g/l glicerola, 5,28 g/l ekstrakta kvasca i 0,81 g/l fosfata, u




trajanju 3-4 dana, postize se maksimalno antifungalno delovanje na Colletotrichum spp.

Antifungalno delovanje S. hygroscopicus zasnovano je na produkciji ekstracelularnih,

termostabilnih metabolita. Dvomesecno skladiStenje trtiranih plodova na 24+0,5°C ne slabi

antifungalno delovanje S. hygroscopicus. Etarska ulja origana i timijana ispoljavaju snazno

inhibitorno delovanje na Colletotrichum spp.
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Abstract:

AB

Colletotrichum spp. are significant plant pathogens worldwide in field, as well
as on stored fruits. Two species of this genera, C. acutatum and C. gloeosporioides,
can occur on apple fruits. The species cause significant economic losses on apple fruits
after harvest, during storage, transport and marketing. Scientific community faces
confusion in defining precise systematic position of this genera, as well as in

identification to the species level and lower categories. Conventional

Vii




phytopathological methods do not provide precise identification to the species level.
Thus, molecular approaches are taking the lead in Colletotrichum spp. identification.
Post-harvest pathogens are mainly managed by chemical fungicides. Due to adverse
toxicological properties and resistance occurrence, use of chemical fungicides is being
reduced, and their application after harvest is prohibited in most countries. Therefore,
studies regarding detection of microorganisms and naturally synthetized substances
with a potential for application in biological control are necessary for sustainable

development of agriculture.

The aim of this study was to determine frequency of Colletotrichum spp. on
stored apple fruits in the Republic of Serbia as well as reliability of conventional and
molecular methods in their identification to the species level and lower categories.
Determination of phylogenetic position and molecular distance of the isolates were
also set as investigation goals. The aim was also to determine microorganisms and
essential oils with antifungal activity against Colletotrichum spp. Defining of
cultivation conditions (nutrient medium composition and duration) for the
microorganism with the most pronounced antifungal activity which maximize its

activity and defining its mode of action were also set as goals.

It was found that Colletotrichum spp. are commonly present on stored apple
fruits in Vojvodina Province and in western, central and southeastern parts of Serbia
with a share of 7.8-10% among other phytopathogenic fungi. Due to susceptibility of
C. gloeosporioides to low temperatures, C. acutatum is becoming dominant species of
this genus on stored apple fruits. Discrimination between C. acutatum and C.
gloeosporioides is possible on the basis of phenotypic characteristics of colony (in the
case of chromogenus isolates of C. acutatum), conidium length, colony growth at 5
and 35°C and colony growth rate on different media. Conidium shape and width and
optimal growth temperature are insufficient criteria for identification to the species
level. PCR method using species-specific primers is reliable for identification of C.
acutatum and C. gloeosporioides. rDNK-ITS sequences of the isolates can be
successfully amplified with universal primers, ITS1 and ITS4. Analyses of the
sequences alow construction of highly stable phylogenetic trees with distinctively
separated C. acutatum and C. gloeosporioides clades, and also additional clades of
non-chromogenum and chromogenum C. acutatum isolates. S. hygroscopicus, S.
aureus, B. cereus, P. aeruginosa and B. subtilis strains N146, ST 1/11I, C13 and QST
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713 exhibit antifungal activity against Colletotrichum spp. in vitro and in vivo. S.
hygroscopicus ensures fruit protection at the same level as chemical fungicides
(trifloxistrobin, boscalid+pyraclostrobine, pyrimethanil+flukvinconazol, captan).
Cultivation of S. hygroscopicus in the medium with 15.07 g/l glycerol, 5.28 g/l yeast
extract and 0.81 g/l phosphates, for 3-4 days, ensures maximal antifungal activity
against Colletotrichum spp. Antifungal activity of S. hygroscopicus is based on
production of extracelular, thermostable metabolites. Two-month storage of treated
apple fruits at 2+0.5°C does not reduce antifungal activity of S. hygroscopicus.

Oregano and thyme essential oils exhibit strong inhibitory effects on Colletotrichum

Spp.
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1. UVOD
Plodovi jabuke su tokom citave godine prisutni U ishrani dece u razvoju i odraslih
ljudi kako u svezem stanju, tako i u obliku preradevina, te je kvalitet i zdravstevena

bezbednost ovih namirnica od izuzetnog znacaja za ljudsku populaciju.

Na kvalitet plodova jabuke pored tehnoloskih postupaka koji se primenjuju do berbe,
zaCajno utiu vreme i nacin berbe, tretmani za prevenciju neparazitarnih oboljenja, rezim
cuvanja plodova u hladnja¢i i nakon skladiStenja, nacin sortiranja i pakovanja plodova
(Gvozdenovi¢ i Davidovi¢, 1990; Gvozdenovi¢ i Keserovi¢, 2002). Pored navedenih izazova
u ocuvanju kvaliteta plodova posle berbe, fitopatogene gljive takode znacajno ugrozavaju

kvalitet istih.

Gljive roda Colletotrichum i njihovi teleomorfni stadijumi Glomerella spp.
predstavljaju znacajne biljne patogene Sirom sveta, na jabuci i mnogim drugim biljnim
vrstama. Colletotrichum spp. su prouzrokovaéi karakteristicnih oboljenja poznatih kao
antraknoze. Prouzrokuju ekonomski znacajne gubitke u umerenim, suptropskim i tropskim
pojasevima na velikom broju vrsta Zitarica, povrca, leguminoza i voéa (Freeman i sar., 1998;
Peres i sar., 2002; Lewis Ivey, 2004; Gregori i sar., 2010). Takode su znacajni prouzrokovaci
bolesti biljaka i u nasoj zemlji, kako u polju, tako i u skladistu (Ivanovi¢ i Ivanovié, 1992,
2001; Trkulja 2000a, 2000b, 2003; Ivanovi¢ i sar., 2005; Grahovac i sar., 2010; Zivkovi¢,
2011).

Od vo¢énih vrsta, kao domacini Colletotrichum spp. navode se jabuka, kruska, breskva,
vi$nja, badem, vinova loza, jagoda, borovnica, ribizla, dud, smokva, citrusi, banana, avokado,
mango, Kivi, guava i papaja (von Rapp i Richter, 1990; Johnson i Jones, 1997; Peres i sar.,
2002; Trkulja, 2003; Wharton i Dieguez-Uribeondo, 2004; Agrios, 2005; Ivanovi¢ i sar.,
2005; Zivkovié i sar., 2010; Gregori i sar., 2010). Kao najznadajnije vrste koje se javljaju na
vocu navode se: C. acutatum J. H. Simmonds, C. gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc., C.
fragarie Brooks i C. musae (Berk. et M.A. Curtis) Arx. (Freeman i sar., 1998; Freeman i sar.,
2002; Lewis lvey i sar., 2004). Na teritoriji biv§e Jugoslavije do 1995. godine registrovano je
preko 19 vrsta ovog roda (Arsenijevi¢ i sar., 1996). U svetu i kod nas, primarni
prouzrokovaci antraknoze jabucastog i kostiCavog vocéa su vrste C. gloeosporioides i C.
acutatum (Arsenijevi¢, 1984; Babovi¢ i sar., 1984; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 1992; Stojanovic¢ i

sar., 2002).



lako Colletotrichum vrste inficiraju veliki broj biljnih vrsta pre berbe, ekonomski
najznacajniji gubici se javljaju posle berbe plodova. Mnoge vrste izazivaju latentne infekcije
na domacinima. Sa sazrevanjem plodova, patogen prelazi iz latentne faze u fazu nekrotrofa
pri ¢emu dolazi do ispoljavanja tipi¢nih simptoma oboljenja. Pored ekonomskih Steta koje
patogeni prouzrokuju u uslovima skladi$tenja, u trgovinskoj razmeni, zarazeni plodovi
predstavljaju jedan od znacajnih puteva introdukcije patogena u razliCite delove sveta

(Freeman i sar., 1998).

Smanjenje prinosa plodova jabuke kao posledica napada Colletotrichum spp. krece se
u opsegu 30-80% po Zhang i sar. (2008), ili >40% prema Crusius i sar. (2002).

Zbog uticaja spoljasSnjih faktora na stabilnost i morfolosSke karakteristike, kao i zbog
prisustva prelaznih formi, polifagnosti i izrazite geneticke varijabilnosti, konvencionalne
metode identifikacije nisu uvek pouzdane (Freeman i sar., 2001; Peres i sar., 2005; Zivkovi¢,
2011). Molekularni pristupi su sve vise zastupljeni u identifikaciji fitopatogenih gljiva.
Razvijeno je nekoliko molekularnih tehnika za karakterizaciju populacija i identifikaciju
razli¢itih Colletotrichum vrsta (Johnston i Jones, 1997; Lardner i sar., 1999; Crouch i sar.,
2009; Munda i Geric¢-Stare, 2011).

Najznacajniji region DNK gljiva za molekularnu identifikaciju je region ribozomalne
DNK (rDNK) — ITS (Internal Transcribe Spacer) (Korabecna, 2007). Poredenje sekvenci ITS
regiona se koristi u taksonomiji i molekularnoj filogeniji jer ga je moguce amplifikovati iz
male koli¢ine DNK i zbog velike varijabilnosti ovog regiona izmedu bliskih vrsta kao $to su
C. gloeosporioides i C. acutatum, i u okviru vrste (Giaretta i sar., 2010). Na osnovu razlika u
sekvenci ITS regiona sintetisani su i prajmeri specifi¢ni za vrstu. Molekularna identifikacija
pomocu prajmera specifi¢nih za vrstu pokazala se pouzdanom za identifikaciju i razlikovanje
vrsta C. gloeosporioides i C. acutatum (Screenivasaprasad i sar., 1996; Harp i sar., 2008;
Zivkovié, 2011; Grahovac i sar. 2012).

Za suzbijanje skladisnih patogena u primeni su najzastupljeniji sinteticki fungicidi
(Eckert, 1990). Ipak, njihova primena se sve viSe ograniava zbog rizika po Zivotnu sredinu i
toksikoloskih svojstava, kao i sve ¢eS¢e pojave rezistentnosti, te je primena fungicida posle
berbe zabranjena u mnogim zemljama (Janisiewicz, 2002; Nunes, 2012). Prema
Stokholmskoj konvenciji o zagadivadima Zivotne sredine, od ukupno 12 najopasnijih i
najperzistentnijih zagadivaca 10 su pesticidi (Gilden i sar., 2010). Stoga, neophodan je razvoj
alternativnih mera zastite od skladisnih patogena u $to skorije vreme (Janisiewicz, 2002;

Nunes, 2012). Konvencionalni pesticidi polako gube na znacaju od 2000. godine, sa
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godi$njim padom od 1,5% (Thakore, 2006). Interesovanje za biolo§ko suzbijanje zemljisnih
patogena je ve¢ duze vreme prisutno, dok su istrazivanja bioloskih mera suzbijanja skladis$nih
patogena tek u povoju (Janisiewicz, 2002). Cinjenice da posle berbe plodovi gube otpornost
koja ih je donekle stitila od napada patogena, te da se plodovi peru, §to smanjuje moguénost
kompeticije ve¢ prisutnih korisnih mikroorganizama sa patogenima na plodu, visoka vrednost
robe na trziStu nakon skladistenja u hladnjaci, kao i moguénost kontrolisanja uslova sredine
tokom skladiStenja plodova, idu u prilog uspesnoj primeni bioagensa u zastiti uskladistenih

plodova (Janisiewicz, 2002).

Mnogi rodovi bakterija se ve¢ duze vreme u literaturi spominju kao perspektivni za
suzbijanje prouzrokovaca biljnih bolesti, kao $to su: Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
Streptomyces (Dombou i sar., 2001). Takode, poznato je da prirodne komponente pojedinih
biljnih vrsta kao $to su etarska ulja ispoljavaju antimikrobno i fungicidno delovanje
(Zambonelli i sar., 1996; Oxenham i sar., 2005).

Precizna identifikacija Colletotrichum spp. primenom molekularnih metoda je
preduslov za njihovo uspesno suzbijanje. Imajuci u vidu odrzivi razvoj poljoprivrede i znacaj
kvaliteta plodova jabuke tokom skladiStenja, neophodno je da se strategije zastite plodova
jabuke od pomenutih patogena razvijaju u pravcu primene alternativnih, bioloskih mera.
Istrazivanja usmerena ka otkrivanju mikroorganizama i prirodno sintetisanih materija koje
imaju potencijala za primenu u bioloskoj zastiti biljaka od velikog su znacaja za odrzivi

razvoj savremene poljoprivredne proizvodnje.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Gljive roda Colletotrichum na jabukama i njihov ekonomski
zZnacaj

Rod Colletotrichum predstavlja jedan od najce$¢ih i1 najznacajnijih rodova

fitopatogenih gljiva. Gotovo svaki usev ili zasad Sirom sveta je osetljiv na jednu ili vise

vrsta iz ovog roda. Pomenuti patogeni prouzrokuju trulez plodova posle berbe, kao i

antraknozne pege na nadzemnim, a neretko i podzemnim biljnim organima (Broad, 2010).

U svetskoj bazi Index Fungorum (www.indexfungorum.com) trenutno (2013. godina) su

dostupni podaci za 193 vrste ovog roda, dok su samo dve godine ranije podaci bili
dostupni za 702 vrste. Navedeno govori u prilog ¢injenici da je teSko utvrditi tacan broj
predstavnika roda zbog postojanja ogromnog broja sinonima sumnjive taksonomske
ispravnosti (Zivkovi¢, 2011). Na teritoriji bivie Jugoslavije do 1995. godine registrovano
je preko 19 vrsta ovog roda (Arsenijevic i sar., 1996). Ove polifagne i ubikvitarne vrste su
znacajni prouzrokovaci bolesti biljaka i u nasoj zemlji gde su im, medu vo¢nim vrstama,
najznacajniji domacini vi$nja, jabuka, jagoda i kruska (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 1992, 2001;
Trkulja 2003; Ivanovié i sar., 2005; Grahovac i sar., 2010; Zivkovié, 2011). U svetu i kod
nas, primarni prouzrokovaci antraknoze jabucastog i kostiCavog voca su vrste C.
gloeosporioides i C. acutatum (Arsenijevi¢, 1984; Babovi¢ i sar., 1984; Ivanovi¢ i
Ivanovi¢, 1992; Stojanovi€ 1 sar., 2002). Pojavu antraknoze tj. gorke trulezi na plodovima
jabuke posle berbe, na teritoriji R. Srbije prvi put pominju Vojvodi¢ i sar. (1975), ali su
vrste C. gloeosporioides i C. acutatum kao uzrocnici ove pojave eksperimentalno
potvrdeni na jabuci tek 2000. godine od strane Trkulje (2000a, 2000b).

Prouzrokovaci antraknoze jabuke (C. acutatum i C. gloeosporioides) sirom sveta
uzrokuju znacajne gubitke u proizvodnji iste kako pre, tako i posle berbe plodova. Gubici
pre berbe su veliki u zapadnim oblastima SAD-a (Sutton, 1990), na Novom Zelandu
(Everett i sar., 2006) i u Brazilu (Crusius i sar., 2002). Znacéajni gubici posle berbe
udestaliji su u Svedskoj (Olsson, 1965), Norveskoj (Borve, 2005) i Srbiji (Ivanovié i
Ivanovié, 1992; Trkulja 2000a, 2000b; Trkulja, 2003; Ivanovi¢, i sar., 2005; Zivkovi¢ i
sar., 2010; Grahovac, 2010; Zivkovié¢, 2011). Smanjenje prinosa plodova jabuke kao
posledica napada Colletotrichum spp. kre¢e se u opsegu 30-80% (Zhang i sar., 2008),
odnosno >40% (Crusius i sar., 2002). U slucaju zaraze jagoda u rasadniku moguca je Steta
i do 80% propalih biljaka, dok u proizvodnji gubici prinosa plodova iznose 50%

(Sreenivasaprasad i Talhinhas, 2005). Na bademu gubici premasuju one uzrokovane


http://www.indexfungorum.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2801091/#B21

patogenima iz rodova Cladosporium, Fusarium, Aspergilus itd. (Terabe i sar., 2008). Kod
borovnice gubici su 10 - 20% (Gillet i Schilder, 2009).

Pored ekonomskih $teta koje patogeni prouzrokuju u uslovima skladiStenja,
zarazeni plodovi predstavljaju jedan od znacajnih puteva introdukcije patogena u razlicite
delove sveta (Freeman i sar., 1998). Uz veliki ekonomski znacaj, vrste roda
Colletotrichum su znacajne i kao eksperimentalni modeli (test organizmi) u izu¢avanjima
raznih aspekata razvoja gljiva, infektivnog procesa, otpornosti domacina na patogene,
prenosa signala i interakcije biljka-patogen na molekularnom nivou. Na desetine
laboratorija Sirom sveta bavi se izuCavanjem biologije 1 patogenosti razlicitih

Colletotrichum vrsta (Broad, 2010).

2.2. Istorijat Kklasifikacije roda Colletotrichum

Generi¢ki naziv roda Colletotrichum u primenu je uveo Corda 1831. godine (loc. cit.
Cannon i sar., 2012). Prema Nomenklaturnom kodu za alge, gljive i biljke raniji naziv ovog
roda bio je Vermicularia. Detaljnu nomenklatura roda prema tada (1928. godina) vaze¢im
pravilima navodi Duke (loc.cit. Cannon i sar., 2012), a kasnije Sutton (1990) i Damm i sar.
(2009). Bilo kakav pokusaj da se naziv Vermicularia postavi kao zamena za naziv
Colletotrichum imao bi katastrofalne posledice po nauénu komunikaciju. Rod Gloeosporium
je takode vrlo Cesto meSan sa rodom Colletotrichum krajem XIX i po¢etkom XX veka.
Kori$éen je za taksone roda Colletotrichum bez prisutnih seta u konidiomatama (buduci da je
njihov razvoj varijabilan kod vecine vrsta), ali je takode obuhvatao i razne gljive koje nisu u
vezi sa pripadnicima roda Colletotrichum (Cannon i sar., 2012). Sutton (1980) navodi jos

deset generickih sinonima za Colletotrichum od kojih ni jedan danas nije u upotebi.

U godinama posle objavljivanja naziva Colletotrichum, Corda je dodao jo$ dve vrste
ovom rodu (€iji se nazivi i danas koriste sa nesigurno$c¢u). Pedeset novih taksona na nivou
vrste ili nize je opisano u periodu 1880. - 1900. godine, i ovakav trend otkrivanja i uvodenja
novih vrsta se nastavio i u XX veku. U prvoj von Arx-ovoj monografskoj obradi roda
Colletotrichum iz 1957. godine postojalo je oko 750 naziva. Ova ,,eksplozija“ naziva se danas
moze smatrati uzaludnim bavljenjem taksonomijom vodenom pretezno nekriticnim
pretpostavkama da su vrste roda Colletotrichum specificne za domacina. Rezultat ovakvog
tumacenja bio je da se svaki put kada se pripadnik roda Colletotrichum ustanovi na novom
domacinu, definiSe novi takson, Cak 1 u slucaju nepostojanja jedinstvenih morfoloskih,
dijagnostickih svojstava patogena. Uticaj von Arx-ove monografije bio je priliéno snazan i

doveo je do nove ere u taksonomiji roda Colletotrichum. Njegov pristup bio je zasnovan na
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morfoloskim karakteristikama, bez ili sa vrlo malo osvrtanja na patogena svojstva, §to je
dovelo do smanjenja od oko 750 na 11 vrsta. Mnogi taksoni definisani su na osnovu
literaturnih opisa. Ovako drastiéno smanjenje broja taksona obezbedilo je osnovu za dalji
razvoj sistematike, ali ostalo je nejasno da li je i sam von Arx 11 prihvacenih vrsta posmatrao
kao zbirno opisane agregate ili pojedinacne taksone. Ovo se posebno odnosi na vrstu C.
gloeosporioides (koja ima oko 600 sinonima) koja sadrzi seriju od devet “abweichende
Formen* razliitih formi, ukljucujuéi i pet taksona koje je von Arx ukombinovao u okviru
roda Colletotrichum u prvoj monografiji. Pomenute razli¢ite forme smatrale su se specifiénim
za domacina koje se po morfoloskim karakteristikama nisu mogle razlikovati od osnovne
grupe C. gloeosporioides. Ukljuéeni taksoni bile su vrste koje su danas u okviru C.
orbiculare, C. acutatum i C. gloeosporioides agregata, kao i drugi taksoni danas nepoznate
pripadnosti (Cannon i sar., 2012). Kako navode Sutton (1992) i Cannon i sar. (2000) von
Arx-ov pristup klasifikaciji se danas smatra krutim ¢ak i1 u ¢isto morfoloskom smislu. Ipak,
von Arx-ovo delo je temelj za sva buduca morfolosko-taksonomska istrazivanja roda

Colletotrichum.

Dalja taksonomska istrazivanja bazirala su se na definisanju zbirnih vrsta ili drugih
taksona specifiénih za odredenog domacina. Taksonomiji roda Colletotrichum 1960-tih
godina znacajno je doprineo Simmonds Kkoji je 1965. godine definisao vrstu C. acutatum.
Sutton je 1966. i 1968. godine ukazao na taksonomski znac¢aj morfologije apresorija (Cannon
i sar., 2012). Sutton (1980) je izvrsio je definisao 22 vrste u okviru roda.

Prva Medunarodna radionica na temu Colletotrichum odrzana je 1990. godine na
Univerzitetu Bath, u Ujedinjenom Kraljevstvu (Bailey i Jegger, 1992). Okupljeni su
strucnjaci taksonomije, molekularne biologije, interakcija domacin/parazit 1 patologije. Na
skupu je istaknut znacaj Siroke primene molekularnih metoda u izucavanju roda
Colletotrichum koje su doprinele revolucionarnim istrazivanjima u okviru ovog, kao i mnogih
drugih rodova fitopatogenih gljiva. Mills i sar. (1992) i Screenivasaprasad i sar. (1992) prvi
su objavili primenu DNK sekvenci za razlikovanje Colletotrichum vrsta na osnovu variranja
sekvence u ITS1 regionu rDNK kod Sest Colletotrichum wvrsta, kao i na osnhovu
polimorfizama u istom regionu kod C. gloeosporioides poreklom iz razli¢itih domacina. Broj
radova u kojima su primenjivane molekularne metode u ispitivanjima roda Colletotrichum

naglo je porastao posle 1990. godine.

Dalja znacajna otkrica u sistematici roda postignuta su posebnim izdanjem casopisa

Fungal Diversity krajem 2009. godine koji je sadrzao niz radova na temu revizije
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taksonomije i preglednih radova vezanih za ovaj rod. Ovo ukljucuje uvodni rad o znacaju
precizne identifikacije ovog roda (Hyde i sar., 2009a), kao i zavr$ni rad o Colletotrichum
nazivima koji su trenutno u upotrebi (Hyde i sar., 2009b) i preporukama za polifazne metode
(Cai i sar., 2009). Spisak Colletotrichum naziva koji su danas u upotrebi obuhvatio je ukupno
66 vrsta i jo§ dodatnih 20 nedavno kori$¢enih naziva, ali Se oni smataraju nepouzdanim
(Hyde i sar., 2009b). Ovo je znacajan porast u broju prepoznatih vrsta u odnosu na 23 taksona
na koje je ukazao von Arx (Cannon i sar., 2012) i 39 vrsta koje je definisao Sutton (1992), $to
ukazuje na sve veéu pouzdanost molekularnih metoda u definisanju vrsta. Prema izdanju
Studies in Mycolgy iz 2012. godine, Cannon i sar. (2012) prepoznali su jo$ 41 vrstu, te je broj
vsta roda Colletotrichum porastao na preko 100. U svetskoj bazi Index Fungorum

(www.indexfungorum.com) trenutno su dostupni podaci za 193 vrste ovog roda.

Prema Index Fungorum (2013) trenutna pozicija vrsta C. gloeosporioides i C.

acutatum u Klasifikaciji je:
Carstvo: Fungi
Razdeo: Ascomycota
Klasa: Sordariomycetes
Podklasa: Sordariomycetidae

.Incertae sedis“ — nepoznata taksonomska grupa

Familija: Glomerellaceae.

2.3. Filogenetsko mesto roda Colletotrichum

Colletotrichum je uklju¢en u morfolosku klasifikaciju Ascomycota kao polni
stadijum Glomerella. Kako navode Cannon i sar. (2012) u hronoloskim izdanjima Dictionary
of Fungi do Sestog izdanja (Ainswort, 1971), Glomerella je ¢lan Phyllachoraceae, red
Sphaeriales. Theissen i Sydow (1915) su opisali Phyllachoraceae kao pripadnike reda
Dothideales, a Petrak (1924) je utvrdio da Phyllachora, Polystigma i Physalosporina ne
pripadaju redu Dothideales. Chadefaud (1960) je uveo naziv reda Glomerellales (nije
zvani¢no objavljen), ukljucujuci rodove Glomerella, Phyllachora i jo§ dva roda u okviru
grupe ,,Eu-Glomerellales”. Barr (1976) je uveo naziv reda Phyllachorales (mada nije
zvani¢no objavio) u koji je ukljucio razli¢ite grupe familija zajedno sa familijom
Phyllachoraceae koja je podvedena pod familiju Melogrammataceae. Kao deo ove grupe

prihvacen je i rod Glomerella. Sedam godina kasnije, Barr (1983) je zvani¢no potvrdio naziv
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reda Phyllachorales ali nije znacajno menjao njegov sadrzaj. Hawksworth i sar. (1983) su iste
godine postavili rod Glomerella na njegovu tradicionalnu poziciju u familiju
Phyllachoraceae, ali su ovu familiju tretirali kao jedinog predstavnika reda Polystigmatales,
jos$ jedan naziv za koji se smatra da nije zvani¢no objavljen (loc.cit. Cannon i sar., 2012). U
osmom izdanju Dictionary of Fungi (Hawksworth i sar., 1995) usvojena je sli¢na

klasifikacija, s tim $to je umesto reda Polystigmatales uveden red Phyllachorales.

S obzirom da pripadnici ovog roda ne fromiraju strome, Glomerella je dugo smatran
grani¢nim pripadnikom familije Phyllachoraceae (Cannon, 1991). Naziv familije
Glomerellaceae je prvi put objavljen (nepravilno) od strane Locquin (1984) u okviru opste
klasifikacije gljiva u kojoj je uvedeno preko 278 novih familija. Locquin-ov potez je
generalno bio ignorisan sve dok prva ispitivanja sekvenci zajedno sa ontogenetickim
istrazivanjima (Uecker, 1994) nisu potvrdila da Glomerella i Phyllachora ne pripadaju istom
redu gljiva. Naziv Glomerellaceae je usvojen u devetom izdanju Dictionary of Fungi sa
nesigurnom pozicijom u okviru Sordariomycetidae (Kirk i sar., 2001), a u desetom izdanju

kao nesvrstani takson u okviru Hypocreomycetidae (Kirk i sar., 2008).

Prve pokusaje da se Glomerella/Colletotrichum smeste u molekularni filogenetski
sistem objavili su lllingworth i sar. (1991) i Berbee i Taylor (1992) koriste¢i 18S rDNK
sekvence. lako je broj uzoraka bio nedovoljan da se obezbedi pouzdano pozicioniranje,
uzorci C. gloeosporioides su pokazali da su pripadnici Hypocreales. Veéina kasnijih
filogenetskih istrazivanja ukljucivalo je Glomerella/Colletotrichum samo kao outgrupe ili da
bi se obezbedio generalni okvir za filogeniju nesrodnih grupa (Zhang i Blackwell, 2002;
Castlebury i sar., 2004; Huhndorf i sar., 2004).

Jako je malo podataka o sekvencama Phyllochoraceae sensu stricto. Winka i Eriksson
(2000) su pronasli sekvence 18S rDNK dve Phylachorraceae vrste koje spadaju u
Sordariomycetidae, dok se za Glomerella cingulata smatralo da je u blizoj vezi sa
Hypocreomycetidae. Wanderlei-Silva i sar. (2003) su takode objavili istrazivanja 18S rDNK
prema kojima je Phyllochoraceae polifiletska (viSerasna). U ovim istrazivanjima, najvazniji
taksoni su grupisani u okviru Sordariales, Ophiodothella vaccinii je grupusana u okviru

Xylariales a Glomerella/Colletotrichum kao sestrinska grupa grupe Hypocreales.

Zhang i sar. (2006) su potvrdili filogenetsku poziciju Glomerella u okviru
Hypocreomycetidae. Sestrinska taksonomska veza sa Verticillium-om je obnovljena (Zhang i
sar., 2006), ali je ovakvo grupisanje posledica ogranicenog broja uzorkovanih taksona.

Kasnija istrazivanja su Verticillium svrstala u okviru Plectosphaerellaceae (Zare i sar., 2007,
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Cannon i sar., 2012a). Reblova i sar. (2011) su nastavili razjasnjavanje filogenetske pozicije
Glomerellaceae na osnovu ITS, LSU, SSU i rpb2 gena. U ovom istrazivanju Glomerellaceae
je svrstana u uobiCajene kategorije, a uocene su dve nove familije Australiascaceae i
Reticulascaceae. Na osnovu ovih rezultata potvrden je red Glomerellales za ove tri familije.
Ovo verovatno ne predstavlja kona¢no razjasnjenje filogenetske pozicije roda Colletotrichum,
ali je Glomerellales kategorija ¢vrsto definisana, bez obzira na izraZzene morfoloSke razlike

izmedu tri pomenute familije.

2.4. Najznacajnije kategorije roda Colletotrichum

Filogenetskom analizom utvrdeno je da se rod Colletotrichum sastoji iz devet
kategorija: Acutatum, Boninense, Dematium, Destructivum, Gloeosporioides, Graminicola,
Orbiculare, Spaethianum i Truncatum. Jos uvek ne postoji univerzalno prihvacen postupak
nazivanja ovih kategorija i njihovog uskladivanja sa tradicionalnim taksonomskim
kategorijama Medunarodnog koda za nomenklaturu algi, gljiva 1 biljaka (International Code
of Nomenclature for Algea, Fungi and Plants - ICNAFP), iako nacrt PhyloCode predstavlja

znacajan korak u ovom pravcu (www.ohio.edu/phylocode/). Formalno razlikovanje

kategorija u okviru roda Colletotrichum je veoma pozeljno, iz filogenetskih razloga, buduci
da rod sadrzi puno monofiletskih podjedinica sa zajedni¢kim karakteristikama (pogotovo U

morfologiji spora) (Cannon i sar., 2012).

2.4.1. Acutatum kategorija

Acutatum kategorija je definisana kao kolektivna za C. acutatum i jo§ 29 blisko
povezanih vrsta i C. orchidophilum kao sestrinskim taksonom. U okviru kategorije razlikuju
se dve podkategorije, dok je C. acutatum sensu stricto grani¢na vrsta podkategorije sa ve¢im
brojem vrsta. Akutatum kategorija se efikasno razdvaja primenom podataka ITS sekvence,
kao i osnovne podkategorije, ali za utvrdivanje strukture podkategorija ova sekvenca nije u
potpunosti pouzdana (Cannon i sar., 2012). Detaljan prikaz vrsta ove kategorije dali su
Damm i sar. (2012a).

2.4.2. Gloeosporioides kategorija
Vrste C. gloeosporioides detaljno su prikazali Weir i sar. (2012). Ovo je stabilna
kategorija na veoma dugoj grani sa samo par razlika na lokusima gena. Ipak, ovo je
raznovrsna kategorija u smislu morfologije 1 ukljucuje veliki broj znacajnih biljnih patogena
(Cannon i sar., 2012). Weir i sar. (2012) ustanovili su dve podkategorije na osnovu analize

osam lokusa. Podkategorije su nazvane kahawae i musae.
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2.5. Simptomi antraknoze na plodovima jabuke

Pojava antraknoznih oboljenja moze biti nagla i veoma intenzivna, naro€ito u
uslovima dugog toplog i vlaznog perioda (Biggs and Miller, 2001). Mogu se ispoljavati u dva
razli¢ita oblika: oboljenje koje se javlja u voc¢njaku i oboljenje koje se javlja na zrelim
plodovima posle berbe u skladiStima i nakon iznoSenja plodova iz skladista. Oboljenja se
javljaju pre svega na nadzemnim delovima biljaka, listovima, stablu, i plodovima pre i posle
berbe (Freeman et.al, 1998; Lewis Ivey, 2004).

Prema Sutton-u (1990), u vo¢njaku, ovi patogeni mogu ispoljiti simptome antraknoze
na mladim plodovima, listu jabuke, a takode i pojavu rak-rana na granama. Pojava simptoma
kako na mladim plodovima, tako i na listovima i na granama zabeleZena je i U zemljama
SAD-a. Kako navodi Anonimus (2005), simptomi koje prouzrokuju Colletotrichum spp. se
razlikuju u zavisnosti da li je infekcija ostvarena sporama koje su nastale iz peritecija tj.
peritecijskog tipa, koje produkuju askospore, ili je infekcija konidijskog tipa, koja produkuje
samo konidije. Pocetni simptomi ova dva tipa infekcije su sli¢ni. Infekcija moze da se ostvari
tokom cvetanja, a simptomi na plodovima se vide kao malene sivkasto-braon tacke koje se
dalje ne Sire sve dok plod ne po¢ne da sazreva. Infekcija ploda nastupa mesec dana nakon
opadanja latica u vidu sitnih, ulegnutih svetlo do tamno braon lezija koje mogu biti oivi¢ene
crvenim oreolom na zrelim plodovima. Lezije koje su poreklom od konidijskih infekcija
obi¢no ostaju kruznog oblika i ulezu tokom sazrevanja ploda. Nakon $to lezije dostignu
veli¢inu od 1,2 do 2,4 cm u precniku, oko mesta infekcije u koncentriénim krugovima
formiraju se acervule. Na nekim lezijama acervuli su retki, na drugim gusti. U acervulima na
povrsini ploda se obilno formiraju konidije. U suvim uslovima konidije su kristalnog izgleda,
dok su u vlaznim uslovima mase konidija kremaste, losos crvene do roze boje. Lezije koje su
nastale od spora peritecijskog tipa obi¢no nisu ulegnute i obi¢no su tamnije braon boje od
onih nastalih od konidijskog tipa. Acervuli su §iroko razbacani u tamno braon do crnim
gomilicama po povrsini ploda. Masa konidija peritecijskog tipa je narandZaste, a na starijim
lezijama tamne do crne boje. Obe vrste lezija se konusno Sire prema jezgru ploda. Na
prelasku zdravog u obolelo tkivo lezije su u obliku slova V. Neki inficirani plodovi opadaju,
dok drugi postaju mumificirani i ostaju na granama tokom zime. Faza pegavosti lista koju
prouzrokuje peritecijski tip je reda i javlja se u toplim i vlaZznim uslovima a jako zarazeno
lis¢e opada. Simptomi u vidu rak rana na granama se takode rede javljaju, rak rane su ovalne,

ulegnute sa koncentri¢énim krugovima (Anonimus, 2005).
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Na nasim prostorima nije zabeleZena pojava simptoma na granama (Zivkovi¢, 2011),
Sto je pre svega posledica neodgovarajucih temperatura za razvoj patogena pocetkom sezone.
Mnogo znacajnije ekonomske Stete nastaju usled latentnih infekcija, koje dovode do masovne
pojave antraknoze i to tek nakon berbe plodova, sa ostvarivanjem povoljnih ekoloskih uslova
(Zivkovié, 2011).

Prema Sutton-u (1990), antraknoza ploda jabuke prisutna je u gotovo svim zemljama
gde se ova voéna vrsta komercijalno gaji. Pojava karakteristiénih simptoma zabelezena je u
toku vegetacije, za vreme skladiStenja u neadekvatnim prostorima, kao i po iznoSenju
plodova iz skladista i pri plasmanu na trziste (Agrios, 2005). Prema Borve i Stensvand (2007)
antraknoza na plodovima jabuke se uglavnom intenzivno razvija posle skladiStenja na niskim
temperaturama. Simptomi u hladnim skladistima mogu biti razli€iti i teSko se razlikuju od
trulezi “bikovo oko” (prouzrokova¢ Pezicula malicorticis, anamorf Cryptosporiopsis
curvispora) i lenticelne trulezi (prouzrokova¢ Pezicula alba, anamorf Phlyctaena

vagabunda).

Tipi¢ni simptomi na plodovima se uocavaju u vidu ulegnutih lezija u okviru kojih se
formiraju ruzicaste do narandzaste mase konidija. U slucaju jakih infekcija, lezije se spajaju.
Masa konidija se javlja ili nepravilno rasporedena, ili u koncentri¢nim krugovima u okviru
lezija (Freeman et.al, 1998; Lewis lvey, 2004). Nekroza je progresivna i u veéini slucajeva

dovodi brzo do trulezi ploda (Kim and Hong, 2008).

2.6. Epidemiologija Colletotrichum spp. na jabuci

Epidemiologija nekoliko prouzrokovaca antraknoza ispitivana je u razlic¢itim fazama
razvoja useva. Kod vecine antarknoznih oboljenja konidije se prenose kapima vode i dovode
do pojave latentnih (mirujucih) infekcija koje su najintenzivnije tokom najvlaznijih perioda
vegetacije. Infekcija vrstama roda Colletotrichum moguc¢a je u svim fazama razvoja

domacina (Wharton and Dieguez-Uribeondo, 2004).

Izvori inokuluma vrsta C. gloeosporioides i G. cingulata na jabukama su: rak rane
(samo G. cingulata), mumificirani plodovi, stare peteljke plodova, micelija, peritecije i
acervuli na osusenom drvetu (Sutton, 1990; Borve and Stensvand, 2007). Izvori inokuluma
vrste C. acutatum na jabuci nisu detaljno prouceni (Peres i sar., 2005). U Brazilu, C.
acutatum i C. gloeosporioides su pronadeni u cvetnim pupoljcima tokom zime (Bernandi i
sar., 1983; Crusius i sar., 2002). C. acutatum je takode pronaden u cvetovima jabuke na

Novom Zelandu, ali u manjoj koli¢ini, i u miruju¢im pupoljcima (Everett i sar., 2006). lako je
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u istrazivanjima Borve i Stensvand (2007) broj inficiranih pupoljaka vrstom C. acutatum bio
vrlo nizak, oni bi ipak mogli predstavljati izvor inokuluma u prolece kao §to je utvrdeno za
borovnicu (De Marsay, 2005; Verma i sar., 2006) i treSnju (Borve and Stensvand, 2006).
Dalja istrazivanja su neophodna kako bi se utvrdilo kada se ostvaruju infekcije ploda i da li je
ili ne C. acutatum bez simptoma prisutan na cvetovima i listovima u toku vegetacije kao $to

je to slucaj kod jagode i citrusa (Zulfiquar i sar., 1996; Leandro i sar., 2001).

2.7. ldentifikacija Colletotrichum spp.

Karakterizacija roda Colletotrichum oslanja se na veliki broj kriterijuma kao $to su
morfologija (Freeman i sar., 1998; Dong i sar., 2007; Zivkovi¢, 2011), optimalna temperatura
za porast (Bernsteain i sar., 1995; Wasantha Kumara i Rawal, 2008; Grahovac i sar., 2012),
osetljivost na benomil (Liynage i sar., 1992; Shabi i sar., 1994; 1996;), specifi¢nost prema
domacinu (Bernstein i sar., 1995; Freeman i Shabi, 1996), vegetativna kompatibilnost izolata
(Shabi i sar., 1996; Katan i Shabi, 1996; Freeman i Katan, 1997) i molekularne metode
(Screenivasaprasad i sar., 1992; Afanador-Kafuri i sar., 2003; Dong i sar., 2007; Crouch i
sar., 2009; Giaretta i sar., 2010; Faedda i sar., 2011; Grahovac i sar., 2012; Cannon i sar.,
2012).

Klasi¢ne fitopatoloske metode identifikacije vrsta roda Colletotrichum se pretezno
baziraju na morfoloskim razlikama kao $to su oblik i boja kolonija, veli¢ina i oblik konidija,
prisustvo ili odsustvo seta u acervulama, kao i na razlikama u optimalnoj temperaturi rasta i

postojanju teleomorfnog stadijuma Glomerella (Sutton, 1992).

Smith i Black (1990) su prikazali Klasi¢ne fitopatoloske kriterijume koji omogucavaju
razlikovanje C. acutatum i C. gloeosporioides. Za C. acutatum navode da formira
spororastuc¢u miceliju, bele, bez, narandzaste, ruzicaste ili svetlo roze boje 1 fuziformne
konidije. Isti autori opisuju kolonije C. gloeosporioides kao brzorastuce, tamno sive micelije
koje formiraju cilindri¢ne konidije, zaobljenih vrhova. Sonoda i Pelosi (1988) su utvrdili
prisustvo dve morfoloske grupe Colletotrichum na cvetovima citrusa: jedna grupa izolata je
brzorastu¢a sive boje sa konidijama prosene duzine 14,8 pum, a druga spororastuca
narandZaste boje sa prose¢nom duzinom konidija 13,3 um. Izolati sa micelijom sive boje su
visoko osetljivi na benomil dok je kod izolata narandZaste boje utvrdena niza osetljivost. Xie
i sar. (2010) navode da na KDA podlozi C. acutatum formiraju u pocetku belicaste a kasnije

sive kolonije, dok su kolonije C. gloeosporioides bele, a kasnije maslinaste boje.
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Prema Freeman i sar. (1998) boja kolonije nije dovoljno pouzdan pokazatelj za
diferencijaciju vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides. Medutim, u slu¢aju hromogenih
tipova, tj. ruzicaste boje kolonija, isti autori, kao i mnogi drugi (Trkulja, 2004; Gonzales i
Sutton, 2004; Peres i sar., 2005, Zivkovi¢, 2011), ukazuju da se sa priliénom sigurno$éu moze
tvrditi da se radi o hromogenim vrstama C. acutatum. Puno autora navodi brzi rast
C. gloeosporioides u odnosu na C. acutatum, kao karakteristiku taksonomskog znacaja
(Smith i Black, 1990; Bernstein i sar., 1995; Shi i sar., 1996; McKay i sar., 2009). Takode,
Cesti su navodi da je prosecna duzina konidija vrste C. acutatum manja od prosecne duzine
C. gloeosporioides (Sutton, 1980; Baxter i sar., 1983; Trkulja, 2004; Zivkovié, 2011).
Medutim, u istrazivanjima Xie i sar. (2010), duzina konidija C. acutatum bila je veca od
C. gloeosporioides. Kada je u pitanju osetljivost na benomil, Peres i sar. (2005) navode da
C. acutatum nije ni visoko osetljiv ni visoko tolerantan na benomil. Naime, koli¢ine primene
benomila (0,1 — 1 pl/ml) koje prouzrokuju 20-50% inhibicije rasta micelije ove vrste najéesce
od rezistentnih sojeva C. gloeosporioides, te ovaj kriterijum za razlikovanje vrsta moze biti

nepouzdan.

U ispitivanjima Xie i sar. (2010), na KDA podlozi izolati C. gloeosporioides brzo su
formirali peritecije sa askusima i askosporama dok ni jedan izolat C. acutatum nije formirao
polni stadijum. Medutim, u istrazivanjima Guerber i Correll (2001) u vestackoj kulturi na
podlozi ,,Minimal Salts Medium®“ C. acutatum je formirao teleomorf G. acutata. U istim
istrazivanjima je utvrdeno da su izolati vrste C. acutatum poreklom iz istth domacina
autosterilni, medutim oplodnja sa izolatima C. acutatum iz drugih domacina vrlo brzo dovodi
do pojave teleomorfa G. acutata. Kako navode Wharton i Dieguez-Uribeondo (2004) polna
rekombinacija kod vecine Colletotrichum vrsta je retka u prirodi. Polni stadijum vrste C.
acutatum nije nikada pronaden u prirodi (Johnston i Jones, 1997; Freeman i sar., 2001).
Medutim, postojanje polnog stadijuma C. gloeosporioides (G. cingulata) utvrdeno je u
prirodi na plodovima jabuke (Latham i Williams 1983; Camilo i sar., 1988; Sutton, 1990;
Borve i Stensvand, 2007), kao i u vesStackoj kulturi ovih gljiva (Shi i sar., 1996; Xie i sar.,
2010). Wasantha Kumara i Rawal (2008) navode da zbog uticaja sredine na stabilnost gore
navedenih karakteristika kao i prisustva prelaznih formi, pomenuti kriterijumi nisu uvek

dovoljni za perciznu identifikaciju vrsta roda Colletotrichum.

Kako bi se sistematski okarakterisale Colletotrichum vrste, primenjuju se molekularne

metode. Pocevsi od primene metodologije zasnovane na molekularnim markerima koja je u

15



primeni od 1980-ih godina, zatim analize rDNK, ITS sekvence, izrade specifi¢nih prajmera
na osnovu razlika u sekvenci ITS regiona (Brown i sar., 1996; Johnston and Jones, 1997) i
izrada stabala analizom sekvence ITS regiona od pocetka 1990-ih godina (Sreenivasaprasad i
sar., 1996a), sve do skorijeg vremena kada otpo¢inje molekularna filogenija na osnovu dva ili
viSe lokusa (Du i sar., 2005; Crouch i sar., 2009). Uz nekoliko izuzetaka, primena ITS
sekvence dominira u savremenim molekularnim sistematskim istrazivanjima Colletotrichum
spp. (Crouch i sar., 2009).

U velikom broju istrazivanja, primenom PCR metode i specifi¢niih prajmera Calnt2 i
Cglint u kombinaciji sa univerzalnim prajmerom ITS4 pozdano su identifikovane vrste C.
acutatum i C. gloeosporioides (Screenivasaprasad i sar., 1996; Lewis lvey i sar., 2004;
Martinez i sar., 2009; Zivkovi¢, 2011; Liu i sar., 2012). Medutim, Anrade i sar. (2007)
navode da su pomenuti prajmeri omogucili identifikaciju svega Sest od ukupno 29 izolata sa
papaje, dok je razlikovanje vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides medu preostala 23 izolata

bilo moguc¢e RFLP analizom ITS regiona.

PCR metodom, primenom univerzalnih prajmera ITS1 i ITS4 amplifikuju se produkti
rDNK-ITS regiona Colletotrichum spp. veli¢ine oko 600 bp (Freeman i sar., 2001; Culebras i
sar., 2003). Analizom dobijenih ITS sekvenci, moguce je razlikovati vste C. acutatum i C.
gloeosporioides (Crouch i sar., 2009). Medutim, isti autori ukazuju na nedostatak analize
rDNK-ITS i tvrde da razlikovanje manjih podgrupa samo na osnovu ITS sekvence nije

dovoljno pouzdano i da su bootstrap vednosti obi¢no ispod 50%.

Moze se konstatovati da je identifikacija Colletotrichum vrsta primenom klasi¢nih
fitopatoloskh metoda veoma zahtevna i duga, a nedovoljno precizna. Iz ovog razloga, u
savremenim istraZivanjima neophodna je implementacija molekularnih metoda. Medutim, 1
prilikom molekularne identifikacije, potrebno je primeniti vise od jedne metode. Otuda, za
preciznu identifikaciju do nivoa vrste i niZih kategorija, neophodna je kombinacija klasi¢nih

fitopatoloskih metoda i vise od jedne molekularne metode.

2.8. Suzbijanje Colletotrichum spp.

Kako navodi Nunes (2012), ukoliko manipulacija plodovima tokom i posle berbe, kao
1 uslovi skladiStenja nisu odgovarajuéi, gubici plodova voca i povréa posle berbe mogu
iznositi od 25% (razvijene zemlje) do oko 50% (zemlje u razvoju). Kada je u pitanju voce,
najveéi deo gubitaka uzrokovan je fitopatogenim gljivama (Nunes, 2012). Uprkos razvoju
novih fungicida i unapredenih tehnologija skladistenja 1960-ih i 1970-ih godina koji su
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znacajno produzili period ¢uvanja plodova posle berbe, gubici su i dalje visoki (Janisiewicz,
2002). Oni se smanjuju pretezno primenom fungicida (Eckert, 1990), merama zastite posle
berbe kojima se smanjuje koli¢ina prisutnog inokuluma i ¢uvanjem plodova u namenskim
skladistima (niske temperature snazno inhibiraju razvoj patogena od berbe do iznoSenja na
trziste).

U R. Srbiji nema registrovanih preparata za tertiranje plodova jabuke posle berbe. Za
primenu tokom tehnoloSke zrelsti plodova a najkasnije 15 dana pre berbe za suzbijanje
prouzrokovaca trulezi registrovani su preparati: Zato 50 WG (a.m. trifloksistrobin — hemijska
grupa strobilurina), Galofungin (a.m. karbendazim — hemijska grupa benzimidazola), Geoxe
50 WG (a.m. fludioksonil — hemijska grupa fenil pirola), Switch 62,5 WG (a.m. ciprodinil +
fludioksonil - hemijska grupa anilin pirimidina i fenil pirola), Funomil (a.m. tiofanat-metil —
hemijska grupa karbamata) i Bellis (boskalid+piraklostrobin — piridin-karboksamidi i
metoksi-karbamati). Od bioloskih preparata registrovan je samo jedan na bazi bakterije
Bacillus subtilis soj ST 1/1I1 (F-Stop, formulisan kao SC, 15x1010 CFU/ml) (Sekuli¢ i
Jelici¢, 2013).

Prema bazi podataka pesticida Evropske Unije od 2014. godine

(http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/?event), ni jedna od aktivnih  supstanci

registrovanih za suzbijanje trulezi plodova jabuke u R. Srbiji ne nalazi se na spisku od 55
fungicida ¢ija primena nije odobrena direktivom 67/548/EEC. Odsustvo registrovanih
preparata za primenu posle berbe jabuke u R. Srbiji, u skladu je sa preporukama radne grupe
juznog Tirola za integralnu proizvodnju jabuéastog voca (Agrios, 2013). Primena fungicida
koji su registrovani za suzbijanje prozrokovaca trulezi u R. Srbiji, osim karbendazima i
tiofanat-metila, predvidena je i smernicama za integralnu proizvodnju jabuastog voca
(Agrios, 2013). Karbendazim je u grupi fungicida ¢ija je primena dozvoljena direktivom
Evropske Unije 67/548/EEC. Ova aktivna materija je manje toksi¢an metabolit benomila.
Primena benomila je zabranjena kako pretpostavkama Agrios-a i direktive 67/548/EEC, tako
i Pravilnikom o ograni¢enjima i zabranama proizvodnje, stavljanja u promet i kori§¢enja
hemikalija (SI. glasnik RS", br. 90/2013l). U konsolidovanoj verziji od 09.08.2009.
Regulative Evropske Unije (EC) broj 889/2008 koja prikazuje detaljna pravila za
implementaciju Regulative (EC) 834/2007 o organskoj proizvodnji i obelezavanju organskih
proizvoda, u Aneksu II se navode materije €ija je primena u svojstvu fungicida dozvoljena u
organskoj proizvodnji. U pitanju su lecitin, etarska ulja, mikroorganizmi, bakar, kalcijum

polisulfid, natrijum permanganat, sumpor, kalcijum hidroksid i natrijum bikarbonat
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(http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32008R0889:en:NOT).

Dakle, od preparata registrovanih za suzbijanje prouzrokovaca trulezi u R. Srbiji, postoji

samo jedan preparat (F-Stop) ¢ija bi primena u organskoj proizvodnji bila u skladu sa
regulativama Evropske Unije.

lako se sinteti¢ki fungicidi naj¢e$¢e primenjuju U suzbijanju oboljenja uskladistenih
plodova voca, sve vecéa briga oko toksi¢nosti ovih supstanci, razvoja rezistentnosti patogena
na fungicide, i Stetnih efektata na Zivotnu sredinu i zdravlje ljudi, doveli su do potrebe za
pronalazenjem alternative hemijskoj zastiti. Primena fungicida posle berbe je zabranjena u
mnogim evropskim zemljama (Adaskaveg i Forster, 2010). Kao alternativne metode zastite
navode se: primena biofungicida, skladiStenje voc¢a u kontrolisanoj atmosferi, primena o0zona,
snaznog oksidansa, koji je efikasan protiv raznih mikroorganizama na plodovima voca,
zagrevanje plodova posle berbe, modifikacija agrotehnickih mera i genetska modifikacija
(GMO) (Tian, 2007; Cawoy i sar., 2011). Jedan od problema sa kojim se susreCemo U R.
Srbiji jeste starost hladnjaca i nedostatak istih sa uslovima kontrolisane atmosfere

(Gvozdenovi¢ i Keserovi¢, 2002).

Biopesticidi su proizvodi za zastitu bilja na bazi zivih organizama ili proizvoda koje
sintetiSu zivi organizmi. Mogu se podeliti u Cetiri osnovne grupe: mikroorganizmi (mikrobni
pesticidi), drugi organizmi koji se primenjuju u zastiti bilja (nematode, insekti itd.), prirodne
materije dobijene od zivih organizama (biohemijski pesticidi) i primena geneticki

modifikovanih biljaka (Thakore, 2006; EPA, 2011).

Biopesticidi imaju nekoliko prednosti nad sintetickim pesticidima: brze se razgraduju
u zivotnoj sredini i manje su toksi¢ni za neciljane organizme (Thakore, 2006). Njihovi
mehanizmi delovanja su obi¢no drugaciji od mehanizma delovanja konvencionalnih
pesticida. Zbog toga, oni mogu pomo¢i u suzbijanju rezistentnih populacija i mogu se
primenjivati u kombinaciji sa konvencionalnim pesticidima kako bi se izbegao razvoj

rezistentnosti (Cawoy i sar., 2011).

Medu biopesticidima, proizvodi na bazi mikroorganizama ¢ine oko 30% ukupne
prodaje i imaju Siroku primenu. Jedna od prednosti biopesticida na bazi mikroorganizama
jeste njihov mehanizam delovanja koji je generalno zasnovan na borbi za prostor i hranu,
direktnom antagonizmu u odnosu na rast fitopatogenog organizma i imunizaciji biljke
domacina. U poredenju sa primenom genetski modifikovanih biljaka, pesticidi na bazi
mikroorganizama uzivaju vece poverenje potrosac¢a. U Evropi postoje razne pravne barijere u

korisc¢enju genetski modifikovanih organizama. Mikroorganizmi su u prednosti i u odnosu na
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primenu prirodnih ekstrakata (biohemijskih pesticida). Naime, oni se mogu nastaniti u
fitosferi i konstantno proizvoditi bioaktivne supstance in situ. Buduc¢i da se aktivni molekuli
proizvode ili prilikom direktnog kontakta sa ciljanim organizmom ili samo u njegovoj blizini,
a za postizanje visoke efikasnosti potrebne su vrlo male koli¢ine biopesticida (Cawoy i sar.,
2011). Pored sposobnosti da smanje intenzitet zaraze, neki biopesticidi na bazi
mikroorganizama imaju i pozitivan efekat na samu biljku tako $to uticu pozitivno na njen rast
i ishranu (biodubriva i fitostimulatori) i na interakciju biljke domacina i1 korisnih
mikroorganizama (Antoun i Prevost, 2006). Uprkos prednostima, biopesticidi zauzimaju mali
deo trzista pesticida (2,5% u 2005. godini). Medutim, ovo je i dalje zna¢ajno buduci da je u
2005. godini prodaja pesticida dostigla nivo od 26,7 milijarde dolara. Zainteresovanost za
biopesticide na trzistu je sve veca te se oCekuje porast prodaje za 15% na godiSnjem nivou,
dok je od 2000. godine za konvencionalne pesticide zabelezen pad prodaje od 1,5% godisnje
(Thakore, 2006).

U poredenju sa interesovanjem za bioloSko suzbijanje  zemljiSnih patogena,
istrazivanja vezana za biolosko suzbijanje prouzrokovaca trulezi plodova u skladistima je tek
u povoju (Janisiewicz, 2002). Sredina u kojoj se ¢uvaju plodovi posle berbe narocito je
povoljna za primenu biopreparata, budu¢i da se mozZe podesiti favorizovanje razvoja
antagonista; u vecini slucajeva se plodovi posle berbe peru §to onemoguéava kompeticiju
drugih mikroorganizama sa primenjenim agensom, kao i smetnje drugih faktora, na primer
Cestica praSine. Zbog visoke cene koStanja mikrobioloSkih preparata, njihova primena u
skladi$tu je opravdana u odnosu na primenu u polju (Nunes, 2012). Iako sredina u skladistu
obezbeduje povoljne uslove za primenu mera bioloske zastite, Chalutz i Droby (1997)
ukazuju na izvesne poteSkoce na koje treba obratiti paznju. To je, pre svega, visok nivo
ostvarene zaStite plodova od fitopatogenih gljiva koji se zahteva u skladistima (95-98%).
Zatim, pitanje zdravstvene bezbednosti hrane budu¢i da bioloska zaStita primenom
mikroorganizama podrazumeva njihovo prisustvo u hrani, i na kraju, malo potencijalno

trziSte za biofungicide koji bi se primenjivali isklju¢ivo u skladiStima (Nunes, 2010).

U literaturi se ve¢ dugo vremena navode i neki rodovi bakterija kao perspektivni
bioagensi: Bacillus (Anwar, 1949; Burr i sar., 1978), Streptomyces (Tahvonen, 1982),

Enterobacter (Hadar i sar., 1983), Pseudomonas (Caesar i Burr, 1987).
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2.8.1. Primena bakterija iz roda Streptomyces u bioloskoj zastiti

Istrazivanja prirodnih proizvoda za zasStitu bilja koji bi se mogli plasirati na svetsko
trziSte sU znacajno napredovala i aktinomicete, naro€ito iz roda Streptomyces, pokazale su se
kao dobri kandidati za pronalazenje novih pristupa u suzbijanju biljnih bolesti (Behal, 2000;
Hassan i sar., 2011). Aktinomicete pripadaju redu Actinomycetales, odeljak (division) Gram
pozitivnih bakterija. Ovo su dobro poznate saprofitne bakterije koje razgraduju organsku
materiju, naro¢ito biopolimere kao $to su lignoceluloza, skrob i hitin u zemljistu (Crawford i
sar., 1993). One takode sintetiSu I Sirok dijapazon antibiotika kao produkte sekundarnog
metabolizma. Agroindustrija je veoma zainteresovana za ovu grupu organizama kao izvore
materija za pospeSivanje rasta biljaka i supstanci koje bi se mogle koristiti u bioloskoj zastiti

bilja (Doumbou i sar., 2001)

Prvi primer bakterije iz roda Streptomyces kao agensa bioloSke zastite je Streptomyces
griseoviridis Anderson i sar. soj K61. Ovaj soj je izolvan iz treseta (Tahvonen, 1982) i
aktivan je u odnosu na niz fitopatogenih gljiva kao $to su Alternaria brassicola (Schw.)
Wiltsh., Botrytis cinerea Pers.: Fr., Fusarium avenaceum (Fr. Fr.) Sacc., F. culmorum (Wm.
G. Smith) Sacc., F. oxysporum Schlechtend.: Fr. F.sp. dianthi (Prill. and Delac.) W.C. Snyder
and H.N. Hans, Pythium debaryanum Hese sensu Middleton, Phomopsis sclerotioides
Kesterens, Rhizoctonia solani i Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (Tahvonen, 1982).
Posle S. griseoviridis, identifikovano je jos streptomiceta koje ispoljavaju aktivnost na biljne
patogene: S. hygroscopicus (Rothrock i Gottlieb, 1984), S. violaceusniger (Crawford i sar.,
1993), S. lydicus (Yuan i Crawford, 1995), S. diastatochromogenes (Liu i sar., 1995).

Delovanje aktinomiceta kao bioagenasa moze se objasniti njihovom sposobnoséu
kolonizacije biljne povrsine, antibioze sa biljnim patogenima, sinteze ekstracelularnih
proteina 1 razgradnje fitotoksina (Doumbou i sar., 2001). Antagonisticka aktivnost roda
Streptomyces prema biljnim patogenima se najceS¢e vezuje za njihovu sposobnost sinteze
antifungalnih materija i ekstracelularnih hidrolitickih enzima. Medu enzimima koje sintetiSu
ovi mikroorganizmi, hitinaza i §-1,3-glukanaza se smatraju znacajnim za hidrolizu éelijskog

zida fitopatogenih gljiva (Prapagdee i sar., 2008).

Identifikacija aktinomiceta koje imaju sposobnost kolonizacije biljnog tkiva i
ispoljavaju antagonisti¢ko delovanje na biljne patogene su od izuzetnog znacaja (Doumbou,
2001). Podataka o antagonistickom delovanju ovih mikroorganizama na Colletotrichum spp.
je malo (Prapagdee i sar. 2008a; Shimizu i sar., 2009; Zivkovié¢ i sar., 2010; Ismet i sar.,
2012), jer su pretezno izucavani kao antagonisti zemljiSnih patogena. Jedna od vrsta roda
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Streptomyces koja ispoljava snazan antagonizam prema Colletotrichum spp. je

S. hygroscopicus (Prapagdee i sar., 2008; 2008a).

U svetu postoje komercijalno dostupni biofungicidi na bazi dve vrste ovog roda S.
lydicus i S. griseoviridis (Cawoy i sar., 2011).

2.8.2. Primena bakterija iz roda Bacillus u bioloskoj zastiti

Oko polovine komercijalno dostupnih bakterijskih preparata je na bazi bakterija iz
roda Bacillus. Ovaj rod je geneticki veoma raznovrstan i prisutan u razli¢itim sredinama, od
morske vode do zemljista, pa ¢ak i na izvoriStima vrele vode (Hoch i sar., 1993). Ove
bakterije su najznacajniji izvor potencijalnih mikrobnih pesticida zahvaljuju¢i nekoliko
svojstava. Pripadnici roda Bacillus, kao $to je na primer B. subtilis, su dobro izuceni
organizmi $to omogucava njihovu racionalnu primenu kao biopesticida. Zatim,
Administracija za hranu i lekove Sjedinjenih Americkih Drzava (US Food and Drug
Administration - USFDA) odobrila je status ,,generalno bezbedni* (Generally regarded as
safe - GRAS), nepatogeni mikroorganizmi za B. subtilis (Cawoy i sar., 2011). Ova ¢injenica
je najznacajnija za njihovu primenu u bioloskoj zastiti. V/rste roda Bacillus imaju sposobnost
da stvaraju spore — izuzetno otporne dormantne forme koje mogu da prezive visoke
temperature, nepovojne pH vrednosti, nedostatak hrane, vode itd. (Piggot i Hilbert, 2004).
Ova sposobnost moze da se iskoristi prilikom proizvodnje biopesticida, indukovanjem
sporulacije na kraju proizvodnog procesa §to produzava rok trajanja i ne zahteva posebne

uslove skladistenja biopesticida (Lolloo i sar., 2010).

Postoji vise vrsta ovog roda (B. subtilis, B. pumilus, B. velezensis,B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens i B. cereus) za koje je utvrdena antifungalna aktivnost i na bazi kojih su

formulisani komercijalno dostupni preparati (Cawoy i sar., 2011).

Vrsta B. subtilis je fakultativni anaerob (Nakano i Hulett, 1997), §to je znacajno
svojstvo za zemljiSne biopesticide buduci da koli¢ina kiseonika u zemljiStu moze varirati, kao
i za biofungicide koji se koriste za zastitu u skladiStima zbog veoma niskog sadrzaja
kiseonika u savremenim hladnja¢ama (ULO - Ultra Low Oxygen). B. subtilis su pokretne i
mogu brzo da kolonizuju nove ekoloske nise, imaju raznovrsne mehanizme delovanja na
patogene organizme i vrlo ¢esto jedan soj deluje pomoéu nekoliko mehanizama. Spektar
delovanja ovih bakterija na fitopatogene gljive je izuzetno Sirok (Cawoy, 2011). Aktivnost

B. subtilis na razli¢ite vrste iz roda Colletotrichum navode brojni autori (Havenga i sar.,
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1999; Collins i Jacobsen, 2003; Ongena i sar., 2005; Demoz i Korsten, 2006; Kupper, 2009;
Zivkovié i sar., 2010; Fu i sar., 2010; Cawoy i sar., 2011).

2.8.3. Primena etarskih ulja u bioloskoj zastiti

Istrazivanja fungicida dobijenih ekstrakcijom iz biljaka postaju sve intenzivnija
budu¢i da je ocigledno da ove materije mogu znacajno unaprediti agrohemijsku tehnologiju.
Pretpostavke da se proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka prirodno javljaju kako bi
aktivno §titili biljke od napada patogena su utemeljene na ¢injenicama (Kim i sar., 2003).
Sekundarni  biljni metaboliti su cesto aktivni protiv malog broja ciljanih vrsta
mikroorganizama. Razlazu se u prirodi do netoksi¢nih materija i mogu biti veoma korisni u
programima integralne zastite bilja. Zbog toga, postoje nastojanja da se preparati na bazi
sekundarnih biljnih metabolita uvedu u primenu kao komercijalni biofungicidi (Lee i sar.,
2001). Medu sekundarne biljne metabolite koji ispoljavaju snazno antimikrobno i fungicidno
dejstvo (Oxenham i sar., 2005) svrstana su i etarska ulja (Isman, 2000). Visok potencijal
etarskih ulja u suzbijanju biljnih patogena ogleda se u njihovom prirodnom poreklu koje ih
¢ini manje Stetnim za zZivotnu sredinu 1 ¢oveka, kao 1 malom riziku za razvoj rezistentnosti
patogena, jer po svom sastavu predstavljaju kompleks jedinjenja sa razli¢itim mehanizmima

delovanja (Daferera i sar., 2003).

Antifungalna aktivnost etarskih ulja je tesno povezana sa sadrzajem monoterpenskih
fenola, narocito timola, karvakrola i eugenola (Barrera-Necha i sar., 2008). Etarska ulja
mnogih biljaka poznata su po razli¢itom spektru antimikrobnog delovanja (Wilson i sar.,
1997; Suhr and Nielsen, 2003; Tanovi¢ i sar. 2004). Sli¢no, utvrdene su znacajne razlike u
osetljivosti razli¢itih fitopatogenih gljiva na iste vrste etarskih ulja (Muller Riebau i sar.,
1995; Sokovi¢ i sar., 2009). Ove materije mogu inhibirati rast patogena privremeno
(fungistaticno delovanje) ili trajno (fungicidno delovanje) (Abd-Alla i Haggag, 2013). Efekti
etarskih ulja na C. gloeosporioides, a narocito na C. acutatum ispitivani su u zna¢ajno manjoj
meri u odnosu na druge vrste fitopatogenih gljiva (Bosquez-Molina i sar., 2010; Duduk i sar.,
2010; Padman i Janardrhana, 2011).
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2.8.4. Optimizacija proizvodnje agenasa za primenu u bioloskoj
zastiti
Prva faza otkrivanja agensa za biolosku zaStitu je izolacija i ispitivanje njegove
efikasnosti in vitro i in vivo. Preduslov za komercijalni razvoj je optimizovanje uslova koje
mikroorganizam zahteva za maksimalnu produkciju metabolita antagonisticke aktivnosti
(Priya i sar., 2011; Nunes, 2012). Najznacajniji faktori u procesu gajenja mikroorganizma
koji direktno uti¢u na produkciju antifungalnih supstanci su: sastav podloge (izvori ugljenika,
azota i fosfora) kao i trajanje kultivacije, budu¢i da ove komponente u najveéem broju

sluc¢ajeva predstavljaju sekundarne proizvode metabolizma.

Optimizacija predstavlja postupak pronalazenja neophodnih uslova koje je potrebno
ispuniti da bi se postigao najbolji rezultat u datoj situaciji (Popov, 2000). Veliki deo
istraZivanja u nauci 1 inZenjerstvu, a pogotovo u industriji je empirijski. Upotreba statistickih
metoda planiranja moze znatno povecati efikasnost samog eksperimenta i dovesti do boljih i
pouzdanijih zaklju¢aka. Eksperiment ima veoma vaznu ulogu pri razvoju novih proizvoda,
kao i razvoju i poboljSanju procesa proizvodnje. Zbog toga, on zauzima centralno mesto u
nauci, narocCito danas, zbog kompleksnosti problema sa kojima se nauka suo€ava (Lazic,

2004).

U najcesce koriséene postupke za analizu procesa svrstava se metoda odzivne
povrsine (engl: Response Surface Methodology, RSM) (Myers i Montgomery, 2002; Khayet i
sar., 2008). Metoda RSM je skup matematickih i statistiCkih postupaka koji se koriste za
formiranje empirijskih modela i analizu procesa. Cilj je da se na osnovu pazljivo odabranog
eksperimentalnog plana optimizuju odzivi sistema koji zavise od viSe nezavisno promenljivih

parametara (Montgomery, 2005).

Osnovna prednost RSM je u tome S$to je potreban manji broj eksperimentalnih
podataka da bi se obezbedio dovoljan broj informacija za odredivanje statisticki validnih
rezultata. RSM jednacine opisuju parametre sistema i njihov uticaj na posmatrane odzive
sistema, odreduju meduzavisnosti testiranih promenljivih, ispituju kombinovane efekte
parametara procesa na posmatrane odzive i obezbeduju efikasno istrazivanje procesa (Mayers

i Montgomery, 2002).

Izbor odgovarajuéeg eksperimentalnog plana kljucan je korak u primeni postupka
odzivne povrSine. Na raspolaganju su brojni eksperimentalni planovi koji se razlikuju pre

Svega po broju eksperimenata koji omogucavaju adekvatno predstavljanje eksperimentalnog
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prostora, kao $to su centralni kompozitni plan, Box-Behnkenov plan, Doehlertov plan i dr

(Ferreira i sar., 2007). Optimizaciju pomoc¢u RSM je moguce podeliti u tri faze:
a. Odredivanje nezavisnih parametara i njihovih nivoa.

b. Izbor odgovarajuceg eksperimentalnog plana, predvidanje i provera jednacéine
modela. Box-Behnkenov plan ima prednost nad ostalim u pogledu efikasnosti,
odnosno odnosa izmedu broja koeficijenata koji se javljaju u odabranom

modelu i broja eksperimenata koje je potrebno izvesti.

c. Graficko prikazivanje jednacine modela i odredivanje optimalnih uslova

proizvodnje.

Jednacina modela graficki moze biti prikazana na dva nacina, u dve ili tri dimenzije.
Trodimenzionalni dijagram se naziva odzivna povrSina i on pokazuje povezanost odziva i
nezavisno promenljivih. Dvodimenzionalni dijagram, u obliku kontura, daje dobru sliku
oblika odzivne povrSine. Kada ovaj dijagram pokaze elipsu ili krug, centar sistema daje
maksimum ili minimum odziva. Ukoliko dijagram pokaze hiperbolu ili parabolu, fiksna tac¢ka

se naziva prevojna tacka i ona nije ni minimum ni maksimum (Mayers i Montgomery, 2002).
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3. ZADACI I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Zadaci istrazivanja su:

Prikupljanje plodova jabuke sa simptomima trulezi iz skladiSta na teritoriji R. Srbije,

tokom tri uzastopne godine.

Izolovanje prouzrokovaca trulezi na hranljivu podlogu i dobijanje cistih kultura

monosporijalnih izolata Colletotrichum spp.

Provera patogenosti izolata, reizolacija i provera patogenosti reizolata. Formiranje

trajne kolekcije patogenih, monosporijalnih izolata.

Ispitivanje morfoloskih, fizioloSkih i1 patogenih odlika, izolacija DNK i molekularna
identifikacija izolata primenom prajmera specificnih za vrstu, i amplifikovanje ITS

regiona.

Ispitivanje antifungalne aktivnosti nekoliko mikroorganizama i etarskih ulja na izolate

C. acutatum i C. gloeosporioides.

Ciljevi istrazivanja su:
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Utvrdivanje zastupljenosti i frkventnosti Colletotrichum spp. na plodovima jabuke u

skladiStima na teritoriji R. Srbije.

Identifikacije najzastupljenijih vrsta ovog roda kao prouzrokovaca trulezi plodova

jabuke kod nas.

Ispitivanje pouzdanosti i specifi¢nosti identifikacije C. acutatum i C. gloeosporioides

primenom klasi¢nih i molekularnih metoda.

Izrada filogenetskog stabla, utvrdivanje filogenetske pozicije 1 geneticke udaljenosti

izolata.

Utvrdivanje koji mikroorganizmi i etarska ulja ispoljavaju antifungalnu aktivnost na
C. acutatum i C. gloeosporioides.
Optimizacija uslova proizvodnje mikroorganizma koji ispolji najizrazenije

antifungalno delovanje i utvrdivanje na¢ina njegovog delovanja.



4. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu pregledane literature konstatovano je da su Colletotrichum spp.
ekonomski znacajni patogeni biljaka. Medu brojnim bolestima koje ovi patogeni prouzrokuju,
vrste C. acutatum i C. gloeosporioides imaju poseban znacaj kao prouzrokovaéi trulezi
plodova jabuke u skladiStu, $to su preliminarna ispitivanja u okviru ovog rada i potvrdila.
Uzimaju¢i u obzir da se u literaturi navodi nekoliko stotina vrsta ovog roda, kao
prouzrokovaca raznih bolesti na biljkama, a medu njima i trulezi plodova jabuke, realna je
pretpostavka da Klasi¢ne fitopatoloSske metode nisu dovoljno pouzdane za identifikaciju ovih
patogena do nivoa vrste. Pretpostavka je da se primenom molekularnih metoda zasnovaih na
analizi DNK, metodom lancane reakcije polimeraze (PCR) uz koris¢enje prajmera specifi¢nih
za vrstu mogu pouzdano razlikovati vrste C. acutatum i C. gloeosporioides. Ove vrste mogu
se razdvojiti istom metodom i primenom univerzalnih prajmera, uz analizu replikovanih ITS
sekvenci, a u okviru vrste C. acutatum izdvojiti geneticke grupe koje se i morfoloski

razlikuju.

Pretpostavlja se da pojedini mikroorganizmi i etarska ulja ispoljavaju antifungalno
delovanje na Colletotrichum spp. Ispoljeno anifungalno delovanje zavisi od faktora kao $to su
vrsta mikroorganizma ili etarskog ulja; vrsta gljive na koju se aktivnost ispituje; uslovi u
kojima se mikroorganizmi gaje; trajanje kultivacije mikroorganizama i koncentracija primene
etarskih ulja, kao i trajanje ekspozicije fitopatogenih gljiva isparljivoj fazi istih. Smatra se da
su komponente podloge za kultivaciju mikroorganizma koje, pojedina¢no i u interakciji,
najvise utiCu na stepen antifungalne aktivnosti: izvori ugljenika, azota i fosfora. Primenom
Box-Benkenovog eksperimentalnog plana, kvadratnog modela odzivne povrSine i metode
zeljene funkcije moZe se optimizovati sastav podloge koji obezbeduje maksimalnu

antifungalnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma.
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5. MATERIJAL I METODE

Laboratorijska istrazivanja izvedena su u laboratorijama Univerziteta u Novom Sadu,

na Poljoprivrednom, Prirodno-matematickom i Tehnolo§kom fakultetu, kao i u Laboratoriji

za primenjenu fitopatologiju Instituta za pesticide i zastitu zivotne sredine, Beograd — Zemun.

Za potrebe skladistenja plodova pod odredenim uslovima kori$¢ene su hladnjace

preduzeca ,,Atos Fructum* u Maloj Remeti.

5.1. Prikupljanje uzoraka, izolacija patogena, izdvajanje
monosporijalnih izolata

Uzorci plodova jabuke sa simptomima trulezi sakupljani su tokom CetvorogodiSnjeg

perioda (2010-2013) na teritoriji R. Srbije u 18 objekata (Tabela 1). U slu¢aju hladnjaca sa

kontrolisanom atmosferom, plodovi su uzorkovani po iznoSenju iz komore:

Tabela 1. Lokacije i tipovi objekata u kojima je vrSeno uzorkovanje plodova jabuke u

periodu 2010 — 2013. godine

Lokacija objekta Tip objekta Datum uzorkovanja
Sabac pijacna tezga mart, 2010
Uzi¢i-Uzice pijacna tezga april, 2010
Mirosaljci-Arilje podrumsko skladiste maj, 2010
Radmilovac improvizovano skladiSte maj, 2010
Celarevo . . . mart, 2011; jun, 2012
hladnjaca sa vrlo malo kiseonika ¢ 2011 iul. 2012
Kukujevci (ULO) mart,  Jul,
maj, 2011; maj 2012;
Banostor podrumsko skladiste februar, 2013
Backi Vinogradi jun, 2012
Hajdukovo hladnjac¢a sa normalnom jun, 2012
Novi Sad ,,Merkator* atmo Sercrorsn 0 jun, 2012
Novi Sad ,,Univerexport* jun, 2012
Novi Sad ,,Idea* jul, 2012
Ka¢ jul, 2012
Tavankut hladnjaca sa kontrolisanom jul, 2012
atmosferom
hladnjaca sa vrlo malo kiseonika .
Mala Remeta (ULO) jul, 2012
Soko Banja pijacna tezga septembar 2012
Novi Sad (,, Trznica™ 1jaéna tezga mart, 2013
Limanska pijaca) pyjacna tezg ’
Novi Sad (,,Trznica* Futoska pijacna tezga mart, 2013

pijaca)
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Vecina objekata u kojima je vrSeno uzorkovanje nalaze se na teritoriji AP Vojvodine
(14) dok je na teritoriji zapadne, centralne i jugoistoéne Srbije uzorkovanje izvrSeno u Cetiri

objekta.

Plodovi su birani vizuelnim pregledom, na osnovu tipa simptoma trulezi. Utvrdeno je
Cetiri tipa simptoma. Prvi tip simptoma bile su pege karakteristicne za prouzrokovace
antraknoze (naborane, ulegle, braon, ¢vrs¢e konzistencije, pre¢nika preko 1,5 cm) sa ili bez
vidljive sporulacije patogena (krem do narandzaste mase konidija koja curi iz acervula
formiranih na povr$ini pega). Drugi tip simptoma ispoljen je u vidu sitnih, uleglih, svetlo i
tamno mrkih pega pre¢nika oko 0,5 mm. Treci tip simptoma bio je u vidu svetlo mrkih,
delimi¢no ulegnutih pega, vodenastog izgleda, sa ili bez vidljive sporulacije plavo-zelene
boje na povrsini, ustajalog mirisa. Obolelo tkivo se lako odvajalo od zdravog tkiva ploda.
Cetvrtom tipu simptoma odgovarale su tamno mrke do crne pege, razliGite velidine,
sunderaste konzistencije. U laboratoriji je izvrSen ponovni pregled i izolacije iz plodova koji
su po simptomima odgovarali svim opisanim tipovima, s tim $to su u slu¢aju odbacivanja

uzoraka prednost imali plodovi sa simptomima treceg i ¢etvrtog tipa.

Za izolaciju su primenjene standardne fitopatoloske metode. Plodovi jabuke su oprani
i povrSinski sterilisani 3% natrijum-hipohloratom (NaOCI), a potom isprani sterilnom vodom.
Na prelazu zdravog u obolelo tkivo asepti¢no su uzeti fragmenti ploda jabuke ispod kore i
naneti na sterilnu podlogu od krompira, dekstroze i agara (KDA) (Dhingra i Sinclair, 1995).
Inokulisane KDA podloge inkubirane su u termostatu na 25°C u trajanju od pet dana.
Micelija formirana nakon inkubacije presejana je na sterilne KDA podloge radi dobijanja

Cistih kultura gljiva.

Iz kolekeije Cistih kultura izbacene su one za koje se sa sigurno$¢u moglo vizuelno
utvrditi da ne pripadaju rodu Colletotrichum. Od preostalih ¢istih kultura gljiva koje su po
izgledu kolonija i morfologiji konidija odgovarale Colletotrichum spp., izabrano je 33 izolata
od kojih su formirani monosporijalni izolati koji su, nakon dokazane patogenosti, ukljuceni u
dalja ispitivanja (Tabela 2). Formiranje monosporijalnih kultura izv§eno je po metodi Burgess
i sar. (1994). U epruvetu sa sterilnom vodom, iz kulture gljive je asepti¢no uneta jedna
konidiomata pronadena pod binokularom. Sadrzaj epruvete je izmes$an na vrtloznoj mesalici
(vortex) i 1000 ul ovako dobijene suspenzije su nanete na sterilnu podlogu od vode i agara
(WA podloga) u Petri kutije preénika 90 mm. Potresanjem Kkutije, uneta suspenzija je
ravnomerno rasporedena po povrsini podloge. Petri kutije su potom postavljene u zakoSeni

polozaj i kada se viSak suspenzije slio na jednu stranu kutije, pod plamenom je asepti¢no
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otresen iz Petri kutije. Petri kutije su zatim u kosom polozaju inkubirane 24 h u termostatu na
25°C. Potom je pod mikroskopom pronadena jedna proklijala spora i asepti¢no preneta na

KDA podlogu i inkubirana u termostatu na 25°C do formiranja kolonije.

Nazivi izolata formirani su tako da slova u nazivu oznacavaju lokalitet sa koga izolat

potice, a broj oznacava uzorak ploda jabuke iz koga je izolat izolovan.

Tabela 2. lzolati odabrani za formiranje kolekcije monosporijalnih izolata i dalja
ispitivanja nakon dokazane patogenosti

Izolat Lokalitet

BV-4

BV-6 Backi Vinogradi
BV-11

HA-3 Hajdukovo
TV-5

TV Tavankut

S-1 Sabac

KU-1 L
KU-14 Kukujevci

B-7 "

B BanoStor

MR-1

MR-10 Mala Remeta
MR-317

C-2

C-3

C-31 N

&30 Celarevo

C-13

C-14

LP-8 Novi Sad (,,Trznica* Limanska
LP-9 pijaca)

ME-7 Novi Sad ,,Merkator*
UN-11 Novi Sad ,,Univerexport*
1-7 Novi Sad ,,Idea*
K-4 Ka¢é

R-2 .

R1 Radmilovac
SB-1 .
SB12 Soko Banja
MI-23 . o
MI-21 Mirosaljci-Arilje
uz-107 Uziéi-Uzice
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5.2. Provera patogenosti i formiranje kolekcije Colletotrichum
Spp-
Patogenost svih dobijenih izolata proverena je inokulacijom ozledenih plodova jabuke

sorte zlatni deliSes metodom Vignutelli i sar. (2002).

Za proveru patogenosti monosporijalnih izolata metoda Vignutelli i sar. (2002) je
delimi¢no modifikovana. Micelija monosporijalnih izolata gajena je sedam dana na KDA
podlozi na 25°C. Plodovi jabuke su povrsinski sterilisani potapanjem u 70% etanol, isprani
sterilnom, destilovanom vodom i prosuseni. Na plodovima su napravljeni ujednaceni kruzni
otvori preénika 4 mm i dubine 3 mm. Fragmenti micelije izolata pre¢nika 3 mm uneti su u
formirane otvore tako da micelija naleze na ozledeno tkivo jabuke. Plodovi na koje su na isti
naéin naneti fragmenti sterilne KDA podloge su predstavljali kontrolu. Patogenost svakog
izolata je ispitana na dva ploda jabuke sa po dva kruzna otvora. U ispitivanja je uklju¢eno 33
odabrana monosporijalna izolata, kao i dva referentna izolata C. acutatum - TUT 137A
(jagoda, lzrael) i C. gloeosporioides - AVO 374B (avokado, lzrael). Laboratorija za
primenjenu fitopatologiju Instituta za pesticide i zaStitu Zivotne sredine, Beograd — Zemun

obezbedila je referentne izolate.

Zarazeni plodovi su inkubirani 19 dana u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi. Posle
sedam i 14 dana na plodovima je pradena pojava antraknoznih, nekroti¢nih pega i
obrazovanje reproduktivnih organa gljive. Pre¢nik nekroze (kolonizacija egzokarpa ploda) i

dubina nekroze (kolonizacija mezokarpa ploda) (mm) mereni su nakon 19 dana inkubacije.

Sa inokulisanih plodova jabuke obavljene su reizolacije po istoj metodi kao i izolacija
patogena. Kolonije dobijenih reizolata (izgled, boja, zoniranost) uporedene su sa kolonijama

izolata. Patogenost dobijenih reizolata proverena je istom metodom kao i patogenost izolata.

Monosporijalni izolati dokazane patogenosti 1 morfoloSki reprezentativni reizolati

prekultivisani su na kosu KDA podlogu i ¢uvani su u frizideru na 3-4°C.

Od ukupnog broja izolovanih fitopatogenih gljiva tokom svake godine uzorkovanja
utvrdeno je koji procenat Cine izolati Colletotrichum spp. na osnovu Cega je utvrdena

zastupljenost ovog roda medu prouzrokovacima trulezi ploda jabuke.
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5.2.1. Uticaj uslova skladistenja plodova jabuke na patogenost
Colletotrichum spp.

Uticaj uslova skladiStenja na ostvarenje i razvoj infekcije vestacki inokulisanih
plodova izolatima Colletotrichum spp. ispitan je na plodovima jabuke sorte zlatni delises. Na
povrsinski sterilisanim plodovima napravljeni su otvori pre¢nika 4 mm i dubine 3 mm.
Fragmenti pre¢nika 3 mm, sedam dana stare micelije izolata uneti su u otvore tako da
micelija naleze direktno na tkivo ploda. Kontrolu su ¢inili plodovi inolkulisani sa sterilnim
fragmentima KDA podloge. Za sve uslove skladiStenja, ogled je postavljen u pet ponavljanja,
jabuka sa dva otvora predstavljala je jedno ponavljanje. Uticaj uslova skladiStenja ispitan je
za dva morfoloski razli¢ita izolata C. acutatum (HA-3 i K-4) i jedan izolat C. gloeosporioides
(MR-1).

Inokulisani plodovi su u dezinfikovanim, plasti¢énim, zatvorenim komorama stavljeni
na inkubaciju na temperature: 5+1°C, 214£2°C i 35£1°C, u hladnjacu sa vrlo malo kiseonika
(Ultra Low Oxygen, ULO) uz uslove: 1+0,3°C, 0,8% Oz i 1% CO,, i u hladnjacu sa

normalnom atmosferom pri 2+0,5°C.

Plodovi skladisteni na 5+1°C, 21+£2°C 1 35+1°C ocenjivani su cetvrtog, 14. 1 21. dana
posle inokulacije. Plodovi skladiSteni na temperaturama 5+1°C i 35+1°C su dodatno
inkubirani jo$ tri nedelje na sobnoj temperaturi (21+2°C), a Sirenje trulezi je ocenjeno

Cetvrtog i 21. dana po iznoSenju na sobnu temperaturu.

U ULO hladnjaci plodovi su cuvani dva meseca, a ocena je vrSena na dan iznoSenja iz

hladnjace, 1 posle Cetiri i 21 dan inkubacije na sobnoj temperaturi (21£2°C).

U hladnjaci sa normalnom atmosferom plodovi su Cuvani Sest meseci, a Sirenje
nekroze je ocenjeno na dan iznoSenja iz hladnjace, i posle Cetiri 1 21 dan inkubacije na sobnoj

temperaturi (21£2°C).

Pri ocenjivanju, obelezje posmatranja bio je precnik nekroze izrazen u mm. Utvrdeno
je da li razliciti uslovi skladiStenja plodova uti¢u na brzinu razvoja nekroze nakon iznoSenja

plodova na sobnu temperaturu.
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5.3. Morfoloske i fizioloSke osobine izolata Colletotrichum spp.

Morfoloske i fizoloske o0sobine izolata ispitivane su in vitro i in vivo na vestacki
inokulisanim plodovima sorte zlatni delises (Baxter i sar., 1983). Nativni mikrosopski
preparati su posmatrani i fotografisani na svetlosnom mikroskopu sa integrisanom kamerom
(BTC).

5.3.1. Morfologija vegetativnih organa Colletotrichum spp.

U okviru morfologije vegetativnih organa izuc¢avane su fenotipske karakteristike -
izgled, boja i zoniranost lica i nali¢ja kulture (Hawksworth i sar. 1995) izolata Colletotrichum
spp. na podlogama KDA, MPA (maltozni agar), V8 (podloga od soka povréa), SDA
(Sabaraud’s dekstrozni agar) i OA (ovseni agar) (Levié¢, 2005). U Petri kutije pre¢nika 85 mm
razliveno je po 15 ml odgovarajuce sterilne hranljive podloge. Podloge su zasejane sa
fragmentma preénika 3 mm, sedam dana stare micelije gljive, gajene na 25°C na KDA

podlozi i inkubirane sedam dana na 25°C.

5.3.2. Morfologija konidija Colletotrichum spp.
Morfoloske karakteristike konidija utvrdene su mikroskopskim pregledom nativnih
preparata. Posmatrani su oblik i veli¢ina konidija. Odlike konidija utvrdene su za one iz
kulture na KDA podlozi, starosti 15 dana kao i za konidije formirane in vivo na vestacki

inokulisanim plodovima jabuke posle istog vremenskog perioda.
Prema obliku konidija, izolati su svrstani u tri kategorije:
(a) fusiformne, zaostrene na oba kraja
(b) cilindri¢ne, zaostrene na jednom kraju, na drugom oble i
(c) cilindri¢ne, zaobljene na oba kraja.

Duzina 1 Sirina konidija odredeni su merenjem 50 slucajno odabranih konidija svakog
izolata. Date su minimalne, srednje i maksimalne vrednosti, a izraCunat je i odnos

duZina/Sirina konidija.

5.3.3. Obrazovanje teleomorfnog stadijuma Colletotrichum spp.
Pojava teleomorfnog stadijuma pracena je na podlogama (KDA, MPA, V8, SDA i
OA) kori$¢enim pri odredivanju morfoloskih i fizioloSkih odlika izolata Colletotrichum spp.
(Levié, 2005), kao i zasejavanjem po dva morfoloSki razliita izolata na podlogu sa

minimalnim sadrzajem nutrijenata (Minimal Salts Medium) (Guerber i Correll, 2001).
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Kulture su gajene mesec dana u termostatu na 25°C i ¢uvane dve nedelje u frizideru na 4°C.
Posmatrana je pojava peritecija — plodonosnog tela koje se formira u teleomorfnom
stadijumu. Takode, pojava polnog stadijuma je pracena i na vestacki inokulisanim plodovima,

do potpunog iscrpljivanja ploda.

5.3.4. Uticaj hranljivih podloga na rast izolata Colletotrichum spp.

Uticaj hranljivih podloga na rast izolata Colletotrichum spp. ispitan je na podlogama
KDA, MPA, V8, SDA i OA (Levi¢, 2005). U Petri kutije pre¢nika 85 mm razlivano je po 15
ml odgovarajuce podloge. Na podloge su zasejani kruzni fragmenti micelije (@ 3 mm) starosti
sedam dana gajene na KDA podlozi na 25°C. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Jedna
Petri kutija, zasejana sa jednim fragmentom predstavljala je jedno ponavljanje. Rast izolata
Colletotrichum spp. prvi put je ocenjen posle ¢etiri dana merenjem prec¢nika kolonija (mm) i
dalje prac¢en do ispunjenja Petri kutija. Mikroskopiranjem nativnih preparata je utvrdeno

prisustvo i intenzitet sporulacije posle 7 i 14 dana inkubacije na pomenutim podlogama.

5.3.5. Uticaj temperature i svetlosti na rast izolata Colletotrichum
Spp-

Medu uslovima sredine koji uti¢u na rast gljiva, temperatura je izuzetno znacajna. Ona
uti¢e na skoro svaku aktivnost gljive (Agrios, 2005). Rast izolata Colletotrichum spp. ispitan
je na slede¢im temperaturama: 2, 4, 5, 6, 7, 10, 20, 25, 28, 30, 33 i 35°C. Fragmenti pre¢nika
3 mm, sedam dana stare micelije gajene na KDA podlozi zasejavani su na sterilnu KDA
podlogu i inkubirani na gore navedenim temperaturama. Rast izolata je ocenjen posle Cetiri i

sedam dana inkubacije, merenjem pre¢nika kolonije u dva pravca.

Uticaj svetlosti na rast izolata ispitan je zasejavanjem fragmenata micelije na KDA
podlogu po istom principu kao i pri ispitivanju uticaja temperature. lzolati su inkubirani na
sobnoj temperaturi uz smenu dana i no¢i, dok je uticaj tame ispitan uvijanjem zasejanih Petri
kutija u aluminijumsku foliju. Rast izolata je ocenjen 10. dana merenjem preénika kolonija u

dva pravca. Mikroskopiranjem nativnih preparata je utvrdeno prisustvo/odsustvo sporulacije.
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5.4. Molekularna identifikacija izolata Colletotrichum spp.

Ispitivani izolati Colletotrichum spp. molekularno su identifikovani primenom metode
lanc¢ane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction, PCR) (Elles and Mountford, 2003).
Primenom prajmera specificnih za vrstu, identifikovano je 33 izolata izolovana iz
antraknoznih plodova jabuke, a u identifikaciju su ukljuc¢ena i dva referentna izolata. Takode,
izvrSeno je kloniranje ITS sekvenci ribozomalne DNK pomocéu univerzalnih prajmera
dvanaest morfoloski razlicitih izolata. ITS sekvenca je analizirana i na 0snovu nje je izvrSena

filogenetska analiza izolata.

5.4.1. Izolacija DNK
Ukupna koli¢ina DNK je izolovana iz sedam dana stare micelije izolata gajenih na
KDA podlozi prema metodi Harrington i Wingfiled (1995). Kako bi se potvrdilo da je
izolovana DNK odgovarajuéa za analizu metodom PCR, testirana je u reakciji sa
univerzalnim prajmerima ITS1 i ITS4, pri ¢emu je ocekivano dobijanje fragmenata duzine
oko 600 baznih parova (bp) (White i sar., 1990).

5.4.2. Identifikacija primenom prajmera specifi¢nih za vrstu
Za PCR identifikaciju pomoc¢u prajmera specifi¢nih za vrstu, kori$éen je univerzalni
reverzni prajmer ITS4 u kombinaciji sa specifi¢nim forvard prajmerima: Calnt2 u reakciji za

C. acutatum i Cglnt u reakciji za C. gloeosporioides (Tabela 3).

Tabela 3. Prajmeri koriS¢eni u PCR reakciji za identifiaciju izolata
Colletotrichum spp.

Vrsta prajmera Naziv Sekvenca 5' - 3' Literaturni izvor
prajmera
Forvard prajmer za C. Calnt2 GGGGAAGCCTCTCGCGG Screenivasaprasad i sar.
acutatum (1996)
Forvard prajmer za C. Cgint GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG Mills i sar. (1992)

gloeosporioides

Reverzni univerzalni ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White i sar. (1990)

prajmer

PCR amplifikacija uradena je prema modifikovanoj metodi Sreenivasaprasad i sar.
(1996) i Lewis Ivey i sar. (2004). PCR reakciona smesa kona¢ne zapremine 25 ul za svaki
izolat sadrzala je: oko 100 ng genomske DNK, 0,4 uM svakog prajmera, 200 uM svakog
deoksinukleotida (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1,5U Taq polimeraze, 1X Tag pufera, 2,5 mM
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MgCl,, 0,5xQ-solution. Reakciona PCR smesSa bez dodate DNK koriS¢ena je kao negativna

kontrola. 1zolovana DNK referentnih izolata koriS¢ena je kao pozitivna kontrola.

Kloniranje ciljanih fragmenata DNK izvedeno je u PCR aparatu (Eppendorf Master

Cycler). Uslovi reakcije bili su sledeci:

e Pocetna denaturacija DNK: 5 minuta na 94°C

30 ciklusa:
— Denaturacija: 1,5 minut na 94°C
— Hibridizacija: 2 minuta na 55°C
— Elongacija: 3 minuta na 72°C

e Finalna elongacija: 10 minuta na 72°C.

Dobijeni PCR produkti (6 pul + 1 ul boje (Loading dye, Fermentas, Litvanija))
razdvojeni su horizontalnom elektroforezom u 2% agaroznom gelu (sa 3 pul rastvora etidijum
bromida koncentracije 2,5 mg/ml) u 0,5 x TBE puferu, pri konstanthom naponu od 100 V u

trajanju od 60 minuta.

Vizuelizacija amplifikovanih produkata vrSena je na UV transiluminatoru. Priblizna
veli¢ina PCR produkata odredena je na osnovu pozicije u odnosu na 1 kb DNK marker
(Fermentas, Litvanija). Amplikoni veli¢ine oko 490 bp smatrani su pozitivnom reakcijom za

C. acutatum, a 450 bp za C. gloeosporioides.

5.4.3. Kloniranje sekvenci rDNK-ITS regiona
ITS region (ITS1-5.8S-1TS2) ribozomalne DNK deset reprezentatinvnih izolata i dva
referentna izolata amplifikovan je primenom univerzalnih prajmera (Tabela 4) ITS1 i ITS4
(White i sar., 1990). PCR reakcija za svaki izolat je izvedena u kona¢noj zapremini od 25 pl
koja je sadrzala 2 X Master mix (Fermentas, Litvanija) (0,625 U Taqg polymerase, 2 mM
MgCl,, 0,2 mM svakog dNTP-a), po 1 ul svakog prajmera (0,2 uM) i 1 ul izolovane DNK.

Tabela 4. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju ITS regiona izolata Colletotrichum spp.

Prajmer Naziv prajmera Sekvenca 5" - 3' Literaturni izvor

Forward ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
White i sar. (1990)
Revers ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Kloniranje ITS regiona ribozomalne DNK izvedeno je u PCR aparatu (Eppendorf

Master Cycler). Uslovi reakcije bili su sledeéi:
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e Pocetna denaturacija DNK: 1,5 minut na 94°C

29 ciklusa:
— Denaturacija: 30 sekundi na 94°C
— Hibridizacija: 30 sekundi na 55°C
— Elongacija: 30 sekundi na 72°C

e Finalna elongacija: 9,5 minuta na 72°C.

PCR produkti su razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 1% agaroznom gelu u
IXTBE pufera. Gelovi su obojeni etidijum bromidom i fotografisani na UV iluminatoru.
Amplifikovani fragmenti su pre€iS¢eni pomocu kompleta za precis¢avanje: mi-PCR
Purification Kit (Metabion International, Nemacka), prema uputstvu proizvodaca.
Sekvencioniranje dobijenih produkata je izvrSeno u Finskoj, u laboratorijama Univerziteta u
Helsinkiju, na Institutu za molekularnu medicinu, dvosmerno (3°’-5” i 5°-3”), zbog veliCine

amplifikovanog produkta, kao 1 radi dobijanja Sto pouzdanijih analiza sekvenci.

5.4.4. Filogenetska analiza

Nakon provere kvaliteta svake sekvence, izvrSeno je poravnavanje sekvenci
koris¢enjem ClustalW programa (Thompson i sar., 1997), u okviru programskog paketa
BioEdit v7.0.5.3 (Hall 1999). U svim analizama sva mesta su se smatrala jednako
informativnim. Pored novo dobijenih sekvenci, u analizu su uklju¢ene i sekvence preuzete iz
Gen Banke i to C. acutatum (Broj u Gen Banci: AJ749688) i C. gloeosporioides (Broj u Gen
Banci: KF053199) kao srodne vrste, kao i sekvenca vrste Monilinia fructigena (broj u Gen
Banci: HF678389) koja je koriS¢ena kao outgrupa (odstupajuca vrsta). U cilju odredivanja
filogenetickih odnosa izmedu analiziranih sekvenci konstruisana su filogeneticka stabla
koriS¢enjem metoda maksimalne sli¢nosti 1 maksimalne parasimonije, uz bootstrap analizu 1
konstruisanje konsenzus dendograma pomoc¢u programskog paketa MEGA v5.2 (Tamura i
sar. 2011) po modelu K2 (Kimura 2-parameter) bazne supstitucije. Dobijeni dendogrami
ocenjeni su sa 1000 sopstvenih replikacija kako bi se testirala stabilnost grananja. Programski
paket MEGA v5.2 je takode kori$¢en za odredivanje geneticke udaljenosti izmedu grupa koje

su definisane nakon konstruisanja dendograma.

36



5.5. Bioloska zastita plodova jabuke od Colletotrichum spp.

Mogucénosti  bioloske zaStite plodova jabuke od prouzrokovaca antraknoze
C. acutatum i C. gloeosporioides ispitana je in vitro i in vivo na plodovima jabuke sorte zlatni
deliSes. U ispitivanja je uklju¢eno 10 mikroorganizama (Tabela 5) i 56 komercijalno
dostupnih etarskih ulja (Tabela 6). Za mikroorganizme koji su ispoljili visok antifungalni
potencijal ispitan je i uticaj skladistenja plodova na niskoj temperaturi na njihovu

antifungalnu aktivnost in vivo.

Tabela 5. Mikroorganizmi ¢ije je delovanje na izolate Colletotrichum spp. ispitano

Mikroorganizam lzvor

Bacillus subtilis soj N 146 Institut za  mikrobiologiju,  Nacionalna
akademija nauka, Minsk, Belorusija

Bacillus subtilis soj ST /111 Komercijalni preparat F-Stop (Bio-ekoloski
centar, Srbija)

Bacillus subtilis soj QST 713 Komercijalni preparat Serenade (BASF)

Bacillus subtilis soj C 13 Komercijalni preparat Extrasol (ARRIAM, St.

Petersburg, Russia)
Izolati:
Streptomyces hygroscopicus
Staphyloccocus aureus Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski
Saccharomyces cerevisiae fakultet, Katedra za biotehnologiju i
. farmaceutsko inZenjerstvo
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa

Leuconostoc mesenteroides
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Tabela 6. Etarska ulja Cije je delovanje na izolate Colletotrichum spp. ispitano
Etarsko ulje Broj testiranih, formulisanih ulja*
Lavandula officinalis 6
Matricaria chamomilla
Origanum vulgare
Salvia officinalis
Salvia sclarea
Pelargonium graveolens
Foeniculum vulgare
Pinus nigra
Ocimum basilicum
Mentha piperita
Geraniol
Pimpinella anisum
Cinnamomum verum
Cinnamomum camphora
Syzygium aromaticum
Thymus vulgaris
Juniperus communis
Citrus sinensis
Eucalyptus globulus
Rosmarinus officinalis
Melaleuca alternifolia
Aethum graveolens
Ruta montana
Laurus nobilis
Lignum santali
Leptospermum scoparium
Cymbopogon citratus
Carum carvi
Coriandrum sativum
Helichrysum italicum

*Ulja poreklom od iste biljne vrste razlikuju se po geografskom poreklu

P RPPRPRPRPRPRPANRPRPREPNRPRPRPNNRPRREPNORREO®CR
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5.5.1. Priprema mikroorganizama i radnih te¢nosti fungicida za
in vitro i in vivo oglede
U in vitro i in vivo ogledima primenjene su kultivacione te¢nosti mikroorganizama i

uporedene sa efektima fungicida Zato 50 WG.

U ogledu u kom je ispitan uticaj skladistenja plodova na niskoj temperaturi na
antifungalnu aktivnost mikroorganizama in vivo, za sojeve B. subtilis ST 1/I1l, QST 713 i
C 13 primenjeni su komercijalni preparati. Za B. subtilis soj N146 za ovu namenu je
razvijena probna formulacija u Laboratoriji za primenjenu fitopatologiju Instituta za pesticide
1 zaStitu zivotne sredine, Beograd — Zemun, i primenjena paralelno sa kultivacionom te¢noscu
ovog mikroorganizma. Za S. hygroscopicus primenjena je kultivaciona te¢nost
mikroorganizma proizvedena pod optimalnim uslovima. U ovim ogledima, efekti
mikroorganizama uporedeni su sa efektima cetiri fungicida (Zato 50 WG, Bellis, Clarinet,

Merpan 50 WP).
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5.5.1.1. Priprema kultivacionih tecnosti izolata S. hygroscopicus, S.
aureus, S. cerevisiae, B. cereus, P. aeruginosa i L. mesenteroides

Mikroorganizmi S. hygroscopicus, S. aureus, S. cerevisiae, B. cereus, P. aeruginosa i
L. mesenteroides preuzeti su iz Zbirke mikrobioloskih kultura Laboratorije za Biotehnologiju,

Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu.

Za osvezavanje 1 umnozavanje mikroorganizama koriS¢ene su podloge Ciji sastav je

naveden u Tabeli 7.

Tabela 7. Sastav hranljivih podloga za osveZavanje i umnozavanje mikroorganizama

Sastojci podloge Podloga za osveZzavanje [g/l] Podloga za umnozZavanje [g/1]
Glukoza 15,0 15,0

Sojino odmas¢eno brasno 10,0 10,0

CaCO; 3,0 3,0

NaCl 3,0 3,0

MgSO, 0,5 0,5

(NH4),HPO, 0,5 0,5

K,HPO, 1,0 1,0

Agar 20,0 -

pH 7.2%0.1 7.240,1

Kako bi se obezbedila dovoljna koli¢ina mikroorganizma za ispitivanje efekata na

Colletotrichum spp., inokulum je pripremljen u dve faze:

1. Osvezavanje: trajna kultura je gajena na podlozi za osvezavanje na 27°C u
trajanju od 48 h.

2. Nakon osvezavanja, Zeljena koli¢ina inokuluma obezbedena je dvostrukim
pasaziranjem mikroorganizma u podlogu za umnozavanje. Druga pasaZa zasejana je sa 10%
inokuluma proizvedenog prvim pasaZiranjem. Inkubacija svake pasaze trajala je 48 h, na
27°C u aerobnim uslovima. Za aeraciju i meSanje kultivacione te¢nosti tokom pasaziranja
kori$c¢ena je rotaciona tresilica pri 150 o/min.

Podloge koris¢ene za pripremu kultivacionih te¢nosti mikroorganizama ciji se efekat
ispitivao date su u Tabeli 8. Svaka podloga je zasejana sa 10% pripremljenog inokuluma
odgovaraju¢eg mikroorganizma. Bioteholoski proces je trajao 72 h pri temperaturi 26+1°C u
aerobnim uslovima. Za aeraciju i meSanje kultivacione tecnosti koriS¢ena je rotaciona

tresilica pri 150 o/min,

Tabela 8. Podloge koris¢ene za pripremu kultivacionih te¢nosti mikroorganizama

Mikroorganizam Podloga

S. hygroscopicus Hranljivi bujon (Torlak®)

S. aureus Hranljivi bujon (Torlak®)

S. cerevisae Sabouraud maltozni bujon (Torlak®)
B. cereus Mueller-Hinton bujon (Torlak®)

P. aeruginosa Hranljivi bujon (Torlak®)

L. mesenteroides MRS bujon (De Man i sar., 1960)
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5.5.1.2.  Priprema kultivacionih te¢nosti B. subtilis, sojevi N 146, ST 1/IlI,
QsT713i€13

B. subtilis soj N 146 gajen je u submerznom kultivacijom u Erlenmeyer tikvicama na
rotacionoj tresilici (150 o/min) Cetiri dana pri temperaturi 28°C u podlozi sledeceg sastava
(g/1): melasa - 30, K,HPO,4 x 3H,0 - 7, KH,PO, - 3, MgSO4 x 7H,0 - 0,1, (NH4),SO, - 1,5,
natrijum citrat - 0,5. Ovako pripremljena kultivaciona te¢nost kori§¢ena je u svim in vitro i in

vivo ogledima.

Sojevi ST 1/IIl, QST 713 i C 13 prekultivisani su iz komercijalnih preparata
razredenjem preparata u sterilnoj, destilovanoj vodi i zasejavanjem na MPA (Meso Peptonski
Agar) hranljivu podlogu i inkubacijom na 28°C u trajanju 72 h. Sojevi bakterija su jos$
jednom prekultivisani na MPA podlogu i inkubirani pod istim uslovima. Po inkubaciji, sojevi
su submerzno kultivisani u podlozi istog sastava kao i soj N 146 i inkubirani pod istim

uslovima.

5.5.1.3. Razvoj formulacije B. subtilis N 146 za in vivo ogled u kome je
ispitan uticaj skladiStenja plodova na efekte mikroorganizama

B. subtilis N 146 formulisan u obliku suspo emilzije - SE obezbeden je u Laboratoriji
za primenjenu fitopatologiju, Intituta za pesticide i zastitu zivotne sredine Beograd-Zemun na
slede¢i naéin: kultivaciona tecnost, ¢ija je priprema vec opisana, kori$éena je kao aktivna
materija za razvoj formulacije. Koris¢eni su surfaktanti komercijalne ¢istoce (Ajinomoto
OmniChem, Belgium) bez dodatnog pre¢is¢avanja, sojino ulje (proizvodac: Uvita, Srbija)
prehrambenog kvaliteta, glicerol (proizvoda¢: Centrohem, Srbija) i polietilen glikol (Acros
Organics, US) Cdisto¢e p.a. Formulacija SE dobijena je meSanjem uljne faze (48%),
kultivacione te¢nosti B. subtilis N 146 (45%), glicerola (4,5%) i meSavine surfaktanata
(2,5%). Za homogenizaciju je kori$¢ena laboratorijska mesalica Ultra turex pri brzini 1700

o/min, u trajanju od 15 minuta. Razvijena formulacija primenjena je u 5% koncentraciji.

5.5.1.4. Priprema rastvora bioloskih i hemijskih fungicida
Bioski preparati koji su koriS¢eni u in vivo ogledu u kojem je ispitan uticaj
skladiStenja plodova na niskoj temperaturi na antifungalnu aktivnost mikroorganizama
prikazani su u Tabeli 9. Preparati su razredeni u sterilnoj, destilovanoj vodi do koncentracije

od 1% i homogenizovani na magnetnoj mesalici.
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Tabela 9. Bioloski preparati koris¢eni u in vivo ogledu pri ispitivanju uticaja
skladiStenja plodova na niskoj temperaturi na antifungalnu aktivnost mikroorganizama

Preparat Aktivna materija Koncentracija primene
F-Stop B. subtilis soj ST 1/111 1%
Serenade B. subtilis soj QST 713 1%
Extrasol B. subtilis soj C 13 1%

Hemijski fungicidi koji su koris¢eni u in vitro i in vivo ogledima dati su u Tabeli 10.
Fungicidi su primenjeni u koncentracijama preporu¢enim za praktiénu primenu,

razredivanjem u sterilnoj vodi i homogenizovanjem na magnetnoj mesalici.

Tabela 10. Hemijski fungicidi primenjeni u in vitro i in vivo ogledima

Kolicina /
Preparat Proizvodacd Aktivna materija Koncentracija
primene
Zato 50 WG Bayer CropScience trifloksistrobin 150 g/ha”
Bellis BASF boskalid+piraklostrobin 0,8 kg/ha”
Clarinet Bayer CropScience pirimetanil+flukvinkonazol 0,15%
Merpan 50WP Makhteshim Chemical kaptan 0,3%

Works Ltd

*Za proraCun potrebne koli€ine preparata propisana koliina po hektaru racunata je na 500 I vode

U in vitro i in vivo ogledima primenjen je fungicid Zato 50 WG, koji je registrovan za

primenu protiv prouzrokovaca trulezi jabuke u R. Srbiji.

U in vivo ogledu u kojem je ispitivan uticaj skladistenja plodova na niskoj temperaturi
na antifungalnu aktivnost mikroorganizama primenjena su cetiri fungicida, od kojih su dva
registrovana za primenu protiv prouzrokovaca trulezi jabuke (Zato 50 WG i Bellis). Fungicidi

Clarinet i Merpan WP su neretko prisutni u programima zastite jabuke tokom vegetacije.

5.5.2. In vitro ispitivanje aktivnosti mikroorganizama na izolate
Colletotrichum spp.

Ispitivanja aktivnosti mikroorganizama (B. subtilis — sojevi N 146, ST 1/11l, QST 713
i C 13, S. hygroscopicus, S. aureus, S. cerevisiae, P. aeruginosa i L. mesenteroides) na

Colletotrichum spp. vrseno je modifikovanom metodom bunara (Segy, 1983).

U Petri kutije pre¢nika 85 mm razlivena su dva sloja. Donji sloj ¢inila je 2% KDA
podloga zapremine 15 ml. Gornji sloj c¢inio je inokulum koji se sastojao od 1,2% KDA
podloge i KDB podloge u kojoj je inkubirana kolonija izolata Colletotrichum spp. u trajanju
od 48 h na rotacionoj tresilici (150 o/min) i temperaturi 25°C. KDA i KDB podloga su
homogenizovane na magnetnoj mesalici (IKA, RH basic 2) u odnosu 65:35. Po 5 ml ovako
pripremljenog inokuluma je razliveno u svaku Petri kutiju po o¢vr$é¢avanju donjeg sloja. U

svakoj Petri kutiji asepti¢no su napravljena tri bunara pre¢nika 10 mm. Kako bi se ispitali
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efekti mikroorganizama ili fungicida (Zato 50 WG) na rast micelije patogena, u svaki bunar
je unoSeno po 100 pl pripremljene kultivacione tecnosti mikroorganizma ili hemijskog

fungicida. U kontroli je u bunare unosena sterilna, destilovana voda.

Svi ogledi su izvedeni u tri ponavljanja (jedna Petri kutija sa tri bunara ¢inila je jedno
ponavljanje) i ponovljeni jednom. Aktivnost mikroorganizama testirana je na dva morfoloski

razli¢ita izolata C. acutatum (HA-3 i K-4) i jedan izolat C. gloeosporioides (MR-1).

Ocena antifungalne aktivnosti mikroorganizma je vrSena po inkubaciji od 72 h na

25°C, merenjem precnika zone inhibicije rasta micelije (mm) oko bunara.

5.5.3. In vivo ispitivanje aktivnosti mikroorganizama na izolate
Colletotrichum spp.

Antifungalna aktivnost na Colletotrichum spp. in vivo je ispitana za mikroorganizme
koji su ispoljili antagonisticko delovanje na izolate u ogledima in vitro (P. aeruginosa, S.
aureus, B. cereus, S. hygroscopicus, B. subtilis sojevi N 146, ST 1/I1I, QST 713 i C 13).

Ogledi su izvedeni na plodovima jabuke sorte zlatni delises, priblizno iste veli¢ine.

Na povrsinski sterilisanim plodovima napravljeni su otvori pre¢nika 4 mm 1 dubine
3 mm. U otvore je unoseno po 10 ul pripremljene kultivacione te¢nosti mikroorganizma ili
fungicida. Odmah po tretiranju otvora, fragmenti pre¢nika 3 mm, sedam dana stare micelije

izolata uneti su u otvore tako da micelija naleze direktno na tkivo ploda.

Kao kontrola sluzili su plodovi jabuke u koje je umesto kultivacionih tecnosti
mikroorganizma tj. preparata uneto 10 pl sterilne vode a potom izvrSena inokulacija
patogenom. Plodovi jabuke u ¢ije otvore su unete kultivacione te¢nosti mikroorganizma tj.
fungicida nakon ¢ega nije izvrSena inokulacija ispitivanim patogenima posluzili su za proveru

da li neki od testiranih mikroorganizama ispoljava negativno delovanje na plodove jabuke.
Inokulisani plodovi smesteni su u vlazne komore na sobnu temperaturu.

Ogledi su postavljeni u tri ponavljanja, jedan plod je ¢inio jedno ponavljanje, a na
plodu je pravljeno po dva otvora. Ispitan je efekat na dva morfoloski razlic¢ita izolata
C. acutatum (HA-3 i K-4) i jedan izolat C. gloeosporioides (MR-1). Ogledi su jednom

ponovljeni.

Ocena je vrSena 14 dana po inokulaciji izolatima Colletotrichum spp. merenjem

precnika razvijene nekroze.
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5.5.4. Optimizacija uslova kultivacije S. hygroscopicus u cilju
postizanja maksimalne antifungalne aktivnosti na
Colletotrichum spp.

Po utvrdivanju najizrazenije antifungalne aktivnosti izolata S. hygroscopicus medu
testiranim mikroorganizmima na izolate Colletotrichum spp. in vitro i in vivo, optimizovani
su sastav hranljive podloge i trajanje kultivacije kako bi se maksimizovalo antifungalno
delovanje proizvodnog mikroorganizma. Ostali uslovi Kkultivacije S. hygroscopicus bili su

konstantni (26+1°C; aerobni uslovi - aeracija i meSanje kultivacione te¢nosti pri 150 o/min).

U ogledima u kojima je optimizovan sastav hranljive podloge i trajanje kultivacije,
antifungalna aktivnost testirana je na dva izolata: C. acutatum (HA-3) i C. gloeosporioides
(MR-1).

Ispitivanje antifungalne aktivnosti kultivacionih te¢nosti in vitro vrSeno je
modifikovanom metodom bunara Segy (1983). Svi ogledi su izvedeni u tri ponavljanja. U
svim ogledima u kontrolnoj varijanti je koriS¢ena sterilna destilovana voda. In vivo potvrda
antifungalne aktivnosti mikroorganizma proizvedenog pod utvrdenim, optimalnim uslovima
vrsena je tako §to su ha povrsinski sterilisanim plodovima napravljeni otvori pre¢nika 4 mm i
dubine 3 mm. U otvore je unoseno po 10 ul pripremljene Kultivacione te¢nosti
mikroorganizma, bioloskog preparata ili fungicida. Odmah po tretiranju otvora, fragmenti
pre¢nika 3 mm, sedam dana stare micelije izolata uneti su u otvore tako da micelija naleze
direktno na tkivo ploda. U kontroli je pre inokulacije u otvore uno$eno 10 ul sterilne,

destilovane vode.

5.5.4.1. Optimizacija sastava hranljive podloge za kultivaciju S.
hygroscopicus

Prvi korak optimizacije: variranje izvora ugljenika i azota. Nutrijenti u hranljivim
podlogama sluze za rast i odrzavanje zivota cCelija, kao i za sintezu Zeljenog proizvoda i
sporednih proizvoda metabolizma, te se variranjem sastava podloge moze znac¢ajno uticati na

tok kultivacije.

Ugljenik je potreban ¢éelijama mikroorganizama za sintezu delova celije, za sintezu
metabolita i kao izvor energije. Brzina rasta mikroorganizama zavisi od izvora ugljenika.
Posebna paznja se poklanja izboru izvora ugljenika i zbog njihovog uticaja na brzinu i
intenzitet biosinteze proizvoda metabolizma. Obi¢no se preporucuje da se kao izvori

ugljenika koriste razli¢iti polisaharidi (skrob), polihidroksilni alkoholi (glicerol) ili

43



oligosaharidi (laktoza) koji daju znatno bolji prinos sekundarnih metabolita u odnosu na

glukozu i njoj sli¢ne izvore ugljenika (Sanchez i Demain, 2002).

Azot je ¢eliji mikroorganizma potreban za sintezu aminokiselina, proteina, purinskih i
pirimidinskih nukleotida i odredenih vitamina. Mikroorganizmi koriste organska jedinjenja sa
azotom kao izvor azota samo ako imaju mogucnost da ih razgrade do amonijaka (Glisi¢,
1980). U podloge za biotehnoloSku proizvodnju u industrijskim razmerama azot se dodaje u

obliku proteina, peptida, purina, pirimidina, amonijaka, uree i nitrata (Pejin, 2003).

Iz gorenavedenih razloga u cilju optimizovanja sastava hranljive podloge za
kultivaciju S. hygroscopicus, u prvom koraku su simultano varirani izvori ugljenika i azota
kako bi se utvrdila interakcija tj. optimalna kombinacija ovih izvora za maksimalnu

antifungalnu aktivnost mikroorganizma.

Kao razlic¢iti izvori ugljenika u koli¢inama istim kao glukoza (15 g/l) u standardnoj
podlozi za umnozavanje, pored glukoze, koris¢eni su maltoza i glicerol, dok su kao izvori
azota, pored odmasc¢enog sojinog brasna koji se koristi u standardnoj podlozi za umnozavanje

u istoj koli¢ini (10 g/l) ispitani i kukuruzno brasno, ekstrakt kvasca i amonijum sulfat.

Drugi korak optimizacije: variranje koli¢ina ugljenika, azota i fosfora. U prvom
koraku optimizacije, glicerol se pokazao kao optimalan izvor ugljenika, a ekstrakt kvasca kao
izvor azota te je optimizovana koli¢ina ovih sastojaka hranljive podloge u cilju maksimizacije

antifungalne aktivnosti kultivacione te¢nosti S. hygroscopicus.

Fosfor ¢ini oko 3% suve materije Celije 1 prisutan je u aminokiselinama i ¢elijskom
zidu Gram pozitivnih bakterija (Mojovi¢, 2008). U ¢elijama mikroorganizama nalazi se u
obliku fosfata, koji najvecim delom ulaze u sastav nukleotida i nukleinskih kiselina, te je
stoga prisustvo fosafata u podlozi neophodno za rast mikroorganizama. Fosfor je kljucni
element u regulaciji Celijskog metabolizma. Za proizvodnju nekih sekundarnih metabolita,
sadrzaj fosfata u podlozi treba da bude manji od ImM (Mojovié, 2008) dok u nekim
slu¢ajevima produkcija ciljanih metabolita nije inhibirana ve¢im koli¢inama fosfata u
hranljivoj podlozi. S obzirom na znacaj fosfata, u drugom koraku optimizacije varirana je i

njihova ukupna koli¢ina u podlozi.

Izbor odgovarajuceg eksperimentalnog plana kljucan je korak u procesu optimizacije.
Za planiranje ogleda koris¢en je Box-Behnkenov eksperimentalni plan, a za optimizaciju
sastava podloge softverski paket DESIGN-EXPERT 7.1.5. (Design-Expert 7.1.5, probna

verzija, StatEase, Inc., USA). Box-Behnkenov plan ima prednost nad ostalim u pogledu
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efikasnosti, odnosno odnosa izmedu broja koeficijenata koji se javljaju u odabranom modelu
i broja eksperimenata koje potrebno izvesti. Kada se za modelovanje primenjuje kvadratni
model odzivne povrsine, neophodno je odrediti deset koeficijenata. Za opis odzivnih funkcija
Y1- polupre¢nik inhibicije C. acutatum, mm i Y- poluprecnik inhibicije C. gloeosporioides,

mm, primenjen je polinom drugog reda:

Y =b, +b X, +b,X, +b, X, +b X2 +b,, X2+, X2 +b, X, X, +b X, X, +0b,,X, X,

gde su:
by — odsecak,
b1, by, bs - linearni koeficijenti,
b11, b2y, bz - kvadratni koeficijenti i
b1, b13, b23 - koeficijenti interakcije.

Ispitivan je uticaj slede¢ih faktora pri navedenim nivoima:

e Xj: sadrzaj glicerola (g/1): 10; 151 20;
e Xj: sadrzaj ekstrakta kvasca (g/l): 5; 17,51 30;
e Xj: sadrzaj fosfata (g/l): 0,5; 11 1,5 (odnos (NH4), POy, : KoHPO, = 1:2).

Broj eksperimenata (n) za dobijanje kvadratnog modela dat je izrazom

n=2-k-(k—1)+C, gde su k broj eksperimentalnih faktora (promenljivih), a C je broj

ponavljanja u centralnoj tacki. C=3 (Slika 1).

A
X, o 0
0 )
/ -
P

X,

Slika 1. Raspored tac¢aka Box-Behnkenovog eksperimentalnog plana

Statisticka obrada eksperimentalnih podataka uradena je u programu STATISTICA
12.0. Znacajnost uticaja svakog od faktora kao i njihovih interakcija odredivana je
poredenjem p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini. PovrSine odziva
(RSM) crtane su tako §to je jedan od parametara imao konstantnu vrednost iz centra plana,

dok su preostala dva parametra varirana.
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Nakon S§to je statistickom obradom eksperimentalnih rezultata utvrdeno koji sastav
podloge obezbeduje najveée zone inhibicije rasta (odzive) za izolat C. acutatum i
C. gloeosporioides, pristupljeno je kompromisnoj optimizaciji, tj. definisanju sastava podloge
pri kojem ¢e zone inhibicije rasta tj. odzivi biti Sto veéi za oba izolata, a ne pojedina¢noj
optimizaciji sastava za svaki izolat. Kompromisna optimizacija izvrSena je pomocu
softverskog paketa DESIGN-EXPERT 7.1.5. (Design-Expert 7.1.5, probna verzija, StatEase,
Inc., USA) metodom Zeljene funkcije (D). Generalni pristup sastoji se u konvertovanju
individualnih odziva, Y11Y>, u individualne Zeljene funkcije ¢ije vrednosti se kre¢u od 0 do 1.
Vrednost individualne Zeljene funkcije "0" predstavlja najloSiju vrednost, dok vrednost "1"
predstavlja najbolju vrednost posmatranog odziva. Ukupna zeljena funkcija (D) jednaka je
geometrijskoj sredini pojedina¢nih Zeljenih funkcija: d1 — maksimalna zona inhibicije za
izolat C. acutatum i d2 — maksimalna zona inhibicije za izolat C. gloeosporioides. Optimalne
vrednosti eksperimentalnih parametara odreduju se iz vrednosti pojedinacnih Zeljenih
funkcija koje optimizuju ukupnu Zeljenu funkciju. Programom definisan optimalni sastav
podloge i predvidene vrednosti polupre¢nika zone inhibicije rasta svakog izolata koje ¢e se
dobiti kultivacijom mikroorganizma u podlozi optimalnog sastava, eksperimentalno su
proverene radi validacije dobijenih rezultata provere pouzdanosti predikcije inhibicije koja se
moze posti¢i primenom podloge definisanog sastava. Takode, uticaj kultivacije S.
hygroscopicus u podlozi optimalnog sastava na inhibiciju Colletotrichum spp. proveren je in

vivo. Efikasnost ovako proizvedenog agensa izracunata je po slede¢oj formuli:

K-T

Efikasnost = x 100 (%)

K — pre¢nik nekroze razvijene na netretiranim plodovima
T — pre¢nik nekroze razvijene na plodovima tretiranim sa S. hygroscopicus

5.5.4.2. Utvrdivanje nacina delovanja i optimizacija trajanja kultivacije
Za potrebe ispitivanja na¢ina delovanja i optimalnog trajanja kultivacije, za
kultivaciju S. hygroscopicus koriséena je optimizovana podloga za koju je utvrdeno da

obezbeduje maksimalnu antifungalnu aktivnost.

Nacin delovanja utvrden je u in vitro i in vivo ogledima poredenjem antifungalne
aktivnosti kultivacione tecnosti koja je sadrzala celije S. hygroscopicus i supernatanta
kultivacione tecnosti, bez celija mikroorganizma. Odstranjivanje c¢elija mikroorganizma
(razdvajanje teCne 1 Cvrste faze) postignuto je centrifugiranjem kultivacione te¢nosti na

ultracentrifugi (Eppendorf 5804) pri 10.000 G u trajanju od 10 min na 4°C.
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Odredivanje optimalnog trajanja kultivacije S. hygroscopicus kako bi se postigla
maksimalna antifungalna aktivnost, vrSeno je gajenjem mikroorganizma u trajanju od deset
dana i testiranjem antifungalnih efekata termicki tretiranog i netretiranog supernatanta
kultivacione te¢nosti in vitro svaki dan od nultog do 10. dana kultivacije. Termicko tretiranje
dela supernatanta kultivacione te¢nosti vr§eno u vodenom kupatilu na 100°C u trajanju od 45
min, dok je drugi deo ostao netretiran. Na ovaj nacin je utvrdeno da li antifungalnu aktivnost
pokazuje neki od termostabilnih ili termolabilnih metabolita mikroorganizma. Kultivaciona

tecnost je uzorkovana svakodnevno, u isto vreme.

5.5.5. Uticaj niskih temperatura na aktivnost Kkultivacionih
tecnosti mikroorganizama i formulisanih biopreparata na
Colletotrichum spp. in vivo

Uticaj skladistenja plodova jabuke na niskoj temperaturi na antifungalnu aktivnost
mikroorganizama in vivo ispitan je tako S§to su na povrSinski sterilisanim plodovima
napravljeni otvori preénika 4 mm i dubine 3 mm. U otvore je unoseno po 10 pl pripremljene
kultivacione te¢nosti mikroorganizma, bioloskog preparata ili fungicida. Odmah po tretiranju
otvora, fragmenti precnika 3 mm, sedam dana stare micelije izolata uneti su u otvore tako da
micelija naleze direktno na tkivo ploda. U kontroli je u otvore uneta sterilna, destilovana
voda, a potom izvrSena inokulacija. Plodovi jabuke u ¢ije otvore su unete kultivacione
teCnosti mikroorganizma, bioloskog preparata ili fungicida nakon c¢ega nije izvrSena
inokulacija ispitivanim patogenima, posluzili su da se utvrdi da li primenjeni tretmani imaju

negativan efekat na plodove jabuka.

U slucaju mikroorganizma S. hygroscopicus, primenjena je kultivaciona te¢nost iz
koje su odstranjene Celije proizvodnog mikroorganizma i koja je proizvedena pod prethodno
utvrdenim optimalnim uslovima (sastav podloge, trajanje kultivacije). Za sojeve B. subtilis
ST I/I1, QST 713 i C 13 primenjeni su formulisani biologki preparati u koncentraciji od 1%.
Za soj N 146 ispitano je delovanje kultivacione tecnosti mikroorganizma i razvijene

formulacije ovog soja (SE) u koncentraciji od 5%.

Po tretiranju i inokulaciji patogenima, plodovi su smesteni u vlaznu komoru na sobnu
temperaturu u trajanju od 14 dana i u hladnjacu sa normalnom atmosferom na 2+0,5°C u

trajanju od dva meseca.

Ogled je izveden u tri ponavljanja. Jedan plod sa po dva otvora predstavljao je jedno
ponavljanje. Ispitana je aktivnost na dva morfoloski razlicita izolata C. acutatum (HA-3 i K-

4) i jedan izolat C. gloeosporioides (MR-1).
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Ocena je vrsena nakon 14 dana inkubacije plodova na sobnoj temperaturi. Plodovi iz
hladnjace ocenjeni su po iznoSenju iz hladnjace i nakon 14 dana inkubacije na Sobnoj

temperaturi.

5.5.6. Delovanje isparljive faze etarskih ulja na izolate
Colletotrichum spp.

Antifungalna aktivnost etarskih ulja je ispitana na KDA podlozi u Petri kutijama
precnika 90 mm. Podloge su inokulisane zesejavanjem fragmenata micelije izolata uzetih sa
ivice kulture starosti sedam dana. Ulja su primenjena u vidu kapi nanete na unutra$nju stranu
poklopca Petri kutije u koncentracijama 0,16; 0,08; 0,04 i 0,02 ul/ml vazduha. Odmah nakon
nano$enja ulja Petri kutije su postavljene u obrnut polozaj i zatvorene parafilmom kako bi se
sprecio gubitak pare. Izlaganje izolata dejstvu para proucavanih ulja trajalo je sedam dana, pri
temperaturi 23°C. Ogled je izveden u Cetiri ponavljanja, a kao kontrolna varijanta kori$¢eni
su izolati gljiva gajeni u identi¢nim uslovima bez opisanog tretmana. Sedam dana nakon
tretmana, procenjeno je da li su etarska ulja primenjena u odredenoj koncentraciji potpuno
inhibirala rast izolata. Najniza koncentracija sa efektom potpune inhibicije rasta izolata
definisana je kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Nakon ocene, Petri kutije u
kojima je rast izolata bio potpuno zaustavljen, otvarane su i provetravane pri struji vazduha u
laminarnoj komori u trajanju od 30 minuta, radi uklanjanja gasovite faze ulja i odredivanja
letalnog efekta. Smatrano je da odredena koncentracija ulja ispoljava letalan efekat ako
sedam dana posle provetravanja nije zabelezen inicijalni rast izolata. Najniza koncentracija sa

letalnim efektom definisana je kao minimalna letalna koncentracija (MLC).

Za etarska ulja za koja su utvrdene najnize vrednosti minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC) i minimalne letalne koncentracije (MLC) odreden je i minimalni period
ekspozicije za datu koncentraciju ulja kojom se postize letalan efekat. Dva izolata
C. acutatum (MI-21 i C-13) i jedan izolat C. gloeosporioides (AVO 374B) izlagana su
parama etarskih ulja tokom perioda od jedan do sedam dana na prethodno opisan nacin.
Najkra¢i period ekspozicije pri odredenoj koncentraciji ulja na kojoj je zabeleZen letalni

efekat utvrden je kao minimalni period ekspozicije.

MIC i MLC utvrdene su za 56 komercijalno dostupnih etarskih ulja. Dok je minimalni

inhibicioni period utvrden za Cetiri ulja koja su ispoljila najjacu efikasnost.

Ogledi su izvedeni u tri ponavljanja, jedna Petri kutija predstavljala je jedno

ponavljanje. Svi ogledi su jednom ponovljeni.
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5.6. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka vrSena je u softverstom paketu Statistica 12.0
primenom Analize varijanse (ANOVA) i Dankanovim testom (u intervalu poverenja
95%).

Poravnavanje ITS sekvenci izvrSeno je pomocu ClustalW programa, u okviru
programskog paketa BioEdit. Statisticka obrada ITS sekvenci izolata u cilju izrade
filogenetskog stabla izvrSena je metodom Molecular Evolutionary Genetics Analysis
using Maximum Likelyhood Evolutionary Distance and Miximum Parsimony Methods u
okviru softverskog paketa MEGA 5 (Tamura i sar., 2011). U istom programskom paketu

izvrSen je proracun geneticke udaljenosti klastera dobijenih izradom filogenetskih stabala.

Za planiranje optimizacionih ogleda koris¢en je Box-Benkenov plana. Dobijeni
rezultati obradeni su primenom Metode odzivne povrsine (RSM, engl: Response Surface
Methodology) u softverstom paketu Statistica 12.0. Za optimizaciju faktora, primenjena
je metoda Zzeljene funkcije u softverskom paketu DESIGN-EXPERT 7.1.5. (Design-
Expert 7.1.5, probna verzija, StatEase, Inc., USA).



6. REZULTATI

6.1. Simptomi antraknoze, izolacija patogena, izdvajanje
monosporijalnih izolata

Uzorci jabuka sa simptomima trulezi prikupljeni su iz 18 objekata. U svim objektima
u kojima je vrSeno uzorkovanje, utvrdeno je prisustvo plodova sa simptomima sva Cetiri tipa
simptoma trulezi ploda, kako unutar hladenog prostora, tako i medu plodovima spremnim za
iznoSenje na trziste. Primeceno je da je u svim objektima dominirao tre¢i tip simptoma
(svetlo mrke, delimi¢no ulegnute pege, vodenastog izgleda, obolelo tkivo se lako odvaja od
zdravog tkiva ploda, sa ili bez vidljive sporulacije plavo-zelene boje, ustajalog mirisa,
razli¢ite veli¢ine), a zatim Cetvrti tip (tamno mrke do crne pege, razlicite veli¢ine, sunderaste
konzistencije). Prvi (naborane, ulegle, mrke pege, ¢vrs¢e konzistencije, pre¢nika preko 1,5
cm) i drugi (sitne, svetlo i tamno mrke pege, ¢vrste konzistencije, precnika oko 0,5 cm) tip

simptoma bili su slabije zastupljeni.

Pracenjem izgleda tipova simptoma koji su upuéivali na prisustvo Colletotrichum spp.
(prvi i drugi tip) ustanovljeno je da se pocetni simptomi antraknoze ispoljavaju u vidu sitnih,
okruglastih, pretezno svetlo mrkih pega, ponekad sa vidljivim, tamnijim koncentri¢nim
krugovima (Slika 2). Na plodovima sa zarazom u poodmaklom razvoju primecuju se velike
pege sa ulegnutim tkivom koje poprima tamnu boju i naboran izgled. Na povrsini obolelog
tkiva na nekim plodovima vidljiva su plodonosna tela — acervule (razbacane ili koncentri¢no
rasporedene od centra ka obodu pege) i obilna sporulacija u vidu Zelatinoznog krem do
narandZastog matriksa (Slika 3). Na preseku plodova, obolelo tkivo se Siri u obliku latini¢nog

slova ,,V* (Slika 4).

Slika 2. Pogetni simptom antraknoze na plodu jabuke sorte Modi i Jonagored

(lokalitet: Celarevo i Ka¢, 2012), iz plodova izolovani izolati C-2 i K-4
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Slika 3. Vidljiva sporulacija na ulegnutom tkivu koje poprima tamnu boju na plodu jabuke
sorte Ajdared (Hajdukovo, 2012), iz ploda izolovan izolat HA-3

Slika 4. Poprec¢ni presek ploda inficiranog sa Colletotrichum spp. Sirenje nekroti¢nog tkiva u
obliku latini¢nog slova ,,V*

Iz uzorkovanih plodova tokom cetiri godine dobijeno je 377 izolata fitopatogenih
gljiva. Za veliki broj izolata se na osnovu izgleda kolonija i spora moglo sa sigurno$é¢u
zakljuciti da nisu pripadnici roda Colletotrichum spp. Ipak, proverena je patogenost i ovih
izolata kako bi se utvrdila zastupljenost Colletotrichum spp. medu fitopatogenim gljivama,

prouzrokovacima trulezi plodova jabuke.

Izolati su presejani na KDA podlogu i dobijene su ¢iste kulture. Medu dobijenim
Cistim kulturama, vizuelnim pregledom i mikroskopiranjem izdvojeni su izolati koji su
osnovnim karakteristikama odgovarali Colletotrichum spp. Od ovih izolata odabrani su
reprezentativni, i od 33 izolata sacinjene su monosporijalne kulture. Monosporijalni izolati

poreklom su iz 17 objekata (Tabela 11).
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Tabela 11. Pregled formirane kolekcije monosporijalnih izolata

I1zolat .GOdm.".’l Sorta jabuke Lokalitet
izolacije

BV-4 Ajdared

BV-6 2012 Jonagored Backi Vinogradi

BV-11 Ajdared

HA-3 2012 Ajdared Hajdukovo

TV-5 Jonagored

TV 2012 Jonagored Tavankut

S-1 2010 Ajdared Sabac

KU-1 2011 . L

KU-14 2012 Ajdared Kukujevci

= 2012 Ajdared Banostor

MR-1 . o

MR-10 2012 Crveni Delies Mala Remeta

MR-317 Greni Smit

C-2 2012

C-3 2012

C-31 2011 . .

&30 2011 Ajdared Celarevo

C-13 2011

C-14 2011

LP-8 2013 Ajdared I\I_QV1 Sad (,,Trznica“ Limanska

LP-9 pijaca)

ME-7 2012 Ajdared Novi Sad ,,Merkator*

UN-11 2012 Ajdared Novi Sad ,,Univerexport*

-7 2012 Zlatni deliSes Novi Sad ,,Idea*

K-4 2012 Jonagored Ka¢

ﬁi 2010 Ajdared Radmilovac

SB-1 Greni Smit .

SB12 2012 Ajdared Soko Banja

MI-23 . . .

MI-21 2010 Ajdared Mirosaljci-Arilje

uz-107 2010 Ajdared Uzi¢i-UZice
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6.2. Patogenostizolata i formiranje kolekcije Colletotrichum
Spp-
Za sve izolate je proverena patogenost na plodovima jabuke, nakon cega su se
izdvojili fitopatogeni izolati koji su na vestacki inokulisanim plodovima prouzrokovali

simptome koji odgovaraj simptomima na prirodno zarazenim plodovima.

Po proveri patogenosti utvrdeno je da je tokom 2010. godine od 146 uzorkovanih
plodova, izolovano 90 fitopatogenih gljiva od kojih je 7,8% iz roda Colletotrichum spp. U
2011. godini sakupljeno je 92 ploda, iz 63 su izolovane fitopatogene gljive od kojih 7,9%
pripada rodu Colletotrichum. Tokom 2012. godine od 307 plodova, iz 200 su izolovane
fitopatogene gljive a 10% ¢ini rod Colletotrichum. U 2013. godini uzorkovan je 31 plod,
fitopatogene gljive su izolovane iz 24 ploda pri ¢emu je zastupljenost Colletotrichum spp.
8,3%. Najcesca sorta jabuke iz ¢ijih plodova su izolovane Colletotrichum spp. je sorta

ajdared.

Za odabrana 33 monosporijalna izolata koja vizuelno odgovaraju Colletotrichum spp.
je ponovljena provera patogenosti, izvrSena reizolacija i proverena patogenost reizolata.
Utvrdeno je da izgledi kolonija dobijenih reizolata u potpunosti odgovaraju izgledu kolonija
izvornih izolata. Takode, uofeno je da simptomi razvijeni na plodovima vestacki
inokulisanim sa reizolatima odgovaraju simptomima dobijenim vestackom inokulacijom

plodova sa izvornim izolatima.

Prilikom provere patogenosti 33 monosporijalna izolata Colletotrichum spp., i dva
referentna izolata, utvrdeno je da svi izolati sedam dana nakon inokulacije uzrokuju pojavu
naboranih, uleglih, braon pega, ¢vrsc¢e konzistencije (Slika 5). U veéini slucajeva 14. dana na
svim plodovima dolazi do pojave acervula, s tim §to je ova pojava mnogo slabije izraZzena
kod izolata MR-1, BV-4, C-2, SB-1, TV-2 kao i referentnih izolata TUT 137A i AVO 374B.
Acervule su rasporedene ili u vidu koncentri¢nih krugova, ili razbacane, i nije utvrdena
pravilnost rasporeda acervula za izolate. 1z acervula curi krem do narandzasti matriks sa

konidijama gljive (Slika 6).

Na kontrolnim plodovima nije doslo do pojave simptoma bolesti.
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Slika 5. Provera patogenosti dobijenih izolata na plodovima jabuke sorte zlatni delises

Slika 6. Pojava zelatinoznog, narandzastog matriksa sa konidijama gljive koji curi iz
acervula

Po isteku 19 dana od inokulacije na plodovima su mereni pre¢nik nekroze
(kolonizacija egzokarpa ploda) i dubina nekroze (kolonizacija mezokarpa ploda) (mm).
Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse (Tabele 12 i 13) dobijenih vrednosti za ispitivane
parametre graficki su prikazani (Grafikoni 1 i 2). Homogene grupe izolata i zna¢ajnost razlika
utvrdeni su Dankanovim testom za interval poverenja 95% (Tabele 51 i 52 u Prilogu).

Tabela 12. Jednofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika nekroze na veStacki
inokulisanim plodovima jabuke sa izolatima Colletotrichum spp.

Izvor variranja Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F p
1zolati 6069,6 34 178,5 10,89 0,00**
Greska 17210 105 16,4 - -

*StatistiCki znaajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki viSoko zacajna razlika (p<0,0I)
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Grafikon 1. Pre¢nik nekroze na plodovima jabuke 19 dana posle inokulacije izolatima
Colletotrichum spp. (crne vertikalne linije - interval poverenja 95%)

Od ispitanih 35 izolata, kao izolat koji sa najjaom sposobnoscu kolonizacije
egzokarpa ploda, izdvaja se izolat C-14 (pre¢nik nekroze: 60,75 mm za 19 dana) sa
prosec¢nom brzinom kolonizacije 3,2 mm/dan (Slika 7). Na istom nivou znac¢ajnosti Su izolati
MR-10, KU-1, ME-7, HA-3, MR-317, §-1, KU-14, UZ-107, MR-1 i B-7. Kod preostalih
izolata prose¢na brzina kolonizacije kre¢e se u opsegu 1,9 - 2,8 mm/dan, te je njihova
sposobnost kolonizacije egzokarpa ploda na statisticki zna¢ajno nizem nivou u odnosu na

pomenutih 10 izolata.

Slika 7. Plod jabuke sorte zlatni delises, vestacki inokulisan izolatom C-14 posle 19 dana
inkubacije na sobnoj temperaturi
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Tabela 13. Jednofaktorijalna analiza varijanse dubine nekroze na veStacki

inokulisanim plodovima jabuke sa izolatima Colletotrichum spp.

Izvor varijacije Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
kvadrata slobode kvadrata znadajnosti
SS Df MS F p
Izolati 394474 34 116,02 749,7 0,00**
Greska 16,25 105 0,15 -

*StatistiCki zna€ajna razlika (p<0,05) ; **StatistiCki vISOKO zaCajna razlika (p<0,0I)
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Grafikon 2. Dubina nekroze na plodovima jabuke 19 dana posle inokulacije izolatima

Colletotrichum spp. (crne vertikalne linije - interval poverenja 95%)

Kada je u pitanju kolonizacija mezokarpa ploda jabuke, izolat koji ispoljava najjacu

sposobnost kolonizacije je izolat ME-7 (Slika 8), na statisticki znacajno viSem nivou u

odnosu na sve ostale testirane izolate. Prose¢na dnevna brzina kolonizacije mezokarpa ploda

jabuke za ovaj izolat iznosi 1,9 mm, dok se za preostale izolate kre¢e u opsegu od 0,74 do

1,83 mm.

Budu¢i da izolat ME-7 predstavlja jedan od izolata koji su na statisticki najvisSem

nivou kada je u pitanju kolonizacija egzokarpa ploda, kao i da je izolat sa statisticki zna¢ajno
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najja¢om sposobnos$¢u kolonizacije mezokarpa, moze se smatrati izolatom koji generalno

ispoljava najjacu patogenost, odnosno sposobnost kolonizacije ploda jabuke.

Manji broj nehomogenih grupa utvrden je za parametar precnika nekroze (17
nehomogenih grupa) u odnosu na parametar dubine nekroze (25 nehomogenih grupa). Ovaj
podatak upucuje na vecu varijabilnost medu izolatima u sposobnosti kolonizacije mezokarpa

u odnosu na kolonizaciju egzokarpa ploda jabuke.

Slika 8. Dubina nekroze na plodu jabuke sorte zlatni deliSes posle 19 dana inkubacije na
sobnoj temperaturi (izolat ME-7)

Po dokazanoj patogenosti, ukupno 33 monosporijalna izolata i cetiri morfoloski
reprezentativna reizolata (rHA-3, rK-4, rC-3 i rMR-1) prekultivisani su na kosu KDA
podlogu i ¢uvaju se u frizideru na temperaturi od 3-4°C. Ovako formirana kolekcija
Colletotrichum spp. se presejava na svakih $est meseci. Za jedan deo monosporijalnih izolata
obezbedeno je dugorocno ¢uvanje u 20% glicerolu na - 80°C (Institut za pesticide i zastitu

zivotne sredine, Zemun).
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6.2.1. Uticaj uslova skladiStenja plodova jabuke na patogenost
Colletotrichum spp.

Na plodovima jabuke vesStacki inokulisanim izolatima Colletotrichum spp. iz
morfoloske grupe I (HA-3), Il (K-4) i IV (MR-1) ne dolazi do razvoja simptoma tokom
skladistenja na temperaturi od 5+1°C (tri nedelje), kao ni u ULO hladnjaci (dva meseca)
(Slika 9) 1 u hladnjaci sa normalnom atmosferom (Sest meseci). Takode, pojava simptoma
izostaje i kod izolata I (HA-3) i II morfoloske grupe (K-4) tokom tri nedelje skladistenja na
temperaturi od 35+£1°C. Pod svim ispitanim uslovima skladiStenja ne dolazi do pojave

simptoma na kontrolnim plodovima.

Po isteku perioda skladiStenja, plodovi su dodatno inkubirani na sobnoj temperaturi
(21£2°C) 21 dan. Uticaj uslova skladiStenja i izolata kojima je vrSena veStacka inokulacija
posle 21 dan inkubacije na sobnoj temperaturi na Sirenje nekroze je znacajan (p<0,01)
(Tabela 14). 1zolat predstavlja najveéi izvor variranja (S= 90 760,5).

Tablela 14. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika nekroze na plodovima jabuke

vestacki inokulisanim sa izolatima Colletotrichum spp. i skladistenim u razli¢itim uslovima
nakon tri nedelje inkubacije na sobnoj temperaturi

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor varanja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 90 760,5 3 302535 937,08 0,00**
Uslovi skladistenja 64 627,1 4 16 156,8 500,44 0,00**
Izolat*Uslovi skladiStenja 39 905,9 12 33255 103,00 0,00**
Greska 58113 180 32,3

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05) ; **StatistiCki vISOKO zacajna razlika (p<0,01)

Znacajnost razlika (Dankanov test) izmedu preénika nekroze uzrokovane razli¢itim
izolatima 21 dan nakon inkubacije razli¢ito skladistenih plodova na sobnoj temperaturi
prikazana je u Tabeli 15. Na svim plodovima na kojima su, nezavisno od uslova skladiStenja,
simptomi uoceni nakon inkubacije od 21 dan na sobnoj temperaturi, do pojave prvih
simptoma dolazi nakon ¢etiri dana inkubacije. Na inokulisanim plodovima koji su od pocetka
skladiSteni na sobnoj temperaturi (21£2°C), do pojave simptoma dolazi Cetvrtog dana od
inokulacije. Na kontrolnim plodovima inokulisanim sterilnom KDA podlogom nije uocena
pojava bilo kakvih simptoma 21 dan posle inkubacije na sobnoj temperaturi nakon

skladiStenja pod razli¢itim uslovima.

Statisticki znacajno najveéi pre¢nik nekroze registrovan je za izolat II morfoloske
grupe (K-4) posle tri nedelje skladiStenja na 5+1°C i tri nedelje inkubacije na sobnoj
temperaturi (Slika 10).
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Skladistenje plodova u ULO hladnjac¢i atmosferom i hladnja¢i sa normalnom
atmosferom (dva i Sest meseci, respektivno) uzrokuje statisticki znac¢ajno manji precnik
nekroze nakon 21 dan inkubacije plodova na sobnoj temperaturi u odnosu na pre¢nike
nekroze na plodovima koji su odmah nakon inokulacije inkubirani na sobnoj temperaturi u
istom vremenskom periodu (osim kod izolata I morfoloske grupe (HA-3) gde ova razlika nije

statistiCki znaCajna).

Generalno, skladistenje plodova tri nedelje na temperaturi 5+1°C dovodi do statisticki
znacajno veceg prec¢nika nekroze kod sva tri ispitivana izolata nakon 21 dana inkubacije na
sobnoj temperaturi u odnosu na pre¢nik nekroze uzrokovan sa sva tri testirana izolata na
plodovima koji su odmah nakon inokulacije inkubirani na sobnoj temperaturi u trajanju od 21
dan. Pojava simptoma nakon inkubacije na sobnoj temperaturi izostaje na plodovima
inokulisanim izolatom MR-1 koji su skladiSteni u oba tipa hladnjaca, dok na plodovima
inokulisanim izolatom HA-3 pojava simptoma izostaje na plodovima skladistenim na
35+1°C.

Tabela 15. Dankanov test: srednje vrednosti pre¢nika nekroze (+Sd) na vestacki

inokulisanim plodovima jabuke izolatima Colletotrichum spp. skladistenim pod razli¢itim
uslovima, posle 21 dan inkubacije na sobnoj temperaturi (21-23°C)

Uslovi Trajanje Srednja vrednost pre¢nika nekroze

skladistenja skladistenja Izolat (mm) +5d
HA-3 60,246,3 cd
) K-4 51,6438 b
ULO 1+0,3°C Dva meseca MR-1 0,0+0,0 a
Kontrola 0,0+0,0 a
HA-3 49,543,6 b
i . ) K-4 57,6+3,77 ¢
h.n.a. 2+0,5°C Sest meseci MR-1 0,0 £0,0 a
Kontrola 0,0+0,0 a
HA-3 70,5 +7,9 e
) K-4 79,6 £7,2 f
5+1°C 21 dan MR-1 60,6 =4 cd
Kontrola 0,0+0,0 a
HA-3 63,4+7,5 d
. K-4 72,544 e
21+2°C 21 dan MR-1 47,5+19 b
Kontrola 0,0+0,0 a
HA-3 0,0=0,0 a
) K-4 13408 a
35+1°C 21 dan MR-1 2,8£1,0 a
Kontrola 0,0£0,0 a

*ULO — (Ultra Low Oxygen) — hladnjaca sa vrTo malo Kiseonika (8% OZ 1 1% CO2); h.n.a. - hladnjaca sa normalnom atmosferom

**Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (+Sd) —standardna devijacija

Brzina Sirenja nekroze (mm/dan) posle 21 dan inkubacije na sobnoj temperaturi

razli¢ito skladistenih plodova predstavljena graficki (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Prose¢na dnevna brzina $irenja nekroze (mm) nakon tri nedelje inkubacije
razli¢ito Cuvanih, vestacki inokulisanih plodova na sobnoj temperaturi.

Na plodovima skladistenim na temperaturi 35+£1°C uocen je znacajan gubitak vode i

smeZuravanje pokozice ploda.

Slika 9. Vestacki inokulisani plodovi posle dva meseca u ULO hladnjaci — hladnjaca sa vrlo
malo kiseonika (sa leva na desno: HA-3, K-4 i MR-1)
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ULO 1+0,3°C

h.n.a. 2+0,5°C

35+1°C

Slika 10. Plodovi posle razli¢itog skladistenja i 21 dana inkubacije na sobnoj temperaturi (sa
leva na desno: HA-3, K-4 i MR-1); ULO — hladnjaca sa vrlo malo kiseonika; h.n.a. —
hladnjaca sa normalnom atmosferom
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6.3. Morfoloske i fiziolosSke osobine izolata Colletotrichum spp.

6.3.1. Morfologija vegetativnih organa
Ispitivani izolati 24 h nakon zasejavanja na svim ispitivanim podlogama obrazuju
zacetak vazduSaste micelije belicaste do sivkaste boje. Nakon par dana primecuju se promene
u konzistenciji i obojenosti kultura. Na osnovu ispoljenih karakteristika posle sedam dana

inkubacije, izolati se mogu svrstati u ¢etiri morfoloske grupe (Tabela 16).

Prvu morfolosku grupu (Slika 11) ¢ine izolati koji su najsli¢niji referentnom izolatu
TUT 137A (C. acutatum). Na podlogama KDA, MPA, V8 i OA dolazi do izvesnih
odstupanja, ali je i dalje morfoloska sli¢nost izolata sa referentnim izolatom viSe izrazena u
odnosu na sve ostale izolate. Generalno, izolati | morfoloske grupe formiraju svetlo do tamno
sivo-maslinastu miceliju na podlogama KDA i MPA, dok je na podlogama V8, SDA i OA
micelija svetlo sive boje. Po boji micelije, ovi izolati mogu se okarakterisati kao nehromogeni
izolati. Narandzasta sporulacija u centralnom delu kolonije uoéljiva je na podlogama KDA,
MPA i OA, dok na SDA i V8 sporulacija nije vidljiva u vidu narandzastog matriksa (Tabela
16).

Slika 11. I morfoloska grupa (izolat HA-3) sedam dana nakon inkubacije na
podlogama KDA (a- lice; b- nali¢je), MPA (c- lice; d- nali¢je),V8 (e- lice; f- nali¢je), SDA
(0- lice; h- nali¢je) i OA(i- lice; j- nalicje).
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U drugoj morfoloskoj grupi (Slika 12) na svakoj ispitanoj podlozi svi pripadnici grupe

formiraju specifi¢ne kolonije (Tabela 16) pri ¢emu nema odstupanja medu izolatima.

Drugu morfolosku grupu ¢ine hromogeni izolati koje karakteriSe formiranje crvenog
pigmenta na KDA podlozi tj. upadljiva ruziCasta boja kolonije. Na podlogama MPA, V8 i
OA, formiranje crvenog pigmenta je slabije izraZeno te kolonije imaju svetlo ruzi¢astu do
svetlo narandzastu boju. Na SDA podlozi formiranje pigmenta skoro potpuno izostaje te su
kolonije krem boje. Na podlogama KDA, MPA i OA prisutna je sporulacija u vidu

narandzastog matriksa.

Slika 12. IT morfoloska grupa (Izolat C-14) sedam dana nakon inkubacije na podlogama KDA
(a- lice; b- nali¢je), MPA (c- lice; d- nali¢je), V8 (e- lice; f- nali¢je), SDA (g- lice; h- nali¢je) i
OA(i- lice; j- nalicje).
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U tre¢oj morfoloskoj grupi (Slika 13) izgled kolonije je ujedna¢en kod svih izolata
(Tabela 16). Ovo su nehromogeni izolati koji formiraju svetlo sivu miceliju na KDA i OA
podlogama, krem-sivu na MPA, belu na podlozi V8, a tamno sivu na podlozi SDA.
Sporulacija u centralnom delu kolonije u vidu narandzastog matriksa uocljiva je na
podlogama KDA, MPA i1 OA, dok na SDA 1 V8 sporulacija nije vidljiva u vidu narandZastog

matriksa.

Slika 13. IIT morfoloska grupa (izolat C-3) sedam dana nakon inkubacije na podlogama KDA
(a- lice; b- nali¢je), MPA (c- lice; d- nalicje),V8 (e- lice; f- nali¢je), SDA (g- lice; h- nali¢je) i
OA(i- lice; j- nali¢je).
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Cetvrtu morfolosku grupu (Slika 14) &ine izolati najsli¢niji referentnom izolatu AVO
374B (C. gloeosporioides), bez odstupanja izmedu pripadnika grupe. Ovi nehromogeni
izolati formiraju snezno belu miceliju intenzivnog rasta bez vidljive sporulacije u vidu
narandZastog matriksa na podlogama KDA, MPA, V8, SDA i OA (Tabela 16).

Slika 14. TV morfoloska grupa (izolat C-2) sedam dana nakon inkubacije na podlogama KDA
(a- lice; b- nali¢je), MPA (c- lice; d- nali¢je), V8 (e- lice; f- nali¢je), SDA (g- lice; h- nali¢je) i
OA (i- lice; j- nali¢je).

Nisu uocene razlike izmedu izolata prilikom mikroskopskog pregleda vegetativnih
organa. Mlade hife su razgranate, hijalinske i granuliranog ¢elijskog sadrzaja. Starije hife u
centru kolonije su Sire, debljih zidova i tamnije boje, proSirenih vrhova, sa izrazenim
poprec¢nim pregradama. Hife se grupiSu sa starenjem kultura i stvaraju tamna stromati¢na
zadebljanja. Ove strukture mogu evoluirati u acervule ili ostati sterilne §to varira u zavisnosti

od izolata.

Nezavisno od toga da li formiraju vazdusastu ili vunastu miceliju na podlogama KDA,

MPA, V8 i OA, na podlozi SDA micelija svih izolata je na SDA podlozi ravna (povrsinska).
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Tabela 16. Morfoloske osobine izolata Colletotrichum spp. posle sedam dana inkubaciuje na razli¢itim hranljivim podlogama

Izgled kolonije na KDA

Izgled kolonije na MPA

Izgled kolonije na V8

Izgled kolonije na SDA

Izgled kolonije na OA

e cU
[4+] (e
S 2 : - : oxs : . . o
N ¢ Lice nali¢je lice nali¢je lice Nalicje lice nali¢je lice nali¢je
R-1
R-2
MI-23*
MI-21
KU-1 Svetlo siva,
KU-14 blago
HA-3 Svetlo do tamno Svetlo do tamno . . .
- . . - . . Svetlo siva, zonirana, u  BeliCasto —
siva — maslinasta, siva—maslinasta, Obod Svetlo siva .
B-7 . Svetlo do . oy . blago zonirana, centralnom  krem, u
zonirana, u . zonirana, u belicasto- sa belim Svetlo Sy Svetlo oker o
MR-317 tamno siva . ravna ivi¢na delu srediSnjem
centralnom delu centralnom delu krem, obodom, siva, sa . -
SB-12 | N - N o o zona, sa . narandzasta  delu jasno
narandzasta - narandzasta unutrasnji ravna ivicna nema . poprecnim .. .
-7 " maslinasta, " .. popreénim . sporulacija, oivicen
sporulacija, . sporulacija, deo zrakast ~ zona, zoniranja . usecima .
Uz-107 oy zonirana L . usecima, ravna ravna kruzni skup
- ravna ivi¢na talasasta ivi¢na crno-krem vazduSasta " .y
$-1 " 9 (povrsinska) ivina acervula
zona, vazdusasta zona, vazdusSasta
UN-11 Z0ona,
TV-5 vunasta
ME-7
LP-8
TUT
137A*
C-13 Svetlo
o " Svetlo ruzicasta,
@ 14 RuziCasta sa . Krem sa tamno
C-30 - narandZasta sa Svetlo J s ravna
> belim obodom, u . e sivim sredi$njim o .
C-31 o belim obodom, u ruziCasta, ivi¢na Ruzicasto —
sredis$njem delu vix s N Svetlo delom, Krem-
BV-6 braonkasti vrhovi RuziCasta  sredi$njem delu Narandzasta blago ruicasto belidastim narandsasto- 20N blago bela,
LP-9 I e y sa belim braonkasta i sa belim zonirana, zonirana, U  zonirana, sa
hifa i narandzasta y R — bela, obodom, ravna braon, .
K-4 . obodom narandZasta obodom ravna ivi¢na . o ) centralnom  belim
sporulacija, - zonirana  ivi¢na zona, zonirano
B-4 oy sporulacija, ravha zona, . delu obodom
ravna ivi¢na . . zonirana, ravna y
1vicna zona, vazduSasta .- narandZasta
zona, vunasta (povrsinska) -
vunasta sporulacija
vunasta
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Nastavak tabele 16.

Tamno siva- Svetlo siva
. ravna,
roza, zonirana, blago
. Krem-siva, u sa beli¢astim N g Belicasta, sa
Svetlo siva, u centralnom delu obodom, ravna Narandzasto-  zonirana, nepravilno
C-3 centralnom delu » Svetlo R ' tamno siva, ravna P .
BV-11 narandzasta narandzasta narandzasta Bela, ravna ivi¢na zona, sa Z0nirana sa vidna rasporedenim
11 . Svetlo siva  sporulacija, : iviéna zona, Bela nepravilnim . acervulamai
MR-10 sporulacija, . sa belim y : usecima, sa zona, u Y
oy zonirana, ravna vazduSasta usecima samo u . vidljivom
ravna ivi¢na ey obodom . belim centralnom N
ivi¢na zona, srediSnjem delu narandzastom
zona, vunasta . obodom delu .
vunasta (tamno siva narandzasta sporulacijom
zona), ravna -
(povréinska) sporulacija,
vunasta
TV-2 . Snezno bela .
Belicasto- . ’ Belicasta
MR-1 SneZno bela, blago zrakasta N T
. krem, oy s Snezno vidljiva
BV-4 . Belicasto- . P ravna ivi¢na 1vi¢na zona, sa N
SB-1 Snezno bela, Krem Snezno bela, vidljiva sona nepravilnim Krem sa bela, ravna  narandZasta
> IV | ravnaivi¢na bla 0, ravna iviéna zona, narandZasta vaz diléasta Bela usecima od nepravilnim  ivi¢na sporulacija i
C-2 zona, vazdu$asta g vazdusasta sporulacija . ' usecima Zona, nepravilno
AVO zonirana izuzetno centralnog dela,
blago buina ravna vunasta rasporedene
374B zonirana J .. acervule
(povrsinska)
*Tzolati koji blago odstupaju od pojedinih Karakteristika grupe na podlogama: TUT 137A% slaba sporulacija 1 skoro bela micelija na KDA, popre€ni useci 1 ravna ivicna zona na MPA, bela micelija na V-8, izraZena

zoniranost nali¢ja na OA; MI-23* jace zonirano lice i ravna ivi¢na zona na MPA.
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6.3.2. Morfologija konidija

Ispitani izolati Colletotrichum spp. obilno formiraju konidije, kako u okviru

acervula, tako i na bo¢nim granama micelije. Na vestacki inokulisanim plodovima i u

kulturi, konidije iz acervula se oslobadaju u vidu sluzastog, zelatinoznog matriksa.

Konidije su jednocelijske, bezbojne, hijalinske, glatke, prave, ili blago povijene.

Prema obliku konidija formiranih na ve$tac¢ki inokulisanim plodovima i u kulturi svi

izolati su svrstani u tri kategorije:

(a) izolati sa fusiformnim konidijama, zaostrenim na oba kraja (F);

(b) izolati sa cilindri¢nim konidijama, zaostrenim na jednom kraju (C1);

(c) izolati sa cilindri¢nim konidijama, zaobljenim na oba kraja (C2).

U Tabeli 17 date su kategorije i dimenzije konidija formiranih posle 15 dana na

vestacki inokulisanim plodovima za sve ispitane izolate.

Tabela 17. Podela izolata u kategorije na osnovu oblika konidija formiranih na
vestacki inokulisanim plodovima i dimenzije konidija (um).

DuZina konidija (um) Sirina konidija Odnos
Izolat Kategorija . (um) Srednja
min/prosek/max . - A
min/prosek/max  duZina/srednja $irina

ME-7 12,18/14,07/16,38 4,2/4,41/5,04 3,19
UN-11 12,18/13,98/17,22 4,2/4,32/5,04 3,23
BV-11 13,44/14,95/16,8 4,2/4,45/5,04 3,35
KU-1 12,6/14,23/17,64 4,2/4,66/5,04 3,05
C-3 13,02/14,86/16,8 4,2/4,7/5,04 3,16
C-14 F 9,66/15,7/17,64 4,2/4,78/5,04 3,28
C-31 10,5/13,65/16,8 4,2/4,62/5,04 2,95
BV-6 12,6/14,11/16,8 4,2/4,45/5,04 3,17
LP-9 13,44/14,61/17,22 4,2/4,41/5,04 3,31
B-4 10,5/13,39/17,64 4,2/4,45/5,04 3,01
K-4 13,2/14,4/17,22 4,2/4,62/5,04 3,11
MR-10 13,02/14,61/17,64 4,2/4,49/5,04 3,25
R-1 13,44/14,4/16,8 4,2/4,45/5,04 3,23
R-2 13,02/14,4/17,22 4,2/4,91/5,04 2,93
MI-23 12,6/13,98/16,8 3,78/4,53/5,04 3,08
S-1 13,02/15,45/21,0 4,2/4,53/5,04 3,41
KU-14 12,18/13,98/17,22 4,2/4,45/5,04 3,14
MI-21 11,0/12,9/14,78 4,2/4,45/5,04 2,65
TUT 137-A 13,02/14,07/17,22 3,78/4,62/5,04 3,04
LP-8 12,18/14,91/20,16 4,2/4,66/5,04 3,19
SB-12 12,18/14,19/17,64 4,2/4,28/5,04 3,31
MR-317 12,6/13,18/15,12 4,2/4,57/5,04 2,88
TV-5 c1 11,76/13,98/17,64 4,2/4,62/5,04 3,02
B-7 13,02/14,99/18,48 4,2/4,57/5,04 3,28
HA-3 8,82/13,02/17,64 4,2/4,28/5,04 3,04
C-13 10,08/14,61/20,58 3,78/4,28/5,04 3,41
C-30 11,76/14,65/18,9 4,214,53/5,04 3,23
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Nastavak tabele 17.

UZ-107 12,18/14,82/17,64

-7 12,6/15,7/23,1
MR-1 9,24/18,38/21,7
BV-4 9,24/17,29/22,7
¢-2 c2 8,4/19,59/23,96
SB-1 8,4/18,08/20,7
TV-2 8,82/17,17/24,0
AVO 374B 8,4/17,46/15,12

3,78/4,28/5,04
4,2/4,62/5,04
4,2/4,36/4,62
4,2/4,45/5,04
4,2/4,41/5,04
4,2/4,45/5,04
4,2/4,49/4,62
4,2/4,62/5,04

3,46
3,39
2,61
2,53
2,62
2,48
2,48
2,48

U Tabeli 18 date su kategorije i dimenzije konidija formiranih posle 15 dana u

kulturi na KDA podlozi za sve ispitane izolate.

Tabela 18. Podela izolata u kategorije na osnovu oblika konidija formiranih posle
15 dana u kulturi na KDA podlozi i dimenzije konidija (um).

- Duzina konidija (m) Sirina konidija Odno_s
Izolat Kategorija . (nm) Srednja
min/prosek/max . " e
min/prosek/max  duzina/srednja §irina

ME-7 11,15/13,17/14,91 3,46/3,92/4,96 3,35
UN-11 11,22/12,88/16,45 3,46/3,98/4,96 3,23
BV-11 12,52/13,92/15,9 3,46/3,54/4,96 3,93
KU-1 11,0/14,0/16,52 3,46/4,1/4,96 3,41
C-3 12,82/14,22/15,9 3,46/4,2/4,46 3,38
C-14 9,52/14,8/16,25 3,46/3,92/4,96 3,77
C-31 10,25/12,95/15,8 3,46/3,85/4,46 3,36
BV-6 11,5/13,69/15,72 3,46/3,95/4,46 3,46
LP-9* 12,64/13,98/16,42 3,46/3,52/4,46 3,97
B-4* F 11,2/12,89/16,54 3,96/4,25/4,96 3,03
K-4 12,92/13,54/16,42 3,46/3,92/4,46 3,45
MR-10 12,35/13,92/16,84 3,46/3,89/4,46 3,57
R-1* 11,92/13,8/16,52 3,46/3,85/4,46 3,58

R-2 12,65/13,42/16,56 3,46/3,98/4,96 3,37
MI-23 12,25/13,78/15,65 3,46/3,98/4,46 3,46
S-1 12,96/14,22/18,24 3,46/3,96/4,46 3,59
KU-14 11,28/12,42/16,92 3,46/3,96/4,46 3,13
MI-21 10,75/11,65/14,42 3,46/3,85/4,96 2,76
TUT 137A 11,56/12,97/14,42 3,46/3,89/4,96 3,33
LP-8* 11,82/13,95/17,22 3,46/3,56/4,96 3,91
SB-12 10,26/12,96/16,84 3,46/3,98/4,46 3,25
MR-317 11,2/12,92/15,06 3,46/3,57/4,46 3,61
TV-5 c1 10,96/12,52/16,2 3,46/4,12/4,46 3,03
B-7 12,32/13,99/16,58 3,46/3,87/4,46 3,61
HA-3 9,82/12,46/15,78 3,46/4,12/4,96 3,02
C-13 10,0/13,82/19,52 3,46/3,86/4,46 3,58
C-30 10,82/13,58/17,65 3,46/3,94/4,46 3,44
uz-107 11,95/13,74/16,5 3,46/3,92/4,96 35
I-7 12,2/14,72/19,87 3,46/3,62/4,46 4,06
MR-1 10,54/17,98/19,7 3,46/3,92/4,46 2,8
BV-4 c2 9,36/16,42/18,68 3,46/3,92/4,96 2,65
Cc-2 8,25/18,98/19,87 3,46/3,62/4,96 3,03
SB-1 7,96/16,22/19,8 3,46/3,92/4,96 2,6
TV-2 8,76/16,54/18,62 3,46/3,94/4,46 2,67
AVO 374B 8,4/16,92/18,32 3,46/3,92/4,46 2,78

*Tzolati kojr u kuTturt formiraju dva tipa konidija (F 1 CI);
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Prema obliku konidija (Slike 15, 16 i 17) formiranih na vestacki inokulisanim
plodovima svi izolati su jasno izdiferencirani u tri grupe (F, C1 i C2). Medutim, u kulturi
na KDA podlozi pojedini izolati formiraju dva tipa konidija (izolati LP-9, B-4, LP-8, R-1
tipove F i C1).

Slika 15. Fuziformni (F) tip konidija (izolat: MI-23)

Slika 16. Cilindri¢ni zaostren na jednom kraju (C1) tip konidija (izolat: HA-3)
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Slika 17. Cilindri¢ne, zaobljene na oba kraja (C2) tip konidija (izolat: MR-1)

Referentni izolat C. acutatum (TUT 137A) formira fuziformni tip konidija (F), dok
referentni izolat vrste C. gloeosporioides (AVO 374B) formira cilindriéne konidije

zaobljene na oba kraja (C2).

Prosecna duzina konidija formiranih na veStacki inokulisanim plodovima i iz
kulture znatno varira medu svim izolatima. Naro¢ito varijabilni parametri su maksimalna i
minimalna duzina konidija. Na vestacki inokulisanim plodovima maksimalna duzina
konidija je u opsegu 14,78 - 24,00 um, a u kulturi 14,42 - 19,87 um. Minimalna duzina
konidija na vestacki inokulisanim plodovima krece se od 8,4 do 13,44 um, a u kulturi od
7,96 do 12,92 pm.

Medutim, ekstremne vrednosti Sirine konidija su ujednacene medu svim izolatima,
kako na ves$tacki inokulisanim plodovima, tako i u kulturi. Maksimalna Sirina konidija
formiranih na vestacki inokulisanim plodovima iznosi 4,62 ili 5,04 um, a u kulturi 4,46 ili
4,96 um. Minimalna Sirina konidija na vestacki inokulusanim plodovima iznosi 3,78 ili 4,2

pm, a u kulturi 3,46 pm.

Prosecna duZina 1 Sirina konidija svih izolata je ve¢a na vesStacki inokulisanim

plodovima od prose¢ne duzine i Sirine konidija u kulturi na KDA podlozi.

Izolat C-2 na vestacki inokulisanim plodovima i u kulturi formira konidije najvece

prose¢ne duzine u odnosu na ostale izolate (19,59 i 18,98 um, respektivno).
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6.3.3. Obrazovanje teleomorfnog stadijuma
Pojava teleomorfnog stadijuma nije uo¢ena ni kod jednog ispitivanog izolata
dolazi ni na jednoj od ispitivanih podloga, kao i na vestacki inokulisanim plodovima Koji

su ¢uvani 1 pregledani do potpunog iscrpljivanja.

6.3.4. Uticaj hranljivih podloga na rast izolata
Uticaj hranljivih podloga na rast izolata Colletotrichum spp. ispitan je na
podlogama KDA, MPA, V8, SDA i OA merenjem precnika kolonije (mm). Uticaj je prvi
put ocenjen posle Cetiri dana inkubacije izolata na 25°C, i pracen je do ispunjenja Petri
kutije (Slika 18).

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse dati su u Tabeli 19. Na osnovu vrednosti
sume kvadrata moze se zakljuciti da su izolati najveéi izvor variranja (SS=20 869,6)
pre¢nika kolonije. Medutim, vrednost parametra p (p< 0,01) ukazuje da su oba faktora, i
izolati i podloge, kao i njihova interakcija statisticki visoko znacajni izvori variranja.

Tabela 19. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata
Colletotrichum spp. gajenih na razli¢itim podlogama u trajanju od Cetiri dana

Suma kvadrata Stepeni slobode Sredina kvadrata Koli¢nik Nivo znaéajnosti

Izvor variranja

SS df MS F P
Podloga 2 265,5 4 566,4 988 0,00**
Izolat 20 869,6 34 613,8 1071 0,00**
Podloga*lzolat 27224 136 20,0 35 0,00**
Gregka 200,7 350 0,6

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05) ; **StatistiCki vISOKO zacajna razlika (p<0,01I)

Na osnovu Dankanovog testa (Tabela 53 u Prilogu) utvrdeno je da najveci rast u
odnosu na sve ostale izolate i podloge ostvaruje izolat IV morfoloske grupe (C-2) na
podlozi SDA (52 mm). Na istom nivou znaCajnosti je 1 rast preostalih izolata iz
morfoloske grupe IV na SDA podlozi (50,67 - 52 mm). Generalno, izolati IV morfoloske
grupe ispoljavaju statisticki znacajno veci rast na svim podlogama u odnosu na sve
preostale ispitivane izolate, uz nekoliko izuzetaka (izolati MR-1, SB-1 i BV-4 na OA
podlozi i izolat C-2 na MPA podlozi). Rast ovih izolata na navedenim podlogama je u
nivou rasta veéine ispitivanih izolata I, II i IIT morfoloske grupe na podlozi V8 na kojoj
ovi izolati ispoljavaju najveéi rast. Najveci rast od preostalih izolata ispoljavaju izolati Il
morfoloske grupe (C-31, C-14, K-4) i III morfoloske grupe (C-3) na podlozi V8 (32 do
40,67 mm). Rast svih izolata iz I, II i III morfoloSke grupe je statisticki znacajno manji na

SDA podlozi u odnosu na njihov rast na V8 podlozi.
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Slika 18. Rast izolata Colletotrichum spp. na razli€itim hranljivim podlogama posle
Cetiri dana inkubacije (1.red izolat MI-23; 2. red izolat C-14; 3.red izolat BV-11; 4. red
izolat MR-1. Podloge: KDA-a; MPA-b; V8-c; SDA-d; OA-e)

Najmanji rast ispoljavaju izolati I morfoloske grupe (UZ-107 i I-7) na SDA podlozi
(24 mm). Na istom nivou znacéajnosti (24,33 — 25,33 mm) je rast jo§ nekih izolata I
morfoloske grupe (MI-21, MR-317, MI-23, R-2, SB-12, TV-5, ME-7, R-1, UN-11 i KU-1)
takode na SDA podlozi. Najmanji rast na SDA podlozi ispoljavaju svi izolati Il
morfoloske grupe i vecina izolata I i III morfoloske grupe (ali ne uvek statistic¢ki znacajno

u odnosu na ostale podloge).

Uoceno je da podloga SDA za izolate IV morfoloske grupe predstavlja
najpogodniji medijum za razvoj (Grafikon 4) dok za izolate iz preostale tri morfoloske
grupe predstavlja najmanje pogodan, te moze posluziti kao jedan od faktora diskriminacije
pri identifikaciji Colletotrichum spp. do nivoa vrste, buduéi da se u grupi sa najizrazenijim
rastom na SDA podlozi nalazi referentan izolat vrste C. gloeosporioides (AVO 374B).
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Referentan izolat vrste C. acutatum (I morfoloska grupa) ispoljava statisticki znacajno

manji rast na SDA podlozi u odnosu na podloge MPA, OA i V8.

Nezavisno od podloge, izolati I morfoloske grupe ispunjavaju Petri kutiju posle 13
dana inkubacije, a II grupe posle 11 dana. Petri kutija je kod izolata III morfoloske grupe
ispunjena posle 10 dana inkubacije dok je kod izolata I grupe ovo slucaj posle 8 dana,

nezavisno od podloge.
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Grafikon 4. Pre¢nik kolonija izolata (mm) posle Cetiri dana inkubacije na razli¢itim podlogama (oznaka u zagradi pored izolata oznacava
morfolo$ku grupu; boje stubi¢a: tamno plave nijanse - I morfoloska grupa; narandzaste do zelene nijanse — II morfoloska grupa; ljubicaste
nijanse — I11 morfoloska grupa; svetlo plave nijanse — IV morfoloska grupa. Stubic¢i sa mustrom oznacavaju referentne izolate).
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Vecina izolata sporuliSe na svim ispitanim podlogama posle sedam dana. Samo
kod izolata IV morfoloske grupe sporulacija izostaje na SDA podlozi i posle 14 dana
inkubacije. Kod jednog izolata | morfoloske grupe (TUT 137-A) sporulacija izostaje na
podlozi V8. Svi izolati najobilnije sporulisu na podlozi OA (Tabela 20).

Tabela 20. Prisustvo (+)/odsustvo (-) sporulacije u kulturi ispitivanih izolata
Colletotrichum spp. posle 14 dana inkubacije na razli¢itim podlogama

Morfoloska 1z0lat Podloga
grupa KDA MPA V-8 SDA OA
R-1 +++ ++ + + o+t
R-2 ++ ++ + + o+t
MI-23 +++ ++ + + o+t
MI-21 +++ ++ + + o+t
KU-1 ++ ++ + + o+t
KU-14 +++ ++ + + o+t
HA-3 +++ o+t + + o+t
B-7 +++ ++ + + +++
MR-317 +++ 4 + + +++
! SB-12 +++ ++ + + +++
1-7 ++ ++ + + +++
uz-107 +++ ++ + + +++
S-1 o+ + +
UN-11 +++ 4 + + +++
TV-5 +++ ++ + + o+t
ME-7 ++ +++ + + +++
LP-8 +++ ++ + + o+t
TUTI137A ++ ++ - + +++
C-13 A+ + +
C-14 A+ + +
C-30 +++ o+ + + o+t
C-31 ++ ++ + +
. BV-6 +++ + + o+t
LP-9 +++ H++ + + o+t
K-4 ++ ++ + + +++
B-4 ++ ++ + + +++
C-3 ++ ++ + +
1l BV-11 ++ ++ + + +++
MR-10 ++ ++ + + o+t
TV-2 + + + - ++
MR-1 + + + - ++
BV-4 + + + - ++
v SB-1 + + + - ++
C-2 + + + - ++
AVO 374B + + + - ++

(+) slaba sporulacija; (++) srednje izraZena sporulacija; (+++) jako izraZena sporulacija; (-) 0dSustvo sporulacije
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6.3.5. Uticaj temperature i svetlosti na rast izolata
Uticaj temperature na rast izolata Colletotrichum spp. ispitan je za sledece
vrednosti: 2, 4, 5, 6, 7, 10, 20, 25, 28, 30, 33 i 35°C.

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse (Tabela 21) pokazali su da prec¢nik
micelije (mm) statisticki znaCajno varira kako sa temperaturom inkubacije na KDA
podlozi, tako i izmedu razli¢itih izolata. Utvrdeno je da su temperature, izolati i njihova
interakcija statisti¢ki visoko znacajni izvori variranja (p< 0,01), pri ¢emu je temperatura
inkubacije najveci izvor variranja (SS= 308 894,8).

Tabela 21. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata
Colletotrichum spp. gajenih na razli¢itim temperaturama u trajanju od sedam dana

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor varanja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Temperatura 308 894,8 11 28 081,3 31 499,2 0,00**
Izolat 38 014,9 15 2534,3 28428 0,00**
Temperatura*Izolat 83790,3 165 507,8 569,6 0,00**
Greska 513,5 576 0,9

*Statisticki znaCajna razlika (p<0,05) ; **Statisti¢ki viSOKo zacajna razlika (p<0,0I)

Rast ispitivanih izolata na KDA podlozi posle sedam dana inkubacije na razli¢itim

temperaturama (srednje vrednosti) prikazan je na Grafikonu 5.

Od ispitivanih izolata, samo dva izolata (ME-7 i TUT 137A) iz moroloske grupe I
ispoljavaju najveci rast na 20°C, dok svi preostali izolati najveci rast ispoljavaju na 25°C
(Slike 19 i 20). Najveci rast od svih testiranih izolata registrovan je za referentni izolat
C. gloeosporioides (morfoloska grupa IV). Na 25°C, posle sedam dana inkubacije
ustanovljeno je da se brzina rasta izolata moze dovesti u vezu sa njihovom pripadno$éu
morfoloskim grupama. Naime, najveéi rast ispoljavaju izolati IV morfoloske grupe
(80,25 -81 mm), zatim izolat III morfoloske grupe (68,5 mm), zatim izolati II morfoloske
grupe (54,5 — 63,25 mm) dok najmanji rast imaju izolati I morfoloske grupe (23,25 -51,25

mm). Razlike u rastu izmedu morfolskih grupa su statisti¢ki znacajne (Dankanov test).
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Slika 9. Rast izolata I morfoloske grupe (gornji red) i [V morfoloske grupe (donji red)
posle sedam dana inkubacije na razli¢itim temperaturama na KDA podlozi

Slika 20. Izolat IT morfoloske grupe C-31 posle sedam dana inkubacije na KDA na
razli¢itim temperaturama

Na temperaturama od 2 i 4°C posle ¢etiri i Sedam dana inkubacije nije registrovan
rast ni jednog izolata, kao ni posle Cetiri dana inkubacije na 5°C. Medutim, posle sedam
dana na temperaturi od 5°C primecen je rast izolata koji pripadaju morfoloskim grupama I
(osim referentnog izolata C. acutatum), Il i 111, dok je rast izolata iz IV morfoloske grupe

izostao i na 5°C.

Temperatura od 35°C se takode izdvaja kao grani¢na temperatura na kojoj nije
utvrden rast izolata I, II i III morfoloske grupe dok izolati IV morfoloske grupe nastavljaju

rast i na ovoj temperaturi ve¢ posle Cetiri dana inkubacije.

Najniza temperatura na kojoj je utvrden rast svih izolata je 6°C a najvisa 33°C.
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Grafikon 5. Rast izolata Colletotrichum sp. posle sedam dana inkubacije na KDA podlozi na razli¢itim temperaturama (0znaka u zagradi pored izolata
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Kako je prikazano u Tabeli 22, pri ispitivanju uticaja svetlosti na rast, najveéi izvor
variranja su izolati, zatim interakcija ispitivanih faktora (izolat*svetlost), dok je najmanji
izvor variranja svetlost (smena dan/mo¢ i tama). Medutim, oba faktora, i njihova
interakcija imaju znacajan uticaj na rast izolata.

Tabela 22. Dvofaktorijalna analiza varijanse precnika kolonije izolata
Colletotrichum spp. posle 10 dana inkubacije u uslovima smene dan/no¢ i potpune tame

Suma Stepeni Sredina Kolicnik Nivo
lzvor varanja kvadrata slobode kvadrata znadajnosti
SS df MS F P
Izolat 9 686,3 8 12108 195,32 0,00%**
Svetlost 754,0 1 754,0 121,63 0,00**
Izolat*Svetlost 1110.6 8 138,8 22,39 0,00**
Greska 334,8 54 6,2

*Statisticki znaCajna razlika (p<0,05) ; **StatistiCki vISOKO zalajna razlika (p<0,01)

Uticaj svetlosti na rast izolata Colletotrichum spp. prikazan je na Grafikonu 6.
Posle 10 dana inkubacije na sobnoj temperaturi izolat IV morfoloske grupe AVO 374B
ispoljava znacajno veci rast u odnosu na sve ostale testirane izolate (I morfoloska grupa)
kako u uslvima smene dan/no¢, tako i u uslovima tame. Vecina ispitanih izolata ispoljava
veéi rast pri inkubaciji u uslovima smene dana i no¢i. Samo dva izolata, koja pripadaju
morfoloskoj grupi I, ispoljavaju veci rast u uslovima tame, ali ne statisti¢ki znac¢ajno (MI-

21 i R-2). Svi ispitivani izolati sporulisu i u uslovima smene dan/no¢ i u uslovima tame.
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Grafikon 6. Rast izolata Colletotrichum sp. posle 10 dana inkubacije na KDA podlozi na
sobnoj temperaturi u uslovima svetlosti i tame
Nije utvrdena pravilnost u ponasSanju izolata iz razli¢itih morfoloskih grupa u
uslovima smene dana i no¢i i u uslovima tame te se ovaj kriterijum ne moze uzeti u obzir

za diferencijaciju izolata do nivoa vrste.
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6.4. Molekularna identifikacija izolata Colletotrichum spp.

6.4.1. Identifikacija primenom prajmera specifi¢nih za vrstu

Nakon uspesne ekstrakcije DNK ispitivanih izolata, molekularnom analizom 33
dobijena izolata izvrSenoj prema modifikovanoj metodi Sreenivasaprasad i sar. (1996)
i Lewis Ivey i sar. (2004) identifikovano je 28 izolata vrste C. acutatum i pet izolata

vrste C. gloeosporioides koji su poreklom sa razli¢itih lokaliteta (Tabela 23).

Veli¢ine amplifikovanih PCR produkata iznose 490 bp za C. acutatum (Slika
211 23) i 450 bp za C. gloeosporioides (Slika 21 i 22), §to je utvrdeno vizuelizacijom
produkata razdvojenih elektroforezom u agaroznom gelu obojenom etidijum-
bromidom na UV-transiluminatoru pomoc¢u 1 kb DNK markera. Za pozitivne kontrole
koje su predstavljali referentni izolati, za C. acutatum (TUT 137A) i za
C. gloeosporioides (AVO 374B), takode su amplifikovani produkti odgovarajuce
veli¢ine (490 bp i 450 bp, respektivno). U svim izvedenim reakcijama u koloni sa

negativnom kontrolom (PCR smesa bez unete DNK) nije zabelezena amplifikacija.

Slika 21. Vizuelizacija PCR produkata dobijenih primenom prajmera specifi¢nih za
vrstu (Calnt2/ITS4 za C. acutatum i CgInt/ITS4 za C.gloeosporioides) na agaroznom
gelu: kolone 1-7 izolati S-1, KU-1, M1-21, MI-23, R-2, R-1 i UZ-107; kolona 8
referentni izolat C. gloeosporioides izolat AVO 37 4B; kolona 9 referentni izolat C.
acutatum TUT 137 A; K- kontrola; M-1kb marker
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Slika 22. Vizuelizacija PCR produkata dobijenih primenom prajmera specifi¢nog za

vrstu (CgInt/ITS4 za C.gloeosporioides) na agaroznom gelu: kolone 1-5 izolati SB-1,

BV-4, TV-2, C-2 i MR-1; kolona 6 referentni izolat C. gloeosporioides AVO 37 4B;

kolona 7 - kontrola; kolona 8 — referentni izolat C. acutatum TUT 137A; kolona M-
1kb marker.

9 10 1112 13 14 15 16 17

Slika 23. Vizuelizacija PCR produkata dobijenih primenom prajmera specificnog za
vrstu (Calnt2/ITS4 za C. acutatum) na agaroznom gelu: kolone 1-16 izolati MR-10,
TV-5, LP-9, BV-11, ME-7, C-31, I-7, UN-11, KU-14, B-4, B-12, B-7, K-4, HA-3,
TUT 137A, C-14 kolona M-1kb marker; kolona 17 - kontrola.

Svi izolati I, IT i III morfoloske grupe identifikovani su kao C. acutatum, dok su
izolati IV morfoloske grupe identifikovani kao C. gloeosporioides, ¢ime je utvrdeno

postojanje velike morfoloske varijabilnosti izmedu izolata vrste C. acutatum.



Tabela 23. Identifikacija izolata Colletotrihum spp. primenom prajmera specifi¢nih
za vrstu

Izolat Prajmeri forward/revers Vrsta Lokalitet
Calnt2/1TS4 CygInt/ITS4
R-1 + - C. acutatum Radmilovac
R-2 + - C. acutatum Radmilovac
MI-23 + - C. acutatum Mirosaljci
Mi-21 + - C. acutatum Mirosaljci
KU-1 + - C. acutatum Kukujevci
KU-14 + - C. acutatum Kukujevci
HA-3 + - C. acutatum Hajdukovo
B-7 + - C. acutatum Banostor
MR-317 + - C. acutatum Mala Remeta
SB-12 + - C. acutatum Soko Banja
-7 + - C. acutatum Hipermarket ,,Idea*
Uz-107 + - C. acutatum Uziéi
5-1 + - C. acutatum Sabac
UN-11 ‘ . .
+ - C. acutatum Hipermarket ,,Univerexport
V-5 + - C. acutatum Tavankut
ME-7 . .
+ - C. acutatum Hipermarket ,,Merkator
LP-8 + - C. acutatum Trznica ,,Limanska Pijaca*
13 + - C. acutatum Celarevo
C-14 y
+ - C. acutatum Celarevo
C-30 M
+ - C. acutatum Celarevo
C-31 y
+ - C. acutatum Celarevo
BV-6 N .
+ - C. acutatum Backi Vinogradi
LP-3 + - C. acutatum Trznica ,,Limanska Pijaca®
K-4 + - C. acutatum Kaé
B-4 + - C. acutatum Banostor
-3 + - C. acutatum Celarevo
BV-11 + - C. acutatum Backi Vinogradi
MR-10 + - C. acutatum Mala Remeta
TV-2 ..
- + C. gloeosporioides Tavankut
MR-1 - + C. gloeosporioides Mala Remeta
BV-4 - + C. gloeosporioides Backi Vinogradi
SB-1 - + C. gloeosporioides Soko Banja
-2 - + C. gloeosporioides Celarevo

+ oznaCava pozitivnu reakciju sa prajmerima navedenim u zaglavlju tabele a - negafivnu
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6.4.2. Kloniranje sekvenci rDNK-ITS regiona
ITS region ribozomalne DNK deset reprezentatinvnih izolata (I, 11, I, i IV
morfoloska grupa) i dva referentna izolata amplifikovan je primenom prajmera ITS1 i
ITS4. Dobijeni amplifikovani produkti Colletotrichum spp. izolata su veli¢ine oko 600 bp,

Sto je u skladu sa podacima Freeman i1 sar. (2001) i Culebras i sar. (2003).

6.4.3. Filogenetska analiza
Na osnovu ClustalW programa, u okviru programskog paketa BioEdit utvrdeno je
da su pikovi dobijenih sekvenci dobro vidljivi i da ne dolazi do njihovog medusobnog
preklapanja, te je zakljuceno da su sekvence dobrog kvaliteta i da se moze pristupiti
njihovoj analizi. Nakon poravnavanja sekvenci u istom programu odredena je konsenzus

sekvenca sa ukupnom duzinom, ukljuéujuc¢i prazna mesta (gap - engl.), od 545bp.

U cilju filogeneticke analize sekvenci konstruisana su filogeneti¢ka stabla
koris¢enjem metoda maksimalne slicnosti (Maximum Likelyhood Evolutionary Distance),
kao i metoda maksimalne parasimonije (Miximum Parsimony Method), uz bootstrap
analizu i konstruisanje konsenzus dendograma (Slike 24 i 25, respektivno). Na osnovu
filogenetskog stabla izradenog primenom metode maksimalne sli¢nosti, analizom
sopstvenih (bootstrap) replikacija grananja dobijena je prose¢na bootstrap vrednost 92,8%,

a stabla izradenog metodom maksimalne parasimonije 95%.

Primenom metode maksimalne parasimonije (Slika 25) dobijeni su jasniji rezultati
0 genetickoj divergentnosti ispitivanih izolata Colletotrichum spp. Svi Coletotrichum spp.
izolati se sa 100% bootstrap vrednosti odvajaju od vrste M. fructigena (broj u Gen Banci:
HF678389) koja je koriS¢ena kao outgroup vrsta. Analzom dendograma dobijenog ovom
metodom zaklju¢ujemo da se svi izolati C. acutatum sa 100% bootstrap vrednosti odvajaju
od C. gloeosporioides. Izolati C. gloeosporioides pripadaju istom genetiCkom klasteru
zajedno sa sekvencom C. gloeosporioides koja je preuzeta iz Gen Banke (Broj u Gen
Banci: KF053199) sa 100% bootstrap vrednosti. U okviru C. acutatum jasno se izdvajaju
tri klastera. Jedan klaster ¢ine izolati BV-6, C-13 i TUT 137A sa visokom bootstrap
vredno$¢u od 90% u okviru koga se izdvaja jo§ jedan klaster sa visokom bootstrap
vredno$éu od 92% koji ¢ine hromogeni izolati C. acutatum (BV-6 i C-13). Treéi klaster sa
visokom bootstrap vrednos¢u od 93% u koji spada sekvenca C.acutatum koja je preuzeta
iz GenBanke (Broj u Gen Banci: AJ749688) cine nehromogeni izolati B-7, SB-12,
MR-10, MI-23 i LP-8.
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Slika 24. Filogeneticko stablo izradeno primenom metode maksimalne sli¢nosti na osnovu
ITS1-5.8S-1TS2 rDNK koje pokazuje mesto ispitivanih Colletotrichum izolata u odnosu
na referentne sekvence povucene iz svetske banke gena (GenBank) (C. acutatum —
AJ749688 i C. gloeosporioides — KF053199). Bootstrap vrednosti (1000 replikacija) su
prikazane na mestima grananja.
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Slika 25. Filogeneticko stablo izradeno primenom metode maksimalne parasimonije na
osnovu ITS1-5.8S-1TS2 rDNK koje pokazuje mesto ispitivanih Colletotrichum izolata u
odnosu na referentne sekvence povucene iz svetske banke gena (GenBank) (C. acutatum —
AJ749688 i C. gloeosporioides — KF053199). Bootstrap vrednosti (1000 replikacija) su
prikazane na mestima grananja.
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U cilju provere geneticke udaljenosti izmedu Cetiri definisana klastera, izolati su
podeljeni u grupe (grupa Al - nehromogeni izolati C. acutatum B-7, MI-23, LP-8,
AJ749688, MR-10, SB-12; grupa A2 — nehromogeni izolat C. acutatum TUT 137A;
grupa A3 - hromogeni izolati C. acutatum BV-6 i C-13; grupa B: izolati
C. gloeosporioides KF053199, C-2, MR-1, AVO 374B, SB-1). U programskom paketu
MEGA izraCunata je prose¢na geneti¢ka udaljenost izmedu analiziranih grupa (Tabela 24).
Najveéa geneticka udaljenost utvrdena je izmedu klastera A3 (hromogeni izolati
C. acutatum) i klastera B (C.gloeosporioides), a najmanja izmedu A2 i A3 (nehromogeni

izolat C. acutatum TUT 137A i hromogeni izolati C. acutatum).

Tabela 24. Prose¢na geneticka udaljenost izmedu genetickih grupa dobijenih
analizom 5,8S-ITS regiona rDNK

Grupe izdvojene filogenetskom analizom Geneti¢ka udaljenost (0,01 U) + Sd
Al B 0,092+0,014
A2 B 0,098+0,015
A3 B 0,100+0,015
Al A2 0,025+0,007
Al A3 0,024+0,007
A2 A3 0,014+0,005

*AI, A2 1 A3 - C. acutaium; B — C. gloeosporioides;£+Sd-standardna devijacija
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6.5. Bioloska zastita plodova jabuke od Colletotrichum spp.

6.5.1. Antifungalno delovanje S. hygroscopicus, S. aureus, S.
cerevisiae, B. cereus, P. aeruginosa i L. mesenteroides na C.
acutatum i C. gloeosporioides in vitro

Rezultati uticaja mikroorganizama S. hygroscopicus, S. aureus, S. cerevisiae, B.
cereus, P. aeruginosa i L. mesenteroides na rast micelije C. acutatum (izolati HA-3 i K-4)
i na C. gloeosporioides (izolat MR-1) obradeni su dvofaktorijalnom analizom varijanse
(Tabela 25). Tretmani predstavljaju najveci izvor variranja inhibicije rasta micelije, ali

postoje i znacajne razlike u inhibiciji rasta micelije izmedu izolata.

Tabela 25. Dvofaktorijalna analiza varijanse inhibicije rasta micelije izolata
C. acutatum (HA-3 i K-4) i C. gloeosporioides (MR-1)

Suma kvadrata Stepeni slobode Sredina kvadrata Koli¢nik Nivo znaéajnosti

Izvor variranja

SS Df MS F P
Tretman 7 430,85 7 1 061,55 1461,40 0,00**
Izolat 88,67 2 44,34 61,04 0,00**
Tretman*lzolat 369,04 14 26,36 36,29 0,00**
Greska 87,17 120 0,73

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statistiki viSOko zacajna razlika (p<0,0I)

Dankanovim testom (Tabela 26) utvrdeno je da S. hygroscopicus uzrokuje
statisti¢ki znacajno vecu inhibiciju rasta micelije sva tri testirana izolata u odnosu na ostale
ispitane mikroorganizme i kontrolu. Generalno, izolati HA-3 i MR-1 ispoljavaju visu

osetljivost na testirane mikroorganizme i fungicid Zato 50 WG u odnosu na izolat K-4.

Kod oba izolata C. acutatum, u varijanti sa fungicidom Zato 50 WG registrovana je
statisti¢ki zna¢ajno veéa inhibicija rasta micelije u odnosu na S. hygroscopicus, dok je kod
izolata C. gloeosporioides inhibicija u varijanti sa fungicidom Zato 50 WG na istom nivou

znacajnosti kao i u varijanti sa S. hygroscopicus.

S. aureus uzrokuje statisticki znacajnu inhibiciju rasta micelije sva tri izolata u
poredenju sa kontrolom, ali statisticki zacajno nizu u odnosu na B. cereus i S.

hygroscopicus.

Primenom B. cereus postize se inhibicija rasta micelije samo kod izolata
C. gloeosporioides koja je statisticki znacajna u odnosu na kontrolu, ali na statisticki

znacajno nizem nivou od S. hygroscopicus.

S. cervisae i L. mesenteroides ne ispoljavaju inhibitorno dejstvo na rast micelije

izolata C. acutatum i C. gloeosporioides.
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Tabela 26. Dankanov test: srednje vrednosti poluprecnika zone inhibicije rasta
micelije (+Sd) izolata Colletotrichum spp. prouzrokovane delovanjem ispitanih
mikroorganizama

Tretman Izolat Poluprecnik zone inhibicije (mm)
HA-3 (C. acutatum) 18,50+£0,84 b
S. hygroscopicus K-4 (C. acutatum) 15,00£0,00 e

MR-1 (C. gloeosporioides) 17,17+£0,75 ¢

HA-3 (C. acutatum) 3,83+0,41 g
S. aureus K-4 (C. acutatum) 2,34+0,58 h
MR-1 (C. gloeosporioides) 4,00+1,26 g
HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
S. cervisae K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01+0,00 i
HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
B. cereus K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
MR-1 (C. gloeosporioides) 9,67+0,82 f
HA-3 (C. acutatum) 0,34+0,11 i
P. aeruginosa K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01£0,00 i
HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
L. mesenteroides K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 i

MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01+0,00 i

HA-3 (C. acutatum) 19,67+0,52 a
Zato 50 WG K-4 (C. acutatum) 16,17+1,33 d

MR-1 (C. gloeosporioides) 18,00+2,19 bc

HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
Kontrola K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 i
MR-1 (C. gloeosparioides) 0,01+0,00 i

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£5d) —standardna devijacija
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Inhibicija rasta micelije C. acutatum (izolat HA-3) i C. gloeosporioides (izolat
MR-1) postignuta mikroorganizmima koji su ispoljili antifungalnu aktivnost na ove izolate
prikazana je na slikama 26 i 27, respektivno.

Slika 26. Inhibicija rasta micelije C. acutatum (i'zolat HA-3) primenom razli¢itih tretmana:
(@) S. hygroscopicus; (b) S. aureus; (c) P. aeruginosa; (d) Zato 50 WG; (e) Kontrola

I -
Slika 27. Inhibicija rasta micelije C. gloeosporioides (izolat MR-1) primenom razli¢itih
tretmana (a) S. hygroscopicus; (b) S. aureus; (c) B. cereus; (d) Zato 50 WG; (e) Kontrola
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6.5.2. Antifungalno delovanje B. subtilis (sojevi N 146, ST 1/I111,
C 131 QST 713) na C. acutatum i C. gloeosporioides in vitro

Na osnovu rezultata faktorijalne analize varijanse (Tabela 27) utvrdeno je da su
najveéi izvor variranja pri inhibiciji rasta micelije izolata C. acutatum (HA-3 i K-4) i
C. gloeosporioides (MR-1) tretmani, ali i da izolati znafajano uticu na zavisno
promenljivu, odnosno rast micelije (p<0,01).

Tabela 27. Dvofaktorijalna analiza varijanse inhibicije rasta micelije izolata
C. acutatum (HA-3 i K-4) i C. gloeosporioides (MR-1)

Suma Stepeni Sredina Kolitnik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Tretman 3636,04 5 727,21 527,81 0,00**
Izolat 38,46 2 19,23 13,96 0,00**
Soj Tretman*lzolat 18,65 10 1,86 1,35 0,22
Greska 124,00 90 1,38

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statistiki viSOko zacajna razlika (p<0,0I)

Kod sva tri ispitivana izolata nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u inhibiciji
rasta micelije primenom razli¢itih sojeva B. subtilis. Svi testirani sojevi uzrokuju
statistiCki znacajno vecu inhibiciju rasta micelije sva tri izolata u odnosu na kontrolu.
Medutim, inhibicija rasta micelije uzrokovana primenom fungicida Zato 50 WG je na

statisti¢ki znacajno visem nivou u odnosu na sve ispitane sojeve B. subtilis.

Izolat C.acutatum (K-4) ispoljava nizu osetljivost na sve primenjene tretmane u

odnosu na druga dva izolata, ali ne uvek statisticki znac¢ajnu (Tabela 28).

Tabela 28. Dankanov test: srednje vrednosti polupre¢nika zone inhibicije rasta
izolata Colletotrichum spp. (£Sd) prouzrokovane delovanjem ispitanih sojeva B. subtilis

Tretmani Izolat Poluprecnik zone inhibicije (mm)
HA-3 (C. acutatum) 15,17 £0,75 be

B. subtilis K-4 (C. acutatum) 14,00 £0,63 cd

soj N 146 MR-1 (C. gloeosporioides) 15,33 £1,21 be
HA-3 (C. acutatum) 15,33 +£0,82 be

B. subtilis K-4 (C. acutatum) 14,17 £1,83 «¢d

soj ST 1/111 MR-1 (C. gloeosporioides) 14,33 £0,82 cd
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Nastavak tabele 28.

HA-3 (C. acutatum) 16,17 £0,75 b
B. subtilis K-4 (C. acutatum) 14,33 £1,63 cd
soj C 13 MR-1 (C. gloeosporioides) 14,83 +1,47 bc
HA-3 (C. acutatum) 15,50 £2,35 be
B. subtilis K-4 (C. acutatum) 13,17 £1,17 d
s0j QST 713 MR-1 (C. gloeosporioides) 14,50 +1,52 cd
HA-3 (C. acutatum) 18,33 +1,21 a
Zato 50 WG K-4 (C. acutatum) 16,17 £0,75 b
MR-1 (C. gloeosporioides) 18,33 £1,03 a
HA-3 (C. acutatum) 0,01 £0,00 e
Kontrola K-4 (C. acutatum) 0,01 £0,00 e
MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01 £0,00 e

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znaajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Na slici 28 prikazana je inhibicija rasta micelije izolata MR-1 (C. gloeosporioides)

postignuta primenom ispitivanih sojeva B. subtilis.

Slika 28. Inhibicija rasta micelije izolata MR-1 (C. gloeosporioides) primenom ispitivanih
tretmana: B. subtilis soj N146 (a); B. subtilis soj ST 1/111 (b); B. subtilis soj C 13 (c); B.
subtilis soj QST 713 (d); Zato 50 WG (e); Kontrola (f).
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6.5.3. Antifungalno delovanje S. hygroscopicus, S. aureus, B.
cereus i P. aeruginosa na C. acutatum i C. gloeosporioides
in vivo

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da su tretmani primenjeni na
plodovima jabuke najveéi izvor variranja nekroze uzrokovane izolatima C. acutatum
(HA-3 i K-4) i C. gloeosporioides (MR-1). Takode, pre¢nik nekroze znacajno varira i u
zavisnosti od izolata kojima je izvrSena veStacka inokulacija plodova (Tabela 29).

Tabela 29. Dvofaktorijalna analiza varijanse nekroze razvijene na tretiranim, vestacki
inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije

Suma Stepeni Sredina Kolitnik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Tretman 3512,71 5 702,54 151,61 0,00**
Izolat 82,78 2 41,39 8,93 0,00**
Tretman*Izolat 118,54 10 11,85 2,56 0,01*
Greska 250,24 54 4,63

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statistiki viSOko zacajna razlika (p<0,0I1)

Dankanov test (Tabela 30) je pokazao da je pre¢nik nekroze na plodovima
tretiranim S. hygroscopicus statisti¢ki zna¢ajno manji u odnosu na nekrozu na plodovima
iz drugih tretmana, osim kod preparata Zato 50 WG sa kojim je na istom nivou

Znacajnosti.

S. aureus, B. cereus i P. aeruginosa uzrokuju statisticki zna¢ajno manji razvoj
nekroze plodova vestacki inokulisanih sa izolatima K-4 (C. acutatum) i MR-1
(C. gloeosporioides) u odnosu na kontrolu, ali je nekroza na statisticki znacajno visem
nivou u odnosu na varijantu u kojoj je primenjen fungicid Zato 50 WG. Kod tretmana sa
B. cereus i P. aeruginosa, u slucaju vestacke inokulacije sa HA-3 (C. acutatum), razvijena

nekroza je na nivou znacajnosti sa kontrolom.
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Tabela 30. Dankanov test: srednje vrednosti pre¢nika nekroze (+Sd) (mm) na
tretiranim, vestacki inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije

Tretmani Izolat Pre¢nik nekroze (+Sd)
HA-3 (C. acutatum) 0,75+0,50 a
[ K-4 (C. acutatum) 2,00+0,82 a
S. hygroscopicus
1,75+0,50 a

MR-1(C. gloeosporioides)

HA-3 (C. acutatum) 13,00+2,94 cd

K-4 (C. acutatum) 11,2541,50 ¢
S. aureus

MR-1(C. gloeosporioides) 7,2540,50 b

HA-3 (C. acutatum) 19,25¢1,71

K-4 (C. acutatum) 15,00£2,45 de
B. cereus

MR-1(C. gloeosporioides) 13,50£1.91  cd

HA-3 (C. acutatum) 17,00£1.83  ef

. K-4 (C. acutatum) 13,00+5,10 cd
P. aeruginosa

MR-1(C. gloeosporioides) 12,00+3,46 cd

HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 a

Zato 50 WG K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a

MR-1(C. gloeosporioides) 0,01+0,00 a

+
HA-3 (C. acutatum) 18,2542,75 ef

Kontrola K-4 (C. acutatum) 18,75+2,06 f

MR-1(C. gloeosporioides) 18,0042,31  ef

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Stepen razvijene nekroze na plodovima tretiranim kultivacionim te¢nostima
mikroorganizama S. hygroscopicus, S. aureus, B. cereus i P. aeruginosa i fungicidom Zato

50 WG, vestacki inokulisanim sa C. acutatum (izolat K-4) prikazan je na Slici 29.
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Slika 29. Razvoj nekroze na tretiranim plodovima, vestacki inokulisanim sa C. acutatum
(K-4): (a) S. hygroscopicus; (b) S. aureus; (c) B. cereus; (d) P. aeruginosa; (e) Zato 50
WG; (f) Kontrola

Na plodovima tretiranim sa kultivacionim tecnostima mikroorganizma 1
fungicidom Zato 50 WG, bez inokulacije patogenima, ne dolazi do promena koje bi

ukazivale na negativan efekat tretmana na plodove jabuke.
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6.5.4. Antifungalno delovanje B. subtilis (sojevi N 146, ST 1/I111,
C 131 QST 713) na C. acutatum i C. gloeosporioides in vivo

Obradom dobijenih podataka dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je
da su najveéi izvor variranja tretmani primenjeni na plodovima jabuke. Izolati
C. acutatum (HA-3 i K-4) i C. gloeosporioides (MR-1), kojima je vrSena vestacka
inokulacija plodova, takode su znaajan izvor variranja zavisno promenljive, kao i

njihova interakcija (Tabela 31).

Tabela 31. Dvofaktorijalna analiza varijanse nekroze razvijene na tretiranim,
vestacki inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije

Suma Stepeni Sredina Kolitnik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Tretman 15007,81 5 3001,56 388,34 0,00**
Izolat 581,29 2 290,65 37,60 0,00**
Tretman*lzolat 593,38 10 59,34 7,68 0,00**
Greska 973,87 126 7,73

*StatistiCki znaajna razlika (p<0,05); **StatistiCkl VISOKO zacajna razlika (p<0,01)
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Kao §to je prikazano u Tabeli 32, testirani sojevi B. subtilis uzrokuju statisti¢ki
znac¢ajno manji razvoj nekroze na vesStacki inokulisanim plodovima u odnosu na
kontrolu. Medutim, nekroza razvijena na plodovima tretiranim ispitivanim sojevima
B. subtilis je na statisti¢ki znac¢ajno visem nivou u odnosu na plodove koji su tretirani

fungicidom Zato 50 WG.

Prema Dankanovom testu, statisticki znacajno viSu osetljivost na testirane
sojeve bakterija, ispoljava izolat C. gloeosporioides u odnosu na oba izolata
C. acutatum (osim u slucaju soja ST 1/1I1). Soj QST 713, ispollava najvisu inhibiciju
razvoja nekroze uzrokovane izolatima C. gloeosporioides i C. acutatum (HA-3), s tim
§to je kod izolata C. gloeosporioides razlika statisticki zacajna. Statisti¢ki znacajno

najvisa inhibicija za izolat C. acutatum (K-4) registrovana je za soj ST 1/111.



Tabela 32. Dankanov test: srednje vrednosti precnika nekroze (+Sd) (mm) na
tretiranim, vestacki inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije

Tretmani Izolat Prec¢nik nekroze (+Sd)
HA-3 (C. acutatum) 16,88+2,53 d
B. subtilis soj N 146 K-4 (C. acutatum) 15,8842,64 d
MR-1(C. gloeosporioides) 12,3842,50 ¢
HA-3 (C. acutatum) 15,38+4,07  d
B. subtilis soj ST 1/111 K-4 (C. acutatum) 12,3843,70 ¢
MR-1(C. gloeosporioides) 10,752,05 ¢
HA-3 (C. acutatum) 22,38+2,45 e
B. subtilis soj C 13 K-4 (C. acutatum) 22,7543,65 e
MR-1(C. gloeosporioides) 12,2542.31 ¢
HA-3 (C. acutatum) 17,00:4.54 d
B. subtilis soj QST 713 K-4 (C. acutatum) 15,63+4,63 d
MR-1 (C. gloeosporioides) 7,50+2,67 b
HA-3 (C. acutatum) 0,010,00 a
2alo SOWE MR-1(C. gloeosporioides) 0,0120,00 a
K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a
34381,19 f

HA-3 (C. acutatum)

Kontrola K-4 (C. acutatum) 33,88+2,80 f

MR-1(C. gloeosporioides) 3525139 f

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Uticaj ispitanih sojeva B. subtilis na razvoj nekroze na plodovima vestacki

inokulisanim sa C. acutatum (izolat HA-3) prikazan je na Slici 30.
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Slika 30. Razvoj nekroze na plodovima tretiranim kultivacionom tecnos¢u razlicitih sojeva
B. subtilis inokulisanih sa C. acutatum (izolat: HA-3)
(a) soj N146; (b) soj ST 1/11; (¢) soj C-13; (d) soj QST 713; (e) Zato 50 WG,; (f) Kontrola

Na plodovima tretiranim sa kultivacionim tecnostima mikroorganizma i

fungicidom Zato 50 WG, bez vestacke inokulacije patogenima, ne dolazi do promena koje

bi ukazivale na negativan efekat tretmana na plodove jabuke.
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6.5.5. Optimizacija uslova kultivacije S. hygroscopicus u cilju
ostvarenja maksimalne antifungalne aktivnosti na
Colletotrichum spp.

Budu¢i da od svih ispitanih mikrorganizama S. hygroscopicus ispoljava najjace
inhibitorno delovanje na ispitivane izolate in vitro i in vivo, ovaj mikroorganizam je
odabran za optimizacione oglede. Ovim ogledima su definisani uslovi gajenja Koji
obezbeduju maksimalno antifungalno delovanje S. hygroscopicus, uz minimalne troSkove

proizvodnje.

6.5.5.1. Optimizacija sastava hranljive podloge za kultivaciju S.
hygroscopicus

Prvi korak optimizacije: variranje izvora ugljenika i azota. Simultano variranje
izvora ugljenika i azota statisticki znacajano utice na zone inhibicije rasta C. acutatum
(HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1) (Tabele 33 i 34).

Tabela 33. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih izvora ugljenika i
azota u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus na inhibiciju rasta micelije izolata C.
acutatum (HA-3)

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
lzvoriCiN 1673,77 12 139,48 159,99 0,00**
Greska 56,67 65 0,87

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statisticki visSoK0 zaajna razlika (p<0,01)

Tabela 34. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih izvora ugljenika i
azota u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus na inhibiciju rasta micelije izolata C.
gloeosporioides (MR-1)

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
lzvoriCiN 1771,42 12 147,62 126,53 0,00**
Greska 75,83 65 1,17

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statisticki visSoko zaajna razlika (p<0,01)

Inhibicija rasta micelije oba testirana izolata primenom S. hygroscopicus je
statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolu, nezavisno od sastava podloge koris¢ene za
kultivaciju. Podloga koja sadrzi glicerol kao izvor ugljenika i ekstrakt kvasca kao izvor
azota obezbeduje najjacu antifungalnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma za oba

izolata u odnosu na ostale testirane podloge. Uocene su statisti¢ki znacajne razlike u
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zonama inhibicije kod izolata C. acutatum izmedu podloge sa glicerolm i ekstraktom
kvasca i svih ostalih podloga (Tabela 35; Slika 31).

Tabela 35. Dankanov test: srednje vrednosti polupre¢nika zone inhibicije rasta

micelije(£Sd) izolata C. acutatum (HA-3)

Izvori ugljenika i azota

Poluprecnik zone inhibicije (mm)

glicerol+ekstrakt kvasca
glicerol+sojino brasno
glicerol+kukuruzno brasno
glicerol+amoniju sulfat

glukoza+ekstrakt kvasca
glukoza+sojino brasno
glukoza+kukuruzno brasno
glukoza+amonijum sulfat

maltoza+ekstrakt kvasca
maltoza-+sojino brasno
maltoza+kukuruzno brasno
maltoza+amonijum sulfat

Kontrola

18,83 £0,98 a
17,67 £1,51 b
13,00 +1,67 d
11,17 £0,75 f

13,17+0,41 d
11,33 +£0,52 ef
14,33 +1,03 ¢
12,33 £0,82 de

7,33 40,82 g
103340,52  f
1033 41,03 f
6,83 +0,75 g
0,01 +0,00 h

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Kod izolata C. gloeosporioides nije uocena statisticki zacajna razlika u zonama

inibicije izmedu podloge sa glicerolm i ekstraktom kvasca i podloge od glicerola i sojinog

brasna. Medutim, dve pomenute podloge uzrokuju statisti¢ki znacajno vecu inhibiciju

rasta izolata C. gloeosporioides u odnosu na sve preostale podloge (Tabela 36).

Tabela 36. Dankanov test: srednje vrednosti polupreénika zone inhibicije rasta
micelije(£Sd) izolata C. gloeosporioides (MR-1)

Izvori ugljenika i azota

Poluprecnik zone inhibicije (mm)

glicerol+ekstrakt kvasca
glicerol+sojino brasno
gliceroltkukuruzno brasno
glicerol+amonijum sulfat

glukoza+ekstrakt kvasca
glukoza+sojino brasno
glukoza+tkukuruzno brasno
glukoza+amonijum sulfat

maltoza+ekstrakt kvasca
maltoza+sojino brasno
maltozatkukuruzno brasno
maltoza+amonijum sulfat

Kontrola

2033 +137a
20,17 1,17 a
14,67 41,63 b
12,83 £0,75 cod

13,83 £0,98 be
11,67+0,52 d
14,00 £1,90 be
14,83 £0,75 b

14,17 £1,17 be
12,50 0,84 d
12,33 40,52 d
9,83 0,98 e

0,01 £0,00 f

*Vrednosti obelezene 1stim slovom su na 1stom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£5d) —Sstandardna devijacija
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Kao rezultat ovih ogleda, podloga sa glicerolom kao izvorom ugljenika i
ekstraktom kvasca kao izvorom azota izabrana je za dalju optimizaciju sa ciljem
maksimizacije antifungalne aktivnosti S. hygroscopicus na Coletotrichum spp., uz

minimalizovanje proizvodnih troSkova.

Slika 31. Inhibicije rasta micelije izolata C. acutatum (HA-3) uzrokovane delovanjem S.
hygroscopicus kultivsanog na podlogama sa razli¢itim izvorima ugljanika i azota

Legenda: gl — glicerol; gk — glukoza; m — maltoza; e — ekstrakt kvasca; s-sojino brasno; K-
kukuruzno brasno; a — amonijum sulfat

Drugi korak optimizacije: variranje Kkoli¢ina ugljenika, azota i fosfora.
Kombinacije eksperimentalnih faktora (sastav podloge) dobijene na osnovu Box-
Behnkenovog eksperimentalnog plana i odzivi (polupre¢nik zone inhibicije rasta izolata
C. acutatum i C. gloeosporioides) dobijeni posle izvodenja eksperimenata sumirani su u
Tabeli 37.
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Tabela 37. Kombinacije sastava podloge (faktora) i vrednosti polupre¢nioka zone
inhibicije (odziva) nakon izvodenja eksperimenta

Faktori (g/l) Odzivi (polupre¢nik zone inhibicije (mm))
Glicerol Ekstrakt kvasca Fosfati C. acutatum C. gloeosporioides
(izolat HA-3) (izolat MR-1)

15,00 17,50 1,00 20,12 18,67

10,00 30,00 1,00 13,88 10,79

20,00 5,00 1,00 21,25 21,58

10,00 5,00 1,00 21,82 22,46

15,00 17,50 1,00 18,98 16,33

10,00 17,50 0,50 19,83 16,92

15,00 17,50 1,00 19,83 15,75

20,00 17,50 1,50 20,68 16,92

10,00 17,50 1,50 18,70 17,21

15,00 5,00 0,50 21,82 21,88

15,00 5,00 1,50 20,97 19,83

20,00 17,50 0,50 15,58 10,50

15,00 30,00 1,50 19,55 17,79

20,00 30,00 1,00 14,17 7,58

15,00 30,00 0,50 11,62 6,42

Rezultati regresione analize dobijenih odziva prikazani su u Tabeli 38.
Koeficijenti se odnose na apsolutne vrednosti.

Tabela 38. Koeficijenti regresione jednacine za dobijene vrednosti poluprecnioka
zone inhibicije (odzive)

Polupre¢nik zone inibicije Polupreénik zone inibicije C.gloeosporioides

Efekti €. acutatum __

Koeficijent Koeficijent

regresije p-vrednost regresije p-vrednost
Odsecak
by 28,9408* 0,0039 28,3059 0,0530
Linearni
b, 0,2465 0,6942 0,7241 0,5603
b, -0,4373* 0,0451 -0,8039 0,0553
bs -11,7852 0,0543 -11,9748 0,2517
Kvadratni
by -0,0331 0,1296 -0,0481 0,2372
ba, -0,0066 0,0727 -0,0007 0,9064
ba3 -0,4717 0,8066 -1,3033 0,7311
Interakcija
b, 0,0034 0,6449 -0,0093 0,5288
b3 0,6230* 0,0164 0,6130 0,1353
b3 0,3512* 0,0041 0,5368* 0,0115

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statisticki visSoko zaajna razlika (p<0,01)

Rezultati ANOVA za odabrane odzive prikazani su u Tabeli 39. Visoke vrednosti
koeficijenta determinacije (0,973 i 0,958), koje su dobijene za sve odzive ukazuje na
adekvatno fitovanje eksperimentalnih podataka polinomom drugog reda. Modeli polinoma
drugog reda za oba posmatrana odziva su znacajni pri nivou znacajnosti 95% Sto potvrduju
F-vrednosti od 20,1943 za zonu inhibicije rasta micelije izolata C. acutatum (HA-3) i
12,7714 za C. gloeosporioides (MR-1).
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Tabela 39. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva

lzvor

Rezidual Model

Odziv
DF SS MS DF SS MS F-value p-value R?

Poluprec¢nik zone
inhibicije 5 3,8511 0,7702 9 1399860 15,5540 20,1943 <0,0001 0,973
(C. acutatum)

Poluprecnik zone
inhibicije 5 14,8326 29665 9  340,9804 37,8867 12,7714 <0,0001 0,958
(C.
gloeosporioides)

DF — stepeni slobode; SS — suma Kvadrata; MS — sredina kvadrata.

Matematicki model za ispitivanje uticaja sastava podloge na inhibiciju rasta
C. acutatum. Koeficijent determinacije za odziv poluprecnik zone inhibicije (mm) za
izolat C. acutatum iznosi 0,973 §to ukazuje na visoku korelaciju posmatranih i predvidenih
vrednosti. O pojedina¢nim efektima razli€itih parametara i1 njihovih interakcija moze se
diskutovati na osovu znacajnosti regresionih koeficijenata prikazanih u Tabeli 38.
Statisticki znaCajan uticaj na posmatrani odziv pri nivou znacajnosti 95% (p-
vrednost<0,05) imaju linearni ¢lan koli¢ine ekstrakta kvasca, interakcija koli¢ine glicerola

I fosfata i interakcija koli¢ine ekstrakta kvasca i fosfata.

Na Grafikonima 7a, 7b i 7c prikazani su efekti koli¢ine glicerola, ekstrakta kvasca i
fosfata u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus na zonu inhibicije rasta izolata
C. acutatum, §to je indirektni pokazatelj antifungalne aktivnosti mikroorganizma. Linearan
uticaj sadrZaja ekstrakta kvasca na antifungalnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma je
znacajan (p=0,045), i njegova negativna vrednost (Tabela 38) ukazuje da ovaj nutrijent
ima inhibitorni efekat na posmatrani odziv. Na osnovu rezultata prikazanih na Grafikonu
7a moze se analizirati uticaj sadrzaja glicerola i ekstrakta kvasca, pri srednjim vrednostima
sadrzaja fosfata od 1 g/l na antifungalno delovanje S. hygroscopicus. Sa povecanjem
sadrzaja ekstrakta kvasca u podlozi, antifungalno delovanje na C. acutatum se smanjuje.
Najjaca antifungalna aktivnost zabelezena je u slu€aju primene koli¢ine ekstrakta kvasca
od 5 do 10 g/l sto obezbeduje dovoljno azota za umnozavanje biomase, ali ograni¢ava
trajanje eksponencijalne faze. Pri primenjenim veéim koli¢inama ekstrakta kvasca usled
duZeg trajanja eksponencijalne faze dolazi do znacajnog iscrpljenja hranljive podloge pre
pocetka stacionarne faze rasta tokom koje se odvija produkcija sekundarnih proizvoda
metabolizma. Jasno je da sadrzaj glicerola ima znac¢ajno slabiji uticaj na posmatrani odziv
u odnosu na sadrzaj ekstrakta kvasca. Sa konstantnim sadrzajem fosfata (1 g/l),

maksimalna antifungalna aktivnost se postize sa sadrzajem glicerola od 12-16 g/I.
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Grafikon 7a. Uticaj sadrzaja ekstrakta kvasca i glicerola (pri prose¢nom sadrzaju
fosfata od 1 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata C.
acutatum

Na Grafikonu 7b prikazan je efekat sadrzaja glicerola i fosfata, sa prose¢nim
sadrzajem ekstrakta kvasca 17,5 g/l. Interakcija izmedu sadrzaja glicerola i fosfata ima
statisticki znaCajan uticaj (p=0,016) na zonu inhibicije rasta C. acutatum. Pozitivna
interakcija ova dva faktora (Tabela 38) ukazuje na njihov sinergisticki efekat. Pri malim
koli¢inama glicerola u podlozi, poveéanje sadrzaja fosfata u primenjenom opsegu nema
znacajan uticaj na posmatrani odziv. Medutim, pri ve¢im koli¢inama glicerola sa rastom
sadrzaja fosfata dolazi do znacajnog povecanje polupreénika zone inhibicije rasta, i

maksimalne vrednosti ovog odziva postiZu se sa sadrzajem glicerola i fosfata od 14-20 g/l
i 1,3-1,5 g/l, respektivno.
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Grafikon 7b. Uticaj sadrzaja fosfata i glicerola (pri prose¢nom sadrzaju ekstrakta
kvasca od 17,5 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata C
acutatum

Uticaj primenjenih koli¢ina ekstrakta kvasca 1 fosfata pri srednjem sadrzaju
glicerola od 15 g/l u podlozi na zonu inhibicije rasta C. acutatum moze se analizirati na
osnovu Grafikona 7c. Interakcija sadrzaja ekstrakta kvasca i fosfata je statisti¢ki znacajna
(p=0,004). Pri sadrzaju ekstrakta kvasca u opsegu 10-30 g/l, visoke koncentracije azota
omoguéavaju intenzivan rast biomase pri ¢emu se troSe i znacajne koli¢ine izvora fosfora.
Kako bi se obezbedile dovoljne koli¢ine fosfata za sekundarni metabolizam i proizvodnju
antifungalnih metabolita, u primenjenim eksperimentalnim uslovima neophodno je dodati
vecu kolic¢inu fosfata u podlogu. Sa druge strane, pri sadrZzaju ekstrakta kvasca od 5-10 g/l

rast biomase je vidno ograni¢en malom koli¢inom izvora azota te koli¢ina fosfata ima
neznatan uticaj na posmatrani odziv.
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Grafikon 7c. Uticaj sadrzaja ekstrakta kvasca i fosfata (pri prose¢nom sadrzaju
glicerola od 15 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata C.
acutatum
Matematicki model za ispitivanje uticaja sastava podloge na inhibiciju rasta
C. gloeosporioides. Za odziv polupre¢nika zone inhibicije rasta izolata C. gloeosporioides
koeficijent determinacije iznosi 0,958 sto ukazuje da samo 4,2% varijacija ne moze biti
objasnjeno modelom. Pojedinacni efekti variranih parametara i1 njihove interakcije
prikazani su u Tabeli 36. StatistiCcki znacajan uticaj ima interakcija sadrzaja ekstrakta
kvasca i fosfata (p=0,011). Pozitivna interakcija dve nezavisno promenljive (Tabela 38)

ukazuje na sinergistiCki efekat sadrzaja ekstrakta kvasca 1 fosfata, kao $to je slucaj 1 kod
izolata C. acutatum.

Uticaj sadrZzaja glicerola, ekstrkta kvasca 1 fosfata na antifungalnu aktivnost
S. hygroscopicus, koja je indirektno prikazana kroz polupreénik zone inhibicije rasta
izolata C. gloeosporioides, prikazan je na Grafikonima 8a, 8b i 8c. Poredenjem rezultata
prikazanih na Grafikonima 7 i 8, mozZe se zakljucCiti da variranje sastava podloge za
kultivaciju S. hygroscopicus ima skoro identian uticaj na njegovu antifungalnu aktivnost
na vrste C. acutatum i C. gloeosporioides. Jedina znacajna razlika se uocava poredenjem
grafikona 7b i 8b koji prikazuju uticaj sadrzaja glicerola i fosfata pri prose¢nom sadrzaju
ekstrakta kvasca na inhibiciju rasta izolata C. acutatum i C. gloeosporioides, respektivno.
Naime, maksimalno antifungalno delovanje na C. gloeosporioides postize se pri nesto

nizoj koli¢ini glicerola u odnosu na C. acutatum (12-18 g/l).
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Grafikon 8a. Uticaj sadrzaja ekstrakta kvasca i glicerola (pri prose¢nom sadrzaju
fosfata od 1 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata
C.gloeosporioides
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Grafikon 8b. Uticaj sadrzaja fosfata i glicerola (pri proseénom sadrzaju ekstrakta
kvasca od 17,5 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata
C.gloeosporioides
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Grafikon 8c. Uticaj sadrzaja ekstrakta kvasca i fosfata (pri proseénom sadrzaju
glicerola od 15 g/l) u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus, na inhibiciju rasta izolata
C.gloeosporioides

Optimizacija podloge. Postizanje maksimalnih zona inhibicije rasta za izolate
C. acutatum i C. gloeosporioides je definisano kao cilj optimizacije. Ovo zahteva
posmatranje oba odziva (polupreénik zone inhibicije izolata C. acutatum i
C. gloeosporioides) i primenu metode zeljene funkcije. Proracun je izvrSen primenom
softverskog paketa Design-Expert 7.00, StatEase, Inc., USA. Rezultati optimizacije
vrednosti sadrzaja glicerola, ekstrakta kvasca i fosfata u hranljivoj podlozi za kultivaciju
proizvodnog mikroorganizma prikazani su na Grafikonu 9. Kao §to je prikazano, visoke
vrednosti Zeljene funkcije postignute su u oblasti niskog sadrzaja ekstrakta kvasca (5-7 g/l)
I sadrzaja glicerola u opsegu od 10-17,5 g/l. Simultana optimizacija pokazala je da se
maksimalna vrednost ukupne Zeljene funkcije (D=1) postize sa sadrzajem glicerola od
15,07 g/l, ekstrakta kvasca 5,28 g/l i fosfata 0,81 g/l. Procenjene vrednosti posmatranih
odziva pri navedenom sastavu hranljive podloge su poluprec¢nik zone inhibicije izolata
C. acutatum 22,80 mm, a izolata C. gloeosporioides 23,38 mm. Sa ciljem validacije
dobijenih matematickih modela izveden je eksperiment pri definisanim optimalnim
uslovima, u tri ponavljanja, pri ¢emu su ostvarene vrednosti inhibicije za C. acutatum i
C. gloeosporioides iznosile 22,21+0,56 mm i 23,134+0,47 mm, respektivno, sto ukazuje na

dobro slaganje predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti. Prema tome, dobijeni

rezultati dokaz su efikasnosti primenjenog modela.
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Grafikon 9. Zavisnost vrednosti ukupne zeljene funkcije od sadrzaja glicerola i ekstrakta
kvasca pri definisanom optimalnom sadrzaju fosfata od 0,81 g/l

Velika antifungalna aktivnost proizvodnog mikroorganizma S. hygroscopicus,
proizvedenog pod utvrdenim optimalnim uslovima potvrdena je in vivo na vestacki
inokulisanim plodovima jabuke na kojima je registrovana efikasnost od 99,3% za
C. acutatum i 99,8% za C. gloeosporioides nakon 14 dana inkubacije na sobnoj

temperaturi.

6.5.5.2.  Utvrdivanje nacina delovanja i optimizacija trajanja kultivacije

Utvrdivanje nacdina delovanja in vitro. Dvofaktorijalnom analizom varijanse

utvrdeno je da je ispitivani tretman znacajan izvor variranja polupre¢nika zone inhibicije
rasta micelije izolata C. acutatum (HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1) (Tabela 40).

Tabela 40. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja primene kultivacione tecnosti

sa i bez ¢elija S. hygroscopicus na inhibiciju rasta micelije izolata C. acutatum (HA-3) i C.
gloeosporioides (MR-1)

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Tretman 332517 2 1662,58 3015,27 0,00**
Izolat 1,56 1 1,56 2,83 0,10
Tretman*lzolat 0,87 2 0,44 0,79 0,46
Greska 16,54 30 0,55

*Statisticki znaCajna razlika (p<0,05); **Statisticki viSOKO zaajna razlika (p<0,01)
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Dankanovim testom nije utvrdeno postojanje statisticki znacajnih razlika u
polupreéniku zone inhibicije koje je uzrokovao supernatant kultivacione te¢nosti i te¢nosti
koje su sadrzale ¢elije mikroorganizma, te je utvrdeno da je antifungalno delovanje S.
hygroscopicus zasnovano na ekstracelularnim metabolitima (Tabela 41). Inhibicija rasta
micelije izolata C. acutatum (HA-3) postignuta primenom kultivacionih te¢nosti sa i bez
¢elija S. hygroscopicus prikazana je na Slici 32.

Tabela 41. Dankanov test: srednje vrednosti polupre¢nika zone inhibicije rasta
izolata Colletotrichum spp. (£Sd) prouzrokovane delovanjem razlicitih tretmana

Tretmani Izolat Polupreénik zone inhibicije (mm) £Sd

HA-3 (C. acutatum) 20,00+0,63a

Kultivaciona te¢nost

S. hygroscopicus
MR-1(C. gloeosporioides) 20,50+0,55a

HA-3 (C. acutatum) 20,1720,98a
Supernatant
kultivacione Fecnostl MR-1(C. gloeosporioides) 20,92+1,28a
S. hygroscopicus
HA-3 (C. acutatum) 0,01£0,00 b
Kontrola
0,01 £0,00 b

MR-1(C. gloeosporioides)

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

E——
Slika 32. Inhibicija rasta micelije C. acutatum (HA-3) primenom kultivacione te¢nosti S.
hygroscopicus: (a) supernatant kultivacione te¢nosti; (b) kultivaciona te¢nost; (c) kontrola

Utvrdivanje mehanizma delovanja in vivo. Kako je prikazano u Tabeli 42

primenjeni tretmani su znacajan izvor variranja precnika nekroze na vestacki inokulisanim
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plodovima jabuke, dok izolati kojima je vrSena inokulacija ne uti¢u znacajno na variranje
posmatranog parametra.
Tabela 42. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja primene kultivacione te¢nosti

sa 1 bez ¢elija S. hygroscopicus na prec¢nik nekroze vestacki inokulisanih plodova jabuke
sa izolatima C. acutatum (HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1)

Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
Izvor variranja kvadrata  slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Tretman 14620,71 2 7 310,35 918,29 0,00**
Izolat 0,75 1 0,75 0,09 0,76
Tretman*lzolat 2,37 2 1,18 0,15 0,86
Greska 334,36 42 7,96

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **StatistiCki vISOko zacajna razlika (p<0,0I)

Kao u ispitivanjima in vitro, i u in vivo ogledima nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u pre¢niku nekroze na plodovima koji su tretirani kultivacionom tecnosc¢u koja je
sadrzala c¢elije S. hygroscopicus i plodovima tretiranim supernatantom kultivacione
tecnosti, bez ¢elija proizvodnog mikroorganizma (Tabela 43; Slika 33).

Tabela 43. Dankanov test: srednje vrednosti pre¢nika nekroze na tretiranim,
vestacki inokulisanim plodovima jabuke sa izolatima Colletotrichum spp.

Tretmani Izolat Pre¢nik nekroze (mm) +Sd

HA-3 (C. acutatum) 0.63+1,18 a

Kultivaciona te¢nost
S. hygroscopicus

MR-1(C. gloeosporioides) 0,13+0,35 a
HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00 a
Supernatant kultivacione
tecnosti
S. hygroscopicus MR-1(C. gloeosporioides) 0,38+1,06 a
HA-3 (C. acutatum) 37,63+3,50 b
Kontrola
37,00£5,73 b

MR-1(C. gloeosporioides)

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti da se mehanizam antifungalnog delovanja

ovog mikroorganizma zasniva na ekstracelularnim metabolitima.
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Slika 33. Pre¢nik nekroze na vestacki inokulisanim plodovima tretiranim sa kultivacionom
te¢noscu S. hygroscopicus: (a) kultivaciona te¢nost; (b) supernatant kultivacione tec¢nosti;
(c) kontrola

Trajanje Kkultivacije. Zbog <¢injenice da su izvor antifungalne aktivnosti
S. hygroscopicus ekstracelularni metaboliti koje proizvodi u podlozi optimalnog sastava,
prilikom utvrdivanja optimalnog trajanja kultivacije S. hygroscopicus koriséeni su
supernatanti kultivacione te¢nosti, bez c¢elija mikroorganizma (metaboliti), kao i
supernatanti kultivacione te¢nosti bez ¢elija mikroorganizma koje su izlozene delovanju
temperature od 100°C, 45 min u vodenom kupatilu (temperaturno tretirani metaboliti). Cilj
temperaturnog tretiranja bio je da se utvrdi termicka stabilnost metabolita sa antifungalnim

svojstvima, jer je to jedan korak bliZe identifikaciji ovih komponenti.

Na osnovu trofaktorijalne analize varijanse moze se konstatovati da na variranje
poluprec¢nika zone inhibicije rasta micelije izolata Coletotrichum spp. znacajan uticaj
imaju sva tri ispitana faktora (trajanje kultivacije, kultivacione te¢nosti S. hygroscopicus
(tretman) i vrste izolata), kao i njihove interakcije (Tabela 44).

Tabela 44. Trofaktorijalna analiza varijanse uticaja trajanja kultivacije, primenjene

kultivacione te¢nosti (tretmana) i vrste izolata na inhibiciju rasta micelije C. acutatum
(HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1)

Suma Stepeni Sredina Kolinik Nivo
Izvor variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS df MS F P
Trajanje kultivacije 7 589,96 10 759,00 23741 0,00**
Tretman 18 744,20 2 9372,10 29 315,6 0,00**
Izolat 35,76 1 35,76 1119 0,00**
Trajanje .
kultivacije*Tretman 3803,71 20 190,19 594,9 0,00
Trajanje kultivacije*lzolat 13,05 10 1,30 4,1 0,00**
Tretman*lzolat 19,25 2 9,62 30,1 0,00**
Trajanje
kultivacije*Tretman*lzolat 15,36 20 0.77 24 0,00"
Greska 105,50 330 0,32

*Statisticki znaCajna razlika (p<0,05); **Statisticki visSoK0 zaajna razlika (p<0,01)
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Na Grafikonu 17 prikazana je zavisnost polupre¢nika zone inhibicije rasta micelije
izolata C. acutatum i C. gloeosporioides od primenjenih tretmana i trajanja kultivacije
S. hygroscopicus. Potpuno odsustvo antifungalnih metabolita utvrdeno je nultog dana
kultivacije (oko 2 h nakon inokulacije optimalne podloge proizvodnim
mikroorganizmom), dok nakon 24 h poéinje njihova proizvodnja, a nakon dva dana
prisustna koli¢ina metabolita uzrokuje zadovoljavajuu inhibiciju rasta micelije
Colletotrichum spp (>11mm). Proizvodnja antifungalnih metabolita najintenzivnija je
tokom tre¢eg i Cetvrtog dana kultivacije, a nakon toga dolazi do opadanja sadrzaja
metabolita, ali je njihovo prisustvo na zadovoljavaju¢em nivou i desetog dana kultivacije,

budu¢i da poluprecnik zone inhibicije iznosi preko 11 mm.
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Grafikon 10. Uticaj trajanja kultivacije na produkciju antifungalnih metabolita S.
hygroscopicus i temperaturnog tretiranja metabolita na inhibiciju rasta micelije izolata
C. acutatum (HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1).

Dankanovim testom (Tabela 52 u Prilogu) nije utvrdeno postojanje statisticki
znacajne razlike u inhibiciji rasta micelije izmedu treceg i1 Cetvrtog dana kultivacije, kao ni
izmedu termicki tretiranih i netretiranih metabolita S. hygroscopicus. Inhibicija micelije
oba izolata svakog dana kultivacije, osim nultog, je na statisticki znacajno viSem nivou u

odnosu na kontrolu.

Slika 34 prikazuje postignutu inhibiciju rasta micelije C. gloeosporioides (MR-1)
od 0. do 10. dana kultivacije.
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Optimalno vreme kultivacije S. hygroscopicus u cilju maksimalne proizvodnje
antifungalnih metabolita iznosi 3-4 dana. Metaboliti S. hygroscopicus sa antifungalnim

delovanjem su iz grupe termostabilnih jedinjenja.

Slika 34. Delovanje termicki tretiranih (100°C) metabolita S. hygroscopicus na inhibiciju
rasta micelije C. acutatum od 0. do 10. dana kultivacije
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6.5.6. Uticaj niskih temperatura na aktivnost Kkultivacionih
tecnosti mikroorganizama i formulisanih biopreparata na
Colletotrichum spp. in vivo

SkladiStenje na sobnoj temperaturi. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika
nekroze na plodovima tretiranim sa kultivacionim te¢nostima S. hygroscopicus
(proizvedena pod optimalnim uslovima) i B. subtilis N 146, SE formulacijum
B. subtilis N 146, i preparatima F-Stop, Exstrasol, Serenade, Clarinet, Merpan 50 WP,
Bellis i Zato 50 WG, i vestacki inokulisanim sa C. acutatum (HA-3 i K-4) i
C. gloeosporioides (MR-1) posle 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi, pokazala je da
je najvedi izvor variranja primenjeni tretman (Tabela 45).

Tabela 45. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika nekroze na tretiranim, vestacki
inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi

Suma Stepeni Sredina Kolicnik Nivo
Izvor variranja kvadrata slobode kvadrata znadajnosti
SS df MS F P
11
Tretman 028,53 10 1102,85 195,22 0,00**
Izolat 1043,83 2 521,91 92,39 0,00**
Tretman*lzolat 2218,53 20 110,93 19,64 0,00**
Greska 1 304,99 231 5,65

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statisticki visSoko zaajna razlika (p<0,01)

Posle 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi (Tabela 46), postignut nivo zastite
plodova tretiranih sa kultivacionom te¢nos¢u S. hygroscopicus proizvedenom pod
optimalnim uslovima (optimalan sastav podloge, cetiri dana kultivacije) i preparatom
Extrasol je na istom nivou kao i zaStita postignuta primenom sintetickih fungicida,
nezavisno od izolata kojim je izvrSena vestacka inokulacija. U slucaju preostalih bioloskih
preparata i veStacke inokulacije sa C. gloeosporioides, postignut nivo zastite takode je na
istom nivou znacajnosti kao i u slucaju primene sintetickih fungicida (osim u slucaju
kultivacione te¢nosti B. subtilis N146). Medutim, kod vesStacke inokulacije izolatima vrste
C. acutatum, zastita plodova je na istom nivou sa sinteti¢kim fungicidima samo u slucaju
tretiranja plodova sa razvijenom formulacijom B. subtilis N 146 (5%) i preparatom F-stop
i to u slucaju izolata HA-3 i K-4, respektivno. Generalno, svi primenjeni tretmani

obezbeduju statisti¢ki znacajno slabiji razvoj nekroze u odnosu netretiranu kontrolu.

114



Tabela 46. Dankanov test: srednje vrednosti preénika nekroze (+Sd) (mm) na
tretiranim, vestac¢ki inokulisanim plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije na sobnoj
temperaturi

Tretmani Izolat Preénik nekroze (+Sd)
HA-3 (C. acutatum) 0,81+0,26 a
i K-4 (C. acutatum) 0,88+0,44 a
S. hygroscopicus
0,44+0,49 a

MR-1 (C. gloeosporioides)

HA-3 (C. acutatum) 13,63+5,68 cd

19,1944,09  fg
B. subtilis N-146 K-4 (C. acutatum)

MR-1 (C. gloeosporioides) 11,83+0,54 ¢
HA-3 (C. acutatum) 2,52+0,44 a
B. subtilis N-146 K-4 (C. acutatum) 7.17£0,42 b
0
o MR-1 (C. gloeosporioides) 1,96+0,79 a
HA-3 (C. acutatum) 5,80£1,71 b
- 0
sFu:)tt(i)I?s(:o?)S(TB.lll 1) K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a
MR-1 (C. gloeosporioides) 0,0120,00 2
HA-3 (C. acutatum) 1,91£0,77 a
Extrasol (1%) (B. K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00
subtilis C 13) 00120004

MR-1 (C. gloeosporioides)

HA-3 (C. acutatum) 17,13+8.98  ef

Serenade (1%) (B.

. 12,00+4,41
subtilis QST 713) K-4 (C. acutatum) ,00+4,41 ¢

MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01+0,00 a

0,01£0,00 a

HA-3 (C. acutatum)

Clarinet K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a

MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01+0,00 a

HA-3 (C. acutatum) 2,16£0,21 a

Vetpan S K-4 (C. acutatum) 1,91+0,46 a
0,014+0,00 a

MR-1 (C. gloeosporioides)

115



Nastavak tabele 46.

HA-3 (C. acutatum) 0,0120,00 a

Bellis K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a

MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01£0,00 2

HA-3 (C. acutatum) 0,010,00 a

Zato 50WG K-4 (C. acutatum) 0,01:0,00 a

MR-1 (C. gloeosporioides) 0,01x0,00a

HA-3 (C. acutatum) 21,50+3,12 g

Kontrola K-4 (C. acutatum) 26,25+3,62 h

MR-1 (C. gloeosporioides) 15,50+2,98  de

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou zna€ajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija

Na plodovima tretiranim kultivacionim te¢nostima mikroorganizama i bioloskim
preparatima, bez veStacke inokulacije, ne dolazi do promena koje bi ukazivale na

negativan efekat primenjenih tretmana na plodovima jabuka.

SkladiStenje na niskoj temperaturi. Po iznosenju tretiranih, vestacki inokulisanih
plodova iz hladnjace sa normalnom atmosferom posle dva meseca inkubacije na 2+0,5°C,
ne dolazi do razvoja simptoma na plodovima ni u jednoj varijanti, ukljucujuci kontrolnu.
Medutim, posle Sest dana inkubacije na sobnoj temperaturi, dolazi do pojave prvih

simptoma.

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse dobijenih vrednosti posmatranog
parametra (pre¢nik nekroze) posle 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi prikazani su u
Tabeli 47. Na osnovu vrednosti p moze se zakljuciti da su tretmani, izolati i njihova
interakcija statisticki visoko znacajan izvor variranja zavisno promenljive, pri ¢emu Su
primenjeni tretmani najveci izvor variranja.

Tabela 47. Dvofaktorijalna analiza varijanse precnika nekroze na tretiranim

plodovima jabuke posle dva meseca inkubacije u hladnjaci i 14 dana inkubacije na sobnoj
temperaturi

Suma Stepeni Sredina Kolitnik Nivo
Izvor variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS df MS F P
Tretman 7675,83 10 767,58 227,03 0,00**
Izolat 5 940,65 2 2970,32 878,52 0,00**
Tretman*Izolat 4 594,80 20 229,74 67,95 0,00**
Greska 1227,32 363 3,38

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05); **Statisti€ki viSOko zacajna razlika (p<0,0I)
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Intenzitet razvijene nekroze na plodovima jabuke posle 14 dana inkubacije na

sobnoj temperaturi po izno$enju plodova iz hladnjace prikazan je u Tabeli 48.

Tabela 48. Dankanov test: srednje vrednosti pre¢nika nekroze na tretiranim
plodovima jabuke posle dva meseca inkubacije u hladnjaci i 14 dana inkubacije na sobnoj

temperaturi
Tretmani Izolat Pre¢nik nekroze (mm) (+Sd)
HA-3 (C. acutatum) 0,50+0,00 a
S. hygroscopicus K-4 (C. acutatum) 0,50+0,00 a
MR-1(C. gloeosporioides) 0,01+0,00a
HA-3 (C. acutatum) 13,58+4,56  f
B. subtilis soj N 146 K-4 (C. acutatum) 13,50£0,90 f
0,01%0,00 a

MR-1(C. gloeosporioides)

B. subtilis soj N 146 5% (formulisan)

HA-3 (C. acutatum)
K-4 (C. acutatum)

MR-1(C. gloeosporioides)

13,174£2,12  ef
10,50+1,38 cd

0,01+0,00 a

F- Stop 1% (B. subtilis ST 1/111)

HA-3 (C. acutatum)

K-4 (C. acutatum)

9,33+1,07 ¢

12,67£123  ef

MR-1(C. gloeosporioides) 0,01+0,00 a

HA-3 (C. acutatum) 16,424526 g

Extrasol 1% (B. subtilis C 13) K4 (C. acutatum) 08156
0,01£0,00 a

MR-1(C. gloeosporioides)

HA-3 (C. acutatum)

11,75+¢1,66 de

Serenade 1% (B. subtilis QST 713) K-4 (C. acutatum) 9,42+1,44 ¢
MR-1(C. gloeosporioides) 0,0120,00 2
HA-3 (C. acutatum) 0,0120,00 2

Clarinet K-4 (C. acutatum) 3,59+3,82 b
MR-1(C. gloeosporioides) 0,0120,00 a
HA-3 (C. acutatum) 0,01+0,00a
Merpan 50WP K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a
0,01+0,00 a

MR-1(C. gloeosporioides)
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Nastavak tabele 48.

Tretmani Izolat Preé¢nik nekroze (+Sd)

HA-3 (C. acutatum) 0,0120,00 a

Bellis K-4 (C. acutatum) 0,01+0,00 a

MR-1(C. gloeosporioides) 0,01£0,00 a

HA-3 (C. acutatum) 0,0120,00 a

Zato 50 WG K-4 (C. acutatum) 1017409 ¢

MR-1(C. gloeosporioides) 0,01+0,00 2

HA-3 (C. acutatum) 18,2542,26 h

Kontrola K-4 (C. acutatum) 18,00+3,07 h

MR-1(C. gloeosporioides) 0,0120,00 a

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znaajnosti u intervalu poverenja 95%; (+Sd) —standardna devijacija

Treba istaéi da za izolat vrste C. gloeosporioides posle dvomese¢nog skladistenja u
hladnja¢i nije utvrden razvoj simptoma ni u jednoj varijanti, ni posle dve nedelje
inkubacije na sobnoj temperaturi. Ovaj ishod bio je ocekivan uzimajuéi u obzir dokazanu
osetljivost ove vrste na niske temperature in vitro i in vivo u okviru ovog, i istrazivanja

drugih autora.

Od bioloskih agenasa, najvecu inhibiciju nekroze kod izolata C. acutatum uzrokuje
S. hygroscopicus, a najslabiju preparat Extrasol (Slike 35 i 36).

Prema rezultatima Dankanovog testa (Tabela 48) pre¢nik nekroze na plodovima
tretiranim sa S. hygroscopicus je na istom nivou znacajnosti sa pre¢nikom nekroze na
plodovima tretiranim hemijskim fungicidima. Kod izolata K-4 razvoj nekroze na
plodovina tretiranim fungicidom Clarinet je statisticki znacajno veéi u odnosu na
S. hygroscopicus. Kod istog izolata, na plodovima tretiranim preparatom Zato 50 WG
razvoj nekroze je na znacajno viSem nivou ne samo u odnosu na plodove tretirane sa

S. hygroscopicus, ve¢ i u odnosu na plodove tretirane sa preparatom Clarinet.

Na svim plodovima tretiranim preparatima na bazi B. subtilis razvoj nekroze je
zna¢ajno manji u odnosu na netretirane plodove u kontroli, a znac¢ajno veci u odnosu na
plodove tretirane sa S. hygroscopicus. Jedino je nekroza na plodovima tretiranim

preparatom Extrasol 1% u slucaju izolata K-4 na istom nivou znacajnosti sa kontrolom.
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Takode, antifungalno delovanje preparata na bazi B. subtilis je na statisticki

znacajno nizem nivou u odnosu na ispitivane sinteticke fungicide osim u slucaju preparata

Zato 50 WG i izolata K-4.

Poredenjem efekta bakterije B. subtilis (soj N 146) primenjene u obliku submerzne
kulture i u obliku formulisanog preparata (SE), utvrdeno je da se formulisanjem u oblik
SE povecava antifungalno delovanje, s tim §to je samo u slucaju izolata K-4 (C. acutatum)

razlika statisticki znacajna.

Sika 35. Razvoj nekroze na tretiranim plodovima jabuke sorte zlatni delises posle dva
meseca inkubacije u hladnjaci i 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi; Plodovi
vestacki inokulisani izolatom HA-3 (C. acutatum); Belorussia — oznacava B. subtilis soj
N146; Belorussia 5% - razvijena SE formulacija
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MERPAN

CONTROL

Slika 36. Razvoj nekroze na tretiranim plodovima jabuke sorte zlatni delises posle dva
meseca inkubacije u hladnjaci i 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi; Plodovi
vestacki inokulisani izolatom K-4 (C. acutatum); Belorussia — oznac¢ava B. subtilis soj
N146; Belorussia 5% - razvijena SE formulacija

Na plodovima tretiranim sa S. hygroscopicus ne dolazi do razvoja nekroze ni posle
dodatnih mesec dana inkubacije na sobnoj temperaturi, dok su kontrolni plodovi u celini

zahvadeni nekrozom.

Na plodovima na kojima su primenjeni ispitivani tretmani, bez inokulacije
patogenima, nema promena koje bi ukazivale na negativan efekat primenjenih tretmana na

plodove jabuke.
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6.5.7. Aktivnost isparljive faze etarskih ulja na izolate
Colletotrichum spp.

6.5.7.1. Inhibitorno delovanje etarskih ulja

Od proucavanih 56 etarskih ulja, samo Sest ulja (pet ulja origana (O. vulgare A, B,
C, D i E) i jedno ulje timijana (T. vulgaris)) potpuno zaustavlja rast micelije tri ispitivana
izolata (C. acutatum — MI-21 i C-13; C. gloeosporioides — AVO 374B). Cetiri ulja origana
(A, B, C i D) ispoljavaju potpunu inhibiciju rasta micelije sva tri izolata u opsegu
koncentracija 0,02-0,04 ul/ml vazduha, dok za origano E minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC) iznosi 0,08 ul/ml vazduha (Tabela 49). Za ulje timijana (T. vulgaris)
za oba izolata C. acutatum MIC je 0,02 ul/ml vazduha, a za izolat C. gloeosporioides 0,04

ul/ml vazduha.

Od preostalih 50 proucavanih ulja 47 ne zaustavlja rast ispitivanih izolata ni pri
koncentraciji od 0,16 pl/ml vazduha (Tabela 49).

6.5.7.2. Letalno delovanje etarskih ulja

Od svih testiranih ulja, najniza minimalna letalna koncentracija (MLC) za sva tri
ispitivana izolata utvrdena je za ulje origana C (0,02 ul/ml vazduha). Za ostala ulja origana
minimalna koncentracija koja ispoljava letalno delovanje je u opsegu 0,04-0,08 ul/ml
vazduha. Izmedu vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides nije utvrdena razlika u osetljivosti

na ulja origana, dok je ulje timijana toksi¢nije za C. acutatum (Tabela 49).

Tabela 49. Toksi¢nost etarskih ulja za vrste C. acutatum i C. gloeosporioides

C. acutatum C. acutatum C. gloeosporioides
. (MI-21) (C-13) (AVO 374B)
Etarsko ulje MIC! MLC? MIC MLC MIC  MLC
Lavandula officinalis A” >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lavandula officinalis B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lavandula officinalis C >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lavandula officinalis D >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lavandula officinalis E >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lavandula officinalis F >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Matricaria chamomilla >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Origanum vulgare A 0,04 0,04 0,02 0,04 0,02 0,04
Origanum vulgare B 0,02 0,04 0,02 0,04 0,02 0,04
Origanum vulgare C 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Origanum vulgare D 0.02 0,02 0,02 0,04 0,02 0.04
Origanum vulgare E 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
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Nastavak tabele 49.

Salvia officinalis A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia officinalis B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia officinalis C >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia officinalis D >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia officinalis E >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia officinalis F >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Salvia sclarea >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Pelargonium graveolens >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Foeniculum vulgare A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Foeniculum vulgare B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Foeniculum vulgare C >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Foeniculum vulgare D >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Foeniculum vulgare E >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Pinus nigra A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Pinus nigra B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Ocimum basilicum >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Mentha piperita >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Geraniol >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Pimpinella anisum A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Pimpinella anisum B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Cinnamomum verum A 0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Cinnamomum verum B 0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Cinnamomum camphora >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Syzygium aromaticum >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Thymus vulgaris 0,02 0,16 0,02 0,08 0,04 >0,16
Juniperus communis A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Juniperus communis B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Citrus sinensis >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Eucalyptus globulus >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Rosmarinus officinalis >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Melaleuca alternifolia A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Melaleuca alternifolia B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Aethum graveolens A >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Aethum graveolens B >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Aethum graveolens C >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Aethum graveolens D >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Ruta montana >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Laurus nobilis >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Lignum santali >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Leptospermum scoparium >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Cymbopogon citratus 0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Carum carvi >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Coriandrum sativum >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16
Helichrysum italicum >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16 >0,16

1Minimalna koncentracija etarskog ulja Koja prouzrokuje potpunu inhibiciju rasta posle sedam dana izlaganja (minimalna ihibitorna
koncentracija - Minimum Inhibitory Concentration) — (ul/ml vazduha)

2Minimalna koncentracija etarskog ulja koja ispoljava letalan efekat na patogena (Minimum Lethal Concentration) — (ul/ml vazduha)
*Etarska ulja razli¢itog geografskog porekla, poreklom od iste biljne vrste, oznaena su razli¢itim slovima u nastavku naziva biljne

vrste
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6.5.7.3. Odredivanje minimalnog perioda ekspozicije

Na osnovu prethodno prikazanih rezultata, Cetiri etarska ulja origana za koja su
utvrdene najnize MLC vrednosti odabrano je za utvrdivanje minimalnog perioda
ekspozicije (MPE) za postizanje letalnog efekta (Tabela 50). Za izolat C. gloeosporioides
minimalan period ekspozicije za sva ispitana ulja primenjena pri najvis$oj koncentraciji od
0,08 ul/ml vazduha iznosi dva dana. Medutim, za izolate C. acutatum ulje origana C pri
najvisoj koncentraciji dovodi do letalnog efekta posle jednog dana ekspozicije, dok je za
isti efekat ostalih ulja pri koncntraciji od 0,08 ul/ml potrebno izlaganje u trajanju od dva
dana. Samo za ulje origana C utvrden je MPE od sedam dana pri najnizoj koncentraciji
primene (0,02 ul/ml) za sva tri izolata, dok je kod ulja origana D ovo slu¢aj samo kod
izolata C. acutatum (MI-21).

Tabela 50. Prikaz rezultata utvrdivanja minimalnog perioda ekspozicije (MPE)
izolata Colletotrichum spp. za razlic¢ita etarska ulja origana

Minimalni period ekspozicije (dani)

C. gloeosporioides
(AVO 374B)

Koncentracija (pul/ml vazduha) 0,08 0,04 002 0,08 004 0,02 0,08 004 0,02

C. acutatum (M1-21) C. acutatum (C-13)

Origanum vulgare A 2 4 >7 2 4 >7 2 4 >7
Origanum vulgare B 2 3 >7 2 3 >7 2 4 >7
Origanum vulgare C 1 2 7 1 2 7 2 2 7

Origanum vulgare D 2 2 7 2 2 >7 2 3 >7
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7. DISKUSIJA

7.1. Prikupljanje uzoraka, izolacija patogena, izdvajanje
monosporijalnih izolata

Kao $to je navedeno u rezultatima, uzorkovanje plodova sa simptomima trulezi je
izvrSeno U 18 objekata Sirom R. Srbije, tokom ¢etvorogodisnjeg perioda. Prema Borve i
Stensvand (2007) i Agrios (2005), antraknoza na plodovima jabuke se obi¢no intenzivno
razvija posle skladistenja plodova na niskim temperaturama, prilikom iznoSenja plodova
na trziste, i pri skladiStenju u neadekvatnim prostorima. Ovi navodi govore u prilog
¢injenici da su U ovom istrazivanju plodovi sa simptomima trulezi (koji su upucivali na
Colletotrichum spp.) pretezno pronalazeni po iznoSenju plodova iz rashladnih komora, u
podrumskim i improvizovanim skladiStma i na plodovima plasiranim na trziste (pijacne

tezge i u hipermarketi).

Iz uzoraka plodova jabuke iz svakog objekta izolovan je najmanje jedan izolat
Colletotrichum spp., osim iz objekta Futoska pijaca. Ovo potkrepljuje navod Broad (2010)
da je gotovo svaki usev ili zasad Sirom sveta osetljiv na jednu ili viSe vrsta iz roda
Colletotrichum spp. kao i Sutton-a (1990) prema kome je antraknoza ploda jabuke
uzrokovana Colletotrichum spp. prisutna u gotovo svakoj zemlji gde se ova vrsta
komercijalno gaji. Budu¢i da su Colletotrrichum spp. utvrdene na 17 od ukupno 18
objekata uzorkovanja, pri ¢emu se odsustvo U jednom objektu moze pripisati manjem
broju uzorkovanih plodova u odnosu na ostale lokacije, ove fitopatogene gljive mogu se
smatrati ¢estom pojavom u skladistima Sirom R. Srbije. Medutim, njihova zastupljenost
medu prouzrokovacima trulezi jabuke koja se u periodu 2010 - 2013. godine kretala u
intervalu 7,8 - 10% ukazuje na Cinjenicu da ove vrste nisu dominantni prouzrokovaci

trulezi plodova jabuke u skladiStima R. Srbije.

7.2. Patogenost izolata Colletotrichum spp.

Sva 33 dobijena izolata koja su izgledom kolonija i spora upuéivali na pripadnost
rodu Colletotrichum spp. prouzrokovali su na jabukama simptome karakteristiéne za
prouzrokovacée ovog roda i time su potvrdili patogenost na plodovima jabuke. Iz vestacki
inokulisanih plodova dobijeni su reizolati koji su izgledom odgovarali izolatima kojima je
izvrSena inokulacija. Patogenost reizolata je potvrdena na plodovima jabuke, te je
formirana kolekcija od 33 monosporijalna izolata Colletotrichum spp. i cetiri

reprezentativna reizolata.
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Izgled simptoma koje su izolati i reizolati prouzrokovali na plodovima posle
sedam dana inkubacije bio je slican kod svih izolata, s tim $to su acervule na nekim
plodovima bile guste a na pojedinim retke, rasporedene u koncentri¢cnim krugovima ili
nepravilno sto je u saglasnosti sa navodima Anonimus (2005), Lewis lvey (2004),
Freeman i sar. (1998). Simptomi su ispoljeni u vidu tamno mrkih, ulegnutih, nekroti¢nih
pega, sa narandzastom masom konidija koje cure iz acervula, $to navode i Sutton (1990),
Freeman i sar. (1998), Lewis lvey (2004), Borve i Stensvand (2007) i Zivkovié (2011).
Kod veéine izolata doslo je do konusnog Sirenja nekroze prema jezgru ploda, u obliku
slova ,,V*, §to Anonimus (2005) navodi kao ¢estu pojavu u slu¢aju infekcije plodova

jabuke ovim patogenima.

Primeéene su znaCajne razlike u virulentnosti dobijenih izolata, tj. brzini
kolonizacije egzokarpa i mezokarpa ploda. Bez obzira na ispoljene razlike izmedu izolata,
brzina kolonizacije egzokarpa ploda 1,9 do 3,2 mm/dan i mezokarpa ploda 0,74 - 1,9
mm/dan, ukazuje da su pojava i Sirenje antraknoznih simptoma, pri optimalnim uslovima,
veoma brzi i intenzivni, $to je u saglasnosti sa navodima Biggs i Miller (2001) i Kim i
Hong (2008).

7.2.1. Uticaj uslova skladistenja plodova jabuke na patogenost
Colletotrichum spp.

Na vestacki inokulisanim plodovima sa nehromogenim 1 hromogenim izolatima
C. acutatum (HA-3 i K-4) i izolatom C. goeosporioides (MR-1), nije doslo do pojave
simptoma tokom skladiStenja plodova u ULO hladnjac¢i (dva meseca), hladnjaci sa
normalnom atmosferom (Sest meseci), 1 na temperaturama 5+1°C 1 35+1°C (21 dan).
Pojava simptoma tokom 21 dana skladiStenja na 35+1°C primecena u slucaju vestacke
inokulacije izolatom C. gloeosporioides nakon sedam dana inkubacije plodova na ovoj

temperaturi.

Nakon skladiStenja plodova, dodatnom inkubacijom na sobnoj temperaturi ¢etvrtog
dana je doslo do ispoljavanja simptoma na vecini plodova. Medutim, simptomi su izostali
na plodovima inokulisanim sa izolatom C. gloeosporioides i to u sluéaju skladistenja u
ULO 1 hladnja¢i sa normalnom atmosferom. Izostanak micelijskog rasta izolata
C. gloeosporioides u kulturi na KDA podlozi, pri temperaturi od 5°C u ovom istrazivanju,
kao i pomenuta osetljivost C. gloeosporioides na niske temperature (Everett, 2003), u
skladu je sa dobijenim rezultatom. Potpuni izostanak simptoma nakon tri nedelje

inkubacije na sobnoj temperaturi ukazuje da izlaganje niskim temperaturama u trajanju
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dva ili Sest meseci u slucaju ove vrste ima fungicidno, a ne samo fungistaticno delovanje.
Ova ¢injenica je od izuzetnog znacaja, buduci da je u poslednje vreme od kada se u nasoj
zemlji plodovi jabuke sve intenzivnije skladiSte na vrlo niskim temperaturama u
savremenim hladnjacama, prisustvo ovog patogena redukovano, dok je druga vrsta ovog
roda koja se javlja na jabukama (C. acutatum) postala dominantna. Kako navode
Talhinhas i sar. (2005), mnogi autori navode da C. acutatum postaje sve dominantnija
vrsta poslednjih godina i to sa uce$¢em od >97% dok infekcije uzrokovane vrstom C.

gloeosporioides ¢ine svega oko 3%.

Na plodovima inokulisanim nehromogenim izolatom C. acutatum (HA-3)
simptomi su izostali u slucaju skladistenja plodova na 35+1°C. Dobijeni rezultat u skladu
je sa rezultatima dobijenim u ogledima ispitivanja uticaja razliCitih temperatura na
micelijski rast izolata Colletotrichum spp. u kulturi na KDA podlozi, u kojima nije utvrden
rast izolata HA-3 pri temperaturi od 35+1°C. Medutim, hromogeni izolat C. acutatum je
ispoljio simptome nakon 21 dana inkubacije plodova na sobnoj temperaturi koji su
prethodno ¢uvani na 35£1°C. Ovi simptomi nisu bili na statisti¢ki znacajno viSem nivou u
odnosu na kontrolu, ali se ne moze doneti zakljucak da temperatura od 35+1°C ima
fungicidno delovanje na sve C. acutatum izolate. Pojava simptoma moze se pripisati
variranju temperature 35+1°C prilikom inkubacije plodova, buduc¢i da je u kulturi na KDA
podlozi utvrden rast micelije svih C. acutatum izolata na 33°C, a izostanak rasta na 35°C,
dok temperatura od 34°C nije ispitana, Sto ostavlja prostor za dalja istrazivanja i diskusiju.
Pojava simptoma moze ukazivati da su hromogeni C. acutatum izolati manje osetljivi na
visoke temperature od nehromogenih i da na temperaturi od 34°C i dalje ispoljavaju
micelijski rast, za Sta su potrebna dodatna istrazivanja. Na opravdanost buduéih
istrazivanja u ovom pravcu ukazuje i utvrdena geneticka varijabilnost vrsta C. acutatum tj.
njihovo odvajanje u tri geneti¢ka klastera filogenetskom analizom sprovedenom u ovom
istraZivanju.

Generalno, razvijeni simptomi na plodovima nakon skladiStenja na 35£1°C i
inkubacije na sobnoj temperaturi, bili su na istom nivou znacajnosti sa kontrolom,
nezavisno od vrste Colletotrichum kojom je izvrSena inokulacija. Dobijeni podatak
ukazuje na visok potencijal toplotnih tretmana kao potencijalne fizicke mere za suzbijanje

ovih patogena, uz uvazavanje uticaja visokih temperatura na kvalitet plodova.
Veoma znaCajan podatak iz sprovedenog istrazivanja je 1 Cinjenica da je
skladistenje plodova na niskoj temperaturi dva i Sest meseci (u ULO i hladnjaci sa
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normalnom atmosferom, respektivno) dovelo do znacajno slabijeg razvoja nekroze na
plodovima koji su kasnije inkubirani na sobnoj temperaturi, u odnosu na plodove koji su
odmah nakon inokulacije inkubirani na sobnoj temperaturi, nezavisno od izolata.
Medutim, skladiStenje plodova na 5+1°C tri nedelje, dovelo je do znacajno jaceg razvoja
nekroze na plodovima koji su nakon skladiStenja inkubirani na sobnoj temperaturi u
odnosu na nekrozu na plodovima koji su odmah nakon inokulacije inkubirani na sobnoj

temperaturi, nezavisno od izolata.

7.3. Morfoloske i fizioloske osobine izolata Colletotrichum
Spp-
Autori Thind iJhooty (1990) ukazuju na vezu izmedu veli¢ine konidija, brzine
rasta micelije u kulturi i virulentnosti Colletotrichum spp. Medutim, u ovim istrazivanjima

nije utvrdeno postojanje veze izmedu ova tri parametra $to su utvrdili i Sangdee 1 sar.

(2011).

7.3.1. Morfologija vegetativnih organa

Utvrdena je velika varijabilnost u izgledu kolonija ispitana 33 monosporijalna
izolata, na podlogama KDA, MPA, V8, SDA i OA. Medutim, izolate je bilo moguce
grupisati u ¢etiri morfoloske grupe. U I morfoloskoj grupi prime¢eno odstupanje izolata
TUT137A u nekim karakteristikama na podlogama KDA, MPA, V8 i OA i izolata MI-23
na podlozi MPA. Budu¢i da se radi o odstupanjima dva izolata u samo pojedinim
karakteristikama, a da je u ovu morfolo$ku grupu svrstan najveci broj izolata (52%), grupa
je dovoljno homogena da se posmatra kao celina. Morfoloske grupe II, 11 i IV bile su

potpuno homogene.

Veliku morfolosku varijabilnost izgleda kolonija izolata Colletotrichum spp.
navode brojni autori (Freeman i sar., 1998; Dong i sar., 2007; Zivkovié, 2011). Prema
Freeman i sar. (1998) boja kolonije nije dovoljno pouzdan pokazatelj za diferencijaciju
vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides. Medutim, u slu¢aju hromogenih tipova, ruzicasta
boja kolonije upucuje na hromogene izolate C. acutatum (Trkulja, 2004; Gonzales i
Sutton, 2004; Peres i sar., 2005, Zivkovi¢, 201 1).

Smith i Black (1990) ukazuju na morfolosku varijabilnost kolonija Coletotrichum
spp., naroCito C. acutatum za koju navode da formira miceliju, bele, bez, narandzaste,
ruzicaste ili svetlo roze boje. Isti autori opisuju kolonije C. gloeosporioides kao tamno

sive. Sonoda i Pelosi (1988) su utvrdili prisustvo dve morfoloske grupe Colletotrichum
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spp. Jedna grupa izolata je brzorastuca sive boje, a druga spororastu¢a narandzaste boje.
Xie i sar. (2010) navode da na KDA podlozi C. acutatum formiraju u pocetku belicaste a

kasnije sive kolonije, dok su kolonije C. gloeosporioides bele, a kasnije maslinaste boje.

U naSem istrazivanju, molekularnim ispitivanjima (PCR metoda primenom
prajmera specificnih za vrstu) utvrdeno je da izolati I, II i III morfoloske grupe pripadaju
vrsti C. acutatum, dok su izolati IV morfoloSke grupe identifikovani kao
C. gloeosporioides. Dakle, izraZzena varijabilnost u morfologiji kolonije uo¢ena je za vrstu
C. acutatum, dok su kolonije izolata C. gloeosporioides dobijenih sa plodova jabuke bile
ujednacenog izgleda, kao 1 referentni izolat ove vrste, Sto je potvrdeno 1 filogenetskom
analizom. Naime, izolati C. acutatum svrstani su u tri klastera (A1, A2 i A3), dok su svi

C. gloeosporioides izolati pripali jednom klasteru (klaster B).

Razlikovanje izolata vrste C. acutatum i C. gloeosporioides bilo je moguée na
osnovu fenotipskih karakteristika kolonije, nezavisno od morfoloske grupe u koju su
svrstani izolati vrste C. acutatum. Micelija svih C. gloeosporioides izolata, na svim
ispitanim podlogama je bila snezno bela, dok je boja micelije C. acutatum varirala u
okviru morfoloske grupe i u odnosu na podlogu na kojoj su izolati kultivisani, ali izolati ni
u jednom sluc¢aju nisu formirali snezno belu miceliju. Bela boja kolonije vrste
C. gloeosporioides nije bila fenotipska karakteristika ove vrste u istraZivanjima Smith i
Black (1990) i Xie i sar. (2010). Medutim, Smith i Black (1990) navode da je boja
kolonije svih C. gloeosporioides izolata bila jednaka, dok je boja kolonije izolata
C. acutatum bila veoma varijabilna. Dakle, na osnovu uniformnosti izgleda kolonija
izolata C. gloeosporioides i varijabilnosti kod C. acutatum bilo moguce razlikovati ove
dve vrste u nasim, i istrazivanjima drugih autora. Medutim, razlicite boje kolonija koje se
pripisuju vrsti C. gloeosporioides od istrazivanja do istrazivanja ukazuje da ova fenotipska

karakteristika samostalno nije dovoljna kao kriterijum za identifikaciju do nivoa vrste.

Izolati 111 morfoloske grupe bili su najmanje brojni (8% od ukupnog broja izolata) i
filogenetskom analizom nisu se odvojili od nehromogenih C. acutatum tj. I morfoloske
grupe. Ovo ukazuje da ispoljene fenotipske karakteristike I i IIT morfoloske grupe nemaju

znacaja kao kriterijum za identifikaciju vrste C. acutatum.

Izolati svrstani u II morfolosku grupu se na osnovu fenotipskih odlika na podlozi
KDA mogu svrstati u hromogene tipove vrste C. acutatum. Hromogene C. acutatum
izolate kao posebnu morfolosku grupu ove vrste izdvajaju i drugi autori (Freeman i sar.,

1998; Trkulja, 2004; Gonzales i Sutton, 2004; Peres i sar., 2005, Zivkovié, 2011). Isti
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autori navode da iako boja kolonije nije dovoljno pouzdan pokazatelj za diferencijaciju
vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides u slu¢aju hromogenih tipova moze se sa prilicnom
sigurno$c¢u tvrditi da se radi o vrstama C. acutatum, §to je bio slucaj i u ovom istrazivanju.
Medutim, treba imati na umu da je intenzivna ruzicasta boja kolonije ovih izolata koja se
koristi kao fenotipski kriterijum, u ovim istrazivanjima ispoljena samo na podlozi KDA,
dok je na ostalim podlogama, boja bila puno slabijeg intenziteta i varirala je od krem,

narandzaste, do svetlo roze.

Takode, prilikom filogenetske analize sekvenci rDNK-ITS regiona izolata iz
razli¢itih morfoloskih grupa, utvrdeno je da se hromogeni izolati C. acutatum izdvajaju u
poseban klaster, sto ukazuje da je ruzicasta boja kolonije na KDA podlozi pouzdan

kriterijum za identifikaciju vrste C. acutatum.

U okviru I morfoloske grupe, referentni izolat C. acutatum (TUT 137A) ispoljio je
izvesna odstupanja u odnosu na ostale izolate ove grupe na pojedinim podlogama, $to se
moze povezati sa rezultatima dobijenim prilikom molekularne analize sekvenci IDNK-ITS
regiona, buduc¢i da se ovaj izolat izdvojio od ostalih nehromogenih izolata vrste C.

acutatum.

Mikroskopsikim pregledom vegetativnih organa nisu uocene razlike izmedu
ispitivanih izolata, te mikroskopski izged vegetativnih organa nije znacajan u razlikovanju

vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides.

7.3.2. Morfologija konidija

Morfologija konidija ispitana je za 33 dobijena izolata, kao i za referentne izolate.
Konidije su jednocelijske, bezbojne, hijalinske, glatke, prave, ili blago povijene. Prema
obliku konidija izolati su svrstani u tri grupe: izolati sa fuziformnim konidijama,
zaoStrenim na oba kraja (F), izolati sa cilindricnim konidijama zaoStrenim na jednom kraju
(C1) i izolati sa cilindri¢nim konidijama zaobljenim na oba kraja (C2). Najveci broj izolata
(19) formiralo je fuziformne konidije. 1zolati su formirali konidije istog oblika bez obzira
na to da li je do sporulacije dolazilo u kulturi ili na plodovima, osim $to su pojedini izolati

u kulturi formirali dva tipa koniidija.

Konidije izolata identifikovanih kao C. acutatum bile su varijabilnog oblika. Samo
su konidije izolata III morfoloske grupe bile ujednacene (fuziformne, zaoStrene na oba

kraja). Izolati II moroloske grupe obrazovali su fuziformne konidije, zaoStrene na oba
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kraja i cilindri¢ne konidije zaoStrene na jednom kraju. Izolati I morfoloSke grupe formirali

su sva tri tipa konidija.

Ujednacen oblik konidija primeéen je za izolate IV morfoloske grupe koji su
molekularno identifikovani kao C. gloeosporioides. Konidije svih izolata ove vrste bile su
cilindri¢ne, zaobljene na oba kraja. Rezultati filogenetske analize takode su ukazali na

homogenost ove grupe izolata koji su svrstani u jedan klaster (klaster B).

Duzina konidija je varirala medu C. acutatum izolatima, dok su ove vrednosti kod
izolata C. gloeosporioides bile ujednacenije. Vrednosti Sirine konidija bile su ujednacene
kod svih izolata. Prose¢na duzina i $irina konidija bila je veca na veStacki inokulisanim, u

odnosu na konidije formirane u kulturi, na KDA podlozi.

Vrednosti prose¢ne duzine konidija pokazale su se kao pouzdan Kriterijum za
razlikovanje vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides. Prose¢ne vrednosti duzine konidija za
nehromogene izolate (morfoloska grupa I i III) C. acutatum su se kretale u opsegu od
12,9 um do 15,7 um iod 11,65 um do 14,22 um (na plodovima i u kulturi, respektivno), a
za hromogene izolate (morfoloska grupa II) od 13,39 do 15,7 um i od 12,89 do 14,8 um
(na plodovima i u kulturi, respektivno). Dobijene vrednosti odgovaraju vrednostima koje
se za C. acutatum navode u literaturi, nezavisno od domacina (Sutton, 1980; Lewis i sar.,
2004; Trkulja, 2004, Zivkovié, 201 1). Prose¢ne vrednosti duzine konidija za C.
gloeosporioides su iznosile od 17,71 um do 19,59 um i od 16,42 um do 18,98 um (na
plodovima i u kulturi, respektivno), sto je u slaganju sa vrednostima dostupnim u literaturi
(Sutton, 1980; Baxter i sar., 1983; Trkulja, 2004; Zivkovi¢, 2011).

U istrazivanjima Zivkovi¢ (2011) morfologija kondija pokazala se kao
zadovoljavajuci Kriterijum za razlikovanje vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides. Na
osnovu rezultata ovog istrazivanja, veli¢ina konidija se takode pokazala kao
zadovoljavajuci kriterijum za razlikovanje ove dve vrste, buduci da su prose¢ne vrednosti
duzine konidija kod C. acutatum bile nize. Medutim, oblik konidija pokazao se
nedovoljno pouzdanim, buduéi da su tri C. acutatum izolata formirala cilindri¢an oblik

konidija zaobljen na oba kraja, kao i svi C. gloeosporioides izolati.

7.3.3. Obrazovanje teleomorfnog stadijuma
Cuvanjem kultura i vestacki inokulisanih plodova do potpunog iscrpljivanja nije
uoceno formiranje peritecija, te je zaklju¢eno da ni jedan od ispitivanih izolata nije

formirao teleomorfni stadijum Glomerella spp. Odsustvo polnog stadijuma Glomerella
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navode brojni autori (Freeman i sar., 1998; Trkulja, 2004; Zivkovié, 2011). Kako navode
Wharton i Dieguez-Uribeondo (2004), polna rekombinacija kod vecine Colletotrichum

vrsta je retka u prirodi.

Polni stadijum vrste C. acutatum nije nikada pronaden u prirodi. Ipak, ispitivanja
su pokazala da postoji velika genetska raznolikost i heterogenost u okviru ove vrste
(Johnston i Jones, 1997; Freeman i sar., 2001). Jedna od hipoteza za objasnjenje ove
raznolikosti je polna rekombinacija medu razli¢itim sojevima gljive. Dokazi o postojanju
polne rekombinacije kod vrste C. acutatum dobijeni su u istrazivanjima Guerber i Correll
(2001) u kojima je teleomorf, G. acutata, dobijen u vesStackoj kulturi ove vrste na podlozi
Sa minimalnim sadrzajem nutrijenata ,,Minimal Salts Medium*. Naime, na podlogu su
zasejavana po dva izolata za koje je u preliminarnim istrazivanjima utvrdeno da su
kompatibilni (podaci o metodici primenjenoj u preliminarnim istrazivanjima se ne
navode). Izmedu izolata su postavljani sterilni drveni Stapici. Izolati su se susretali na
Stapi¢ima, gde je dolazilo do oplodnje, i na sredini $tapic¢a su formirane peritecije. U istim
istrazivanjima je utvrdeno da su izolati vrste C. acutatum poreklom iz istih domacina
autosterilni, medutim oplodnja sa izolatima C. acutatum iz razli¢itih domacina vrlo brzo je
dovela do pojave teleomorfa G. acutata. Odsustvo polnog stadijuma G. acutata u nasem
istrazivanju moze se objasniti poreklom izolata iz istog domacina (jabuke) i pojavom

autosterilnosti izmedu istih.

Postojanje polnog stadijuma C. gloeosporioides (G. cingulata) na plodovima
jabuke utvrdeno je u prirodi, pri ¢emu je izvrSena izolacija iz ploda na hranljivu podlogu
(Latham i Williams 1983; Camilo i sar., 1988; Sutton, 1990; Borve i Stensvand, 2007),
gde je potvrdeno formiranje peritecija. Takode, kako navode Xie i sar., (2010) u vestackoj
kulturi ovih gljiva, in vitro na KDA podlozi, utvrdeno je formiranje peritecija bez
obezbedivanja posebnih uslova. Uzrok odstustva polnog stadijuma vrste C.

gloeosporioides u ovom istrazivanju je verovatno isti kao i u sluc¢aju sa C. acutatum.

Autori koji su od 2000. godine na ovim prostorima istrazivali rod Colletotrichum
(Trkulja, 2004; Zivkovié, 2011) takode nisu zabelezili prisustvo polnog stadijuma ove dve
vrste in vivo i in vitro. Njihova istrazivanja su bila usmerena na razli¢ite domacine, te su
raspolagali izolatima C. acutatum i C. gloeosporioides za koje se moze pretpostaviti da
nisu autosterilni i da bi njihova polna rekombinacija mogla dovesti do pojave teleomorfa
in vitro. Medutim, ni jedan od dva pomenuta autora nije ispitao mogucnost polne

rekombinacije.
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7.3.4. Uticaj hranljivih podloga na rast izolata

Ispitane hranljive podloge pokazale su se kao znacajan izvor variranja rasta
koloinija izolata Colletotrichum spp. Na svim ispitanim podlogama izolati IV morfoloske
grupe, molekularno identifikovani kao C. gloeosporioides, ispoljili su intenzivniji rast od
izolata I, II i III morfoloske grupe, koji su molekularno identifikovani kao C. acutatum.
Veéi broj autora navodi brzi rast C. gloeosporioides u odnosu na C. acutatum, kao
karakteristiku taksonomskog znacaja koja moze posluziti za razlikovanje ove dve vrste
(Smith 1 Black, 1990; Bernstein i sar., 1995; Shi i sar., 1996; McKay i sar., 2009), sto je i

u ovom istrazivanju potvrdeno.

Rast izolata C. acutatum bio je najizrazeniji na podlozi V8, dok je najslabiji bio na
podlozi SDA koja se pokazala najpogodnijom za rast C. gloeosporioides izolata. SDA
podloga se i u drugim istrazivanjima pokazala najnepovoljnijom za rast drugih
Colletotrichum vsta, kao na primer u slucaju vrste C. capsici gde je u odnosu na podloge
KDA, Czapek Dox Agar podlogu (CDA) i Peptone Yeast Extract Dextrose Agar podlogu
(PYDA) ova vrsta ispoljila najslabiji rast (Roy i sar., 2013). Medutim, suprotno
rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju, Taisval i Benagi (2009) navode slabiji rast
izolata C. gloeosporioides na SDA podlozi u odnosu na rast na OA, V8 i PDA podlozi. 1z
navedenih razloga, uocena razlika u rastu vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides na SDA

podlozi se ne moze preporuciti kao pouzdan kriterijum za razlikovanje ove dve vrste.

Sporulacija je kod veéine izolata primecena na svim ispitanim podlogama.
Medutim, na podlozi SDA, kod svih izolata IV morfoloske grupe, molekularno
identifikovanih kao C. gloeosporioides, sporulacija je izostala, sto je saglasno navodima
Taisval i Benagi (2009). Intenzivan micelijski rast na ovoj podlozi koji je zabelezen u

ovom istrazivanju, govori u prilog izostanka sporulacije kod ove vrste.

7.3.5. Uticaj temperature i svetlosti na rast izolata
Temperatura se pokazala kao izuzetno znacajan izvor variranja micelijskog rasta
izolata Colletotrichum spp. Najintenzivniji rast svih izolata utvrden je na 25°C, sa
izuzetkom dva izolata C. acutatum (ME-7 i TUT 137A) za koje je najintenzivniji rast
zabelezen na 20°C. Na 25°C najvecu brzinu rasta ispoljili su izolati C. gloeosporioides (IV
morfoloska grupa), zatim nehromogeni C. acutatum izolati (I1l morfoloska grupa),
hromogeni C. acutatum (Il morfoloska grupa), a najslabiji rast zabelezen je kod

nehromogenih C. acutatum izolata (I morfolo§ka grupa). Ovaj podatak je joS jednom
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ukazao na pouzdanost kriterijuma brzine rasta micelije za razlikovanju ove dve vrste §to
navode i Smith i Black (1990), Bernstein i sar. (1995), Shi i sar. (1996), McKay i sar.
(2009).

Rast svih izolata utvrden je u intervalu od 6 do 33°C. Utvrdene su razlike u
grani¢noj minimalnoj i maksimalnoj temperaturi rasta izolata C. acutatum i C.
gloeosporioides. Minimalna i maksimalna temperatura na kojoj prestaje rast izolata C.
acutatum iznosila je 4 i 35°C (respektivno). Za C. gloeosporioides minimalna temperatura
na kojoj prestaje rast iznosila je 5°C, a na 35°C izolati ove vrste su jo$ uvek rasli. Kako
navodi Everett (2003) C. acutatum je tolerantniji na niske temperature od
C. gloeosporioides ¢ija osetljivost se ispoljava ve¢ na 5,5°C, dok se osetljivost
C. acutatum na niske temperature ispoljava pri 4,1°C. Utvrdene razlike ukazuju da rast
izolata Colletotrichum spp. na ekstremnim temperaturama moze posluziti kao kriterijum

za razlikovanje dve ispitivane vrste, na $ta su ukazali i autori Adaskaveg i Hartin (1997).

7.4. Molekularna identifikacija izolata Colletotrichum spp.

Molekularna identifiakcija izolata izvrSena je primenom PCR metode, pomocéu
prajmera specifi¢nih za vrstu, kao i kloniranjem rDNK-ITS regiona pomocu univerzalnih

prajmera i analizom dobijenih sekvenci.

7.4.1. Identifikacija primenom prajmera specifi¢nih za vrstu
Primenom prajmera specificnih za vrstu 28 izolata identifikovano je kao
C. acutatum, a pet izolata kao C. gloeosporioides. Referentni izolati TUT 137A i AVO
374B identifikovani su kao C. acutatum i C. gloeosporioides, respektivno.
Screenivasaprasad i sar. (1996), Lewis Ivey i sar. (2004), Martinez i sar. (2009), Zivkovi¢
(2011), Liu i sar. (2012) i mnogi drugi navode specifi¢ne forward prajmere Calnt2 i Cgint
u kombinaciji sa revers univerzalnim prajmerom ITS4, kao visoko pouzdane za

identifikaciju Colletotrichum spp. do nivoa vrste primenom metode PCR.

Cinjenica da je od 33 identifikovana izolata, samo pet molekularno identifikovano
kao C. gloeosporioides govori u prilog tome da je C. acutatum postala dominantna vrsta
na jabuci kod nas u odnosu na C. gloeosporioides. Kako navode Talhinhas i sar. (2005),
vrsta C. acutatum je sve ¢e$¢i uzrocnik antraknoze sa uceSéem od >97% dok oboljenja

uzrokovana vrstom C. gloeosporioides ¢ine svega oko 3%.

Molekularna analiza primenom prajmera specifi¢nih za vrstu je potvrdila da neke

od primecenih razlika u morfoloskim 1 fizioloSkim odlikama izolata imaju taksonomski
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karakter i mogu se koristiti u identifikaciji do nivoa vste. Ovo se odnosi na izgled kolonija
koji kod C. acutatum varira u okviru tri morfoloske grupe (I, II i 111), od svetlo sive do
ruzicaste, dok su kod C. gloeosporioides kolonije snezno bele (IV morfoloska grupa).
Oblik spora C. acutatum je varirao i pojedini izolati su formirali spore cilindri¢énog oblika
zaobljene sa obe strane koje su specificne za sve C. gloeosporioides, te je molekularnom
identifikacijom potvrdeno da ovaj kriterijum ne moze pouzdano diskriminisati pomenute
vrste. Medutim, intenzivniji rast C. gloeosporioides na podlogama KDA, MPA, V8, SDA
i OA i osetljivost C. acutatum na visoku temperaturu (35°C), a C. gloeosporioides na
nisku (5°C) u saglasnosti su sa rezultatima molekularne identifikacije, te ovi kriterijmi
mogu doprineti razlikovanju vrsta. Primenom prajmera specifi¢nih za vrstu nije bilo

moguce objasniti morfoloske razlike izmedu izolata u okviru vrste C. acutatum.

7.4.2. Kloniranje sekvenci rDNK-ITS regiona
Primenom univerzalnih prajmera ITS1 i ITS4 amplifikovani su produkti rDNK-ITS
regiona ¢ija je veli¢ina bila oko 600 bp, Sto je bilo 1 ocekivano u odnosu na literaturne
podatke dostupne za ovaj region rDNK za Colletotrichum spp. (Freeman i sar., 2001,
Culebras i sar., 2003). Dobijeni produkti su pre€iSéeni i poslati na dvosmerno

sekvencioniranje.

7.4.3. Filogenetska analiza

Filogenetskoj analizi dobijenih sekvenci pristupljeno je nakon §to je utvrdeno da su
sekvence dobrog kvaliteta (pikovi su dobro vidljivi, ne dolazi do njihovog preklapanja).
Sekvence su poravnate i odredena je konsenzus sekvenca duzine 545 bp. Izradena su
filogenetska stabla za koje je izvrSena analiza sopstvenih replikacija grananja i prosecne
bootstrap vrednosti iznosile su 92,8% (metoda maksimalne sli¢nosti) i 95% (metoda
maksimalne parasimonije), $to ukazuje na visoku stabilnost dobijenih grananja i
pouzdanost zakljucaka koji se donose analizom stabla, jer kako navode Crouch i sar.
(2009), bootstrap vrednosti >75% obezbeduju pouzdano analiziranje izradenih

filogenetskih stabala.

Primenom metode maksimalne parasimonije dobijeni su jasniji rezultati o
genetickoj divergentnosti ispitivanih izolata Colletotrichum spp. Svi Colletotrichum spp.
izolati se sa 100% bootstrap vrednosti odvajaju od vrste M. fructigena (broj u Gen Banci:
HF678389) koja je koris¢ena kao outgroup vrsta. Analizom dendograma zakljucujemo da

se svi izolati C. acutatum sa 100% bootstrap vrednosti odvajaju od C. gloeosporioides.
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Dobijeni rezultat u skladu je sa rezultatima dobijenim identifikacijom izolata primenom
prajmera specificnih za vrstu. Na izradenom stablu, u okviru C. acutatum se jasno
izdvajaju tri klastera, sto je u skladu sa izrazenim morfoloskim razlikama koje su u
istrazivanju ispoljili izolati C. acutatum. Jedan Klaster &ine izolati BV-6, C-13 i TUT 137A
sa visokom bootstrap vredno$¢u od 90% u okviru koga se izdvaja jo§ jedan klaster sa
visokom bootstrap vredno$éu od 92% koji ¢ine hromogeni izolati C. acutatum (BV-6 i C-
13). Treci klaster sa visokom bootstrap vrednoscu od 93% ¢ini sekvenca C. acutatum koja
je preuzeta iz GenBanke (Broj u Gen Banci: AJ749688) i nehromogeni izolati C. acutatum
B-7, SB-12, MR-10, MI-23 i LP-8. Izolati C. gloeosporioides pripadaju istom geneti¢kom
klasteru zajedno sa sekvencom C. gloeosporioides koja je preuzeta iz Gen Banke (Broj u
Gen Banci: KF053199) sa 100% bootstrap vrednosti. U okviru klastera C. gloeosporioides
nije doslo do formiranja drugih klastera, §to je u skladu sa ujednacenim odlikama koje su

ovi izolati ispoljili u morfoloskim i fizioloSkim ispitivanjima.

Najveca geneticka udaljenost utvrdena je izmedu klastera koji ¢ine hromogeni

C. acutatum izolati i klastera koji ¢ine izolati C. gloeosporioides (0,100 U).

Crouch i sar. (2009) ukazuju na nedostatak analize rDNK-ITS i tvrde da
razlikovanje manjih podgrupa samo na osnovu ITS gena nije dovoljno pouzdano i da su
bootstrap vednosti obi¢no ispod 50%. Sli¢no, manje podgrupe primenom metode
parasimonije u okviru Colletotrichum spp., sa bootstrap vrednoscu ispod 75% navodi vise
autora (Lu i sar., 2004; Du i sar., 2005; LoBuglio i Pfister, 2008).

Kako navode Crouch i sar. (2009), svetska mikoloSka zajednica tezi da sastavi
univerzalnu platformu sa barkodovima zasnovanim na ITS sekvenci za ¢itavo carstvo

gljiva (vidi www.allfungi.com/its-barcode.php). 1z ovog razloga, od sustinskog je znacaja

utvrditi da li se ITS sekvence za rod Colletotrichum mogu primenjivati kao precizne,
jeftine i lako primenljive metode za identifikaciju u okviru roda Colletotrichum. Na
osnovu rezultata ovog istraZivanja, i dobijenih visokih bootstrap vrednosti, moze se
odgovoriti da je ova metoda pouzdana za razlikovanje do nivoa vrste i osnovnih grupa
(hromogene i nehromogene) u okviru vrste C. acutatum koje su ve¢ definisane na bazi
morfoloskih razlika (Freeman i sar., 1998; Gonzales i Sutton, 2004; Peres i sar., 2005).
Medutim, odvajanje grupa u okviru nehromogenih sojeva ove vrste bi se moralo podrzati
sa multilokusnom molekularnom filogenetskom analizom koja ¢e pored ITS sekvence
analizirati i neki dodatni gen (na primer  — tubulin, TUB;) (Damm i sar., 2012). Ovo je

svakako u buducnosti zadatak svakog mikologa koji se dotakao istraZivanja roda
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Colletotrichum, kako bi se doprinelo pouzdanom reSavanju ovih dilema. Takode, isti
autori navode da isklju¢ivanje primene ITS sekvence u molekularnim istrazivanjima roda
Colletotrichum spp. svakako nije opcija, narocito §to istrazivanje ovog regiona omogucava

i utvrdivanje povezanosti ovog roda sa ostalim rodovima iz carstva gljiva.

Filogenetska stabla izradena na osnovu metoda kao $to su maksimalna sli¢nost,
maksimalna parasimonija i Bayesian interference, uparena isklju¢ivo sa autenti¢nim
sekvencama iz baze podataka, §to je u ovom istrazivanju bio slucaj, trenutno predstavlja
najbolju opciju kako bi se greske u identifikaciji Colletotrichum spp. na osnovu ITS

sekvence svele na minimum (Crouch i sar., 2009).

7.5. Bioloska zaStita plodova jabuke od Colletotrichum spp.

7.5.1. Antifungalno delovanje S. hygroscopicus, S. aureus, S.
cerevisiae, B. cereus, P. aeruginosa i L. mesenteroides na C.
acutatum i C. gloeosporioides in vitro

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su ispitivani mikroorgaizmi
bili znacajan izvor variranja inibicije rasta micelije nehromogenog (HA-3) i hromogenog
(K-4) izolata C. acutatum i izolata MR-1 C. gloeosporioides. Najvecu inhibiciju porsta
micelije izolata u odnosu na sve ostale ispitane mikroorganizme, kao i u odnosu na
kontrolu uzrokovao je S. hygroscopicus. Medutim, inhibicija rasta micelije oba izolata C.
acutatum bila je znacajno veca u varijanti u kojoj je primenjen sinteticki fungicid Zato 50-
WG u odnosu na S. hygroscopicus. Kod C. gloeosporioides postignuta inhibicija rasta sa

S. hygroscopicus i Zato 50 WG bila je na istom nivou znacajnosti.

Kako navode Doumbou i sar. (2001), vecina ispitanih aktinomiceta iz roda
Streptomyces koje ispoljavaju antifungalno delovanje postizu zadovoljavajuci nivo zastite
u laboratorijskim uslovima, $to upucuje na konstataciju da bi mogli biti alternativa, ili
dopuna hemijskim fungicidima. Prema Shimizu i sar. (2009), inhibicione zone postignute
u in vitro ogledima koje iznose preko 11 mm upuéuju na potencijalno efikasnog
antifungalnog agensa ¢iju aktivnost svakako treba uvaziti i ispitati i in vivo. U
istrazivanjima Prapagdee i sar. (2008), pre¢nik zone inhibicije rasta micelije izolata
C. gloeosporioides primenom razli¢itih aktinomiceta iz roda Streptomyces kretao se u
opsegu od 5 do preko 20 mm, pri ¢emu su sojevi kod kojih je postignut precnik inhibicije
bio ispod 5 mm okarakterisani kao sojevi koji ne ispoljavaju antifungalnu aktivnost. U
ovom istrazivanju, poluprecnih inhibicije izolata Colletotrichum spp. postignut primenom

S. hygroscopicus kretao se od 15 do 18,5 mm, te pre¢nik iznosi od 30 do 37 mm, §to je u
136



nivou sojeva sa najviSom antifungalnom aktivnos¢u u istrazivanjima Prapagdee i sar.
(2008) koje je obuhvatilo 146 razli¢itih sojeva aktinomiceta izolovanih iz zemljiSta, pri
¢emu je samo 21 soj ispoljio ovakav nivo antifungalnog delovanja na C. gloeosporioides.
Primenom kriterijuma Shimizu i sar. (2009) i Prapagdee i sar. (2008), za antifungalnu
aktivnost postignutu sa S. aureus moze se re¢i da je na granici zadovoljavajuce
(polupre¢nik inhibicije 2,34 mm kod nehromogenog C. acutatum, 3,83 mm kod
hromogenog C. acutatum i 4,00 mm kod C. gloeosporioides). Primenom istih kriterijuma,
antifungalna aktivnost B. cereus na C. gloeosporioides postignuta u ovom istrazivanju
(polupreénik zone inhibicije 9,67 mm) svakako ukazuju na visok potencijal i ovog agensa,
medutim njegovo delovanje na nehromogeni i hromogeni izolat vrste C. acutatum ¢ija je
zastupljenost na jabukama u godinama istrazivanja bila znacajno veca, a $to su na
razli¢itim kulturama zabelezili i istrazivaCi Sirom sveta, nije bilo zadovoljavajuce.
Aktivnost P. aeruginosa zabelezena je samo u slu¢aju nehromogenog C. acutatum izolata,
medutim, na osnovu pomenutih Kkriterijuma, ona se ne moze uzeti u obzir kao antifungalna
(poluprecnik 0,34 mm). Nezavisno od kriterijuma koji bi se primenio, mikroorganizmi S.
cervisae i L. mesenteroides nisu ispoljili antifungalno delovanje na oba izolata C.

acutatum i izolat C. gloeosporioides.

7.5.2. Antifungalno delovanje B. subtilis (sojevi N 146, ST 1/111,
C 13 QST 713) na C. acutatum i C. gloeosporioides in vitro

Ispitani sojevi B. subtilis (N146, ST 1/I1I, C13 i QST 713) uzrokovali su znagajno
vecu inhibiciju rasta micelije nehromogenog (HA-3) i hromogenog (K-4) izolata C.
acutatum i izolata MR-1 C. gloeosporioides u odnosu na kontrolu, ali znac¢ajno manju u
odnosu na fungicid Zato 50 WG. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u inhibiciji

izmedu razli¢itih sojeva B. subtilis.

U istrazivanjima Kelemu i Badel (1994), izolat B. subtilis izolovan iz zemljista u
Peruu uzrokovao je znacajnu inhibiciju rasta micelije C. gloeosporioides koja je bila na
istom nivou, a ponekad i ve¢a od inhibicije uzrokovane primenom benomila (koli¢ina 530
ug/ml). Aktivnost razli¢itih sojeva B. subtilis na razlicite vrste iz roda Colletotrichum
navode i Havenga i sar. (1999), Collins i Jacobsen (2003), Ongena i sar. (2005), Demoz i
Korsten (2006), Kupper (2009), Zivkovié¢ i sar. (2010), Fu i sar. (2010) i Cawoy i sar.
(2011). Medutim, u istrazivanjima Rajput (2011), medu cetiri ispitana mikrobioloska
agensa, izolat B. subtilis je uzrokovao najslabiju inhibiciju rasta micelije C. capsici

(41,02%). U istrazivanjima Sa izolatima Colletotrichum spp. nije utvrdena znac¢ajna razlika
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u antifungalnom delovanju razli¢itih sojeva B. subtilis medutim, u istrazivanjima Tanovi¢ i
sar. (2012) soj N 146 ispoljio je jace inhibitorno delovanje na izolat Monilia fructicola od
sojeva B. subtilis koji predstavljaju aktivnu komponentu biopreparata (ST 1/III, C 13 i
QST 713).

Inhibicija rasta micelije izolata Colletotrichum spp. primenom ¢etiri razlicita soja
B. subtilis u ovom istrazivanju bila je slabija od inhibicije postignute primenom
S. hygroscopicus. Medutim, prema ve¢ pomenutim kriterijumima Shimizu i sar. (2009) i
Prapagdee i sar. (2008), postignut nivo inhibicije bio je zadovoljavajuéi, iako znacajno nizi
u odnosu na varijantu sa sintetickim fungicidom. Iz navedenog razloga, antifungalno

delovanje sva Cetiri soja B. subtilis ispitano je u in vivo ogledima.

7.5.3. Antifungalno delovanje S. hygroscopicus, S. aureus, B.
cereus i P. aeruginosa na C. acutatum i C. gloeosporioides
in vivo

Na osnovu dobijenih rezultata u in vitro ogledima, S. hygroscopicus, S. aureus, B.
cereus i P. aeruginosa su odabrani za testiranje in vivo. Razvoj nekroze na plodovima
jabuke tretiranim sa S. hygroscopicus i vestacki inokulisanim sa nehromogenim (HA-3) i
hromogenim (K-4) izolatom C. acutatum i izolatom MR-1 C. gloeosporioides bio je na
istom nivou kao i kod plodova koji su pre inokulacije tretirani sa fungicidom Zato 50 WG.
Razvijena nekroza na plodovima tretiranim S. hygroscopicus bila je na statisti¢ki znacajno
nizem nivou u odnosu na plodove tretirane sa S. aureus, B. cereus i P. aeruginosa i
plodove u kontroli. Ostvareni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima zabeleZenim in vitro.
Na plodovima tretiranim sa S. aureus, B. cereus i P. aeruginosa razvoj nekroze je
uglavnom bio na nizem nivou u odnosu na kontrolu, ali na viSem u odnosu na plodove
tretirane hemijskim fungicidom i S. hygroscopicus. Otuda, S. hygroscopicus izabran je kao
mikroorganizam za oglede u kojima je cilj bio maksimizacija njegove antifungalne
aktivnosti na vrste C. acutatum i C. gloeosporioides, odredivanje na¢ina delovanja i

trajanja kultivacije.

Kako navodi Doumbou (2001) identifikacija aktinomiceta koje imaju sposobnost
kolonizacije biljnog tkiva i ispoljavaju antagonisticko delovanje na biljne patogene su od
izuzetnog znaCaja. Podataka o antagonistickom delovanju Streptomyces spp. na
Colletotrichum spp. je malo (Prapagdee i sar. 2008, 2008a; Shimizu i sar., 2009; Zivkovié
1 sar., 2010; Ismet i sar., 2012), jer su pretezno izucavani kao antagonisti zemljiSnih
patogena. Shimizu i sar. (2009) utvrdili su zadovoljavajuce antifungalno delovanje nekih
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sojeva Streptomyces sp. na kotiledonima i listovima krastavca vestacki inokulisanih sa
prouzrokova¢em antraknoze C. orbiculare, kao i Prapagdee i sar. (2008a) za razliCite
sojeve S. hygroscopicus na listovima orhideje vestacki inokulisanim  sa
C. gloeosporioides. Znacajno redukovane simptome nekroze na plodovima banane
tretiranim sa Streptomyces sp. i vestacki inokulisanim sa C. musae registrovali su Ismet i
sar. (2012). Medutim, u literaturi nema podataka o antifungalnom delovanju S.
hygroscopicus direktno na plodovima jabuke te dobijeni rezultati imaju veliki praktic¢an i

naucni znacaj.

7.5.4. Antifungalno delovanje B. subtilis (sojevi N 146, ST 1/111,
C13 i QST 713) na C. acutatum i C. gloeosporioides in vivo

Svi ispitani sojevi B. subtilis uzrokovali su znacajno slabiji razvoj nekroze na
vestacki inokulisanim plodovima sa nehromogenim (HA-3) i hromogenim (K-4) izolatom
C. acutatum i izolatom C. gloeosporioides (MR-1) u odnosu na kontrolu, ali znacajno jaci
razvoj nekroze u odnosu na plodove u koji su tretirani fungicidom Zato 50 WG. Dobijeni

rezultati u in vivo ogledu su u saglasnosti sa rezultatima ostvarenim u in vitro testovima.

Korsten i sar. (1995) i Van Dyk i sar. (1997) navode izuzetan potencijal B. subtilis
(soj ATCC55466/B246) kao tretman pred berbu u cilju zastite plodova od antraknoze
posle berbe, kao i antagonistu koji se primenjuje posle berbe plodova. Compant i sar.
(2005) navode da bakterije roda Bacillus antifungalno delovanje ispoljavaju sekrecijom
antibiotika i kompleksom degradacionih enzima, Sirokog spektra delovanja. Razliciti
sojevi roda Bacillus a narocito vrste B. subtilis su danas komercijalizovani u obliku
biopesticida. Prem Cawoy i sar. (2011), oko polovine komercijalno dostupnih bakterijskih
preparata za bioloSku zastitu je na bazi bakterija iz ovog roda. Konkretne primere za
primenu B. subtilis u razli¢itim usevima za suzbijanje prouzrokovaca antraknoze iz roda
Colletotrichum navode razliciti autori: Ongena i sar. (2005) — C. lagenarium na
krastavcima; Demoz i Korsten (2006) — suzbijanje C. gloeosporioides na avokadu; Fu i
sar. (2009) — C. musae na banani; Kupper (2009) — C. acutatum na citrusima. Podataka o
in vivo delovanju B. subtilis na C. acutatum i C. gloeosporioides direktno na plodovima
jabuke nema u dostupnoj literaturi, te rezultati ovog istrazivanja predstavljaju znacajan

doprinos nauénim i prakti¢énim sazanjima.

U in vitro i in vivo ogledima u ovom istrazivanju ispitani sojevi B. subtilis ispoljili

su snazno antifungalno delovanje na Colletotrichum spp. i pokazali da imaju visok
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potencijal za primenu u bioloSkoj zastiti plodova jabuke od prouzrokovaca trulezi iz roda

Colletotrichum.

Medutim, S. hygroscopicus je ispoljio najsnaznije antifungalno delovanje od svih
mikroorganizama (S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, B. subtilis sojevi N 146, ST 1/11l,
C 13 i QST 713) testiranih in vivo, vrlo esto na nivou hemijskog fungicida, te je izabran
za oglede u kojima je cilj bio maksimizacija njegove antifungalne aktivnosti na
C. acutatum i C. gloeosporioides, odredivanje nacina delovanja i optimalnog trajanja

kultivacije.

7.5.5. Optimizacija sastava hranljive podloge za kultivaciju S.
hygroscopicus

U sprovedenim istraZivanjima, analizom varijanse je utvrdeno da je simultano
variranje izvora ugljenika i azota statisticki visoko znac¢ajan izvor variranja antifungalnog
delovanja S. hygroscopicus na izolate C. acutatum (HA-3) i C. gloeosporioides (MR-1).
Ovaj rezultat je u skladu sa tvrdnjama Doumbou i sar. (2001) da sastav podloge koji se
koristi prilikom kultivacije Streptomyces spp. ima klj¢nu ulogu u odredivanju njegove

antifungalne aktivnosti.

Utvrdeno je da glicerol (izvor ugljenika) i ekstrakt kvasca (izvor azota) obezbeduju
najjace antifungalno delovanje testiranog izolata S. hygroscopicus na C. acutatum i C.
gloeosporioides. Najpovoljniji izvori ugljenika i azota u podlozi za Kkultivaciju
Streptomyces sp. u cilju maksimalne antifungalne aktivnosti razlikuju se u zavisnosti od
vrste aktinomicete do patogena na kogjem se ispituje antifungalno delovanje. Na primer, u
istrazivanjima Chattopadhyay i Sen (1997) najjaca antifungalna aktivnost S. rochei G 164
postignuta je pri primeni saharoze kao izvora ugljenika i peptona kao izvora azota. Za
drugi soj (ACTA1551) iste vrste ove aktinomicete, autori Kanini i sar. (2013) navode
glukozu kao najpovoljniji izvor ugljenika i pepton iz soje kao najbolji izvor azota za
maksimalno antifungalno delovanje na Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. S obzirom
na razlicite zahteve za izvorom ugljenika kod razli¢itih sojeva iste vrste streptomiceta,
rezultat da glicerol predstavlja najpovoljniji izvor ugljenika za vstu S. hygroscopicus kada
se on posmatra kao antifungalni agens, nije iznenadujuci. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa
navodom Singh i sar. (2011) da je glicerol znacajan sastojak podloga koje se Kkoriste u
biotehnoloskim procesima proizvodnje antifungalnih materija. Takode, kako navode
Zhanyou i sar. (2007) otpadni glicerol, primarni nusproizvod u proizvodnji biodizela,
moze se Koristiti kao izvor ugljenika u industrijskoj mikrobiologiji za proizvodnju
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razli¢itih metabolita. Velike koli¢ine sirovog glicerola su dostupne na trzistu budud¢i da je
suviSe skupo preciS¢avati ih u proizvode veceg stepena cCistoce. Uzevsi ovu ¢injenicu u
obzir, kao i dokazanu sposobnost S. hygroscopicus da koristi glicerol i pretvori ga u

antifungalne metabolite ukazuje na znacaj dobijenog rezultata i u ekonomskom smislu.

Primenom Box-Benkenovog eksperimentalnog plana dobijeno je 15 kombinacija
sastava podloge koje su sadrzale razli¢ite koli¢ine glicerola (izvor ugljenika), ekstrakta
kvasca (izvor azota) i fosfata (tri faktora, na tri nivoa). Ispitan je uticaj kultivacije u ovako
pripremljenim podlogama na antifungalno delovanje S. hygroscopicus na C. acutatum i C.
gloeosporioides. Primenom jednacine polinoma drugog reda, dobijena je matematcka
zavisnost inhibicije rasta C. acutatum (HA-3) i C. gleosporioides (MR-1) od sadrzaja
glicerola, ekstrakta kvasca i fosfata u podlozi za kultivaciju S. hygroscopicus. Visoke
vrednosti koeficijenta determinacije (0,973 i 0,958) ukazali su na adekvatno fitovanje
eksperimentalnih podataka polinomom drugog reda, tj. da je izabrani matemati¢ki model
odgovaraju¢i za ispitivanje zavisnosti inhibicije rasta Colletotrichum spp. od variranja
sadrzaja glicerola, ekstrakta kvasca i fosfata u podlozi po Box-Benkenovom planu. Ova
zavisnost je graficki prikazana metodom odzivnih povrSina. Sa povecanjem sadrzaja
ekstrakta kvasca u podlozi, antifungalno delovanje na C. acutatum (HA-3) se smanjuje, §to
ukazuje da povecanje sadrzaja ovog nutrijenta u podlozi stimuliSe rast biomase
proizvodnog mikroorganizma. Ovaj rezultat se podudara sa navodima Suutary i sar. (2002)
da ekstrakt kvasca deluje stimulativno umnozavanje biomase proizvodnog
mikroorganizma u pogledu brzine i koli¢ine. Najjaca antifungalna aktivnost na
C. acutatum zabeleZena je u sluc¢aju primene koli¢ine ekstrakta kvasca 5 - 10 g/l §to
obezbeduje dovoljno azota za umnoZavanje biomase, ali ograniava trajanje
eksponencijalne faze. Pri primenjenim veéim koli¢inama ekstrakta kvasca, usled duzeg
trajanja eksponencijalne faze, dolazi do znadajnog iscrpljenja hranljive podloge pre
pocetka stacionarne faze rasta tokom koje se odvija produkcija sekundarnih proizvoda
metabolizma. Jasno je da sadrzaj glicerola u posmatranom opsegu, koji je kao izvor
ugljenika zna€ajan za primarni 1 sekundarni metabolizam, ima znacajno slabiji uticaj na
posmatrani odziv u odnosu na sadrzaj ekstrakta kvasca. Sa konstantnim sadrzajem fosfata
(1 g/l), maksimalna antifungalna aktivnost na C. acutatum se postize sadrzajem glicerola
12-16 gl/l.

Pri. malim koli¢inama glicerola u podlozi, poveéanje sadrzaja fosfata u

primenjenom opsegu nema znacajan uticaj na posmatrani odziv. Medutim, pri veéim
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koli¢inama glicerola sa povec¢anjem sadrzaja fosfata dolazi do zna¢ajnog povecanja zone
inhibicije, i maksimalne vrednosti ovog odziva postiZu se sa sadrzajem glicerola 14-20 g/l
i fosfata 1,3-1,5 g/l. Prema Li i sar. (2007), neorganski fosfor ispoljava negativan uticaj na
proizvodnju nekih sekundarnih metabolita, dok proizvodnja drugih nije inhibirana viskom
neorganskog fosfora. U ovom istrazivanju, maksimalna inhibicija rasta izolata C. acutatum
postignuta je pri relativno velikom sadrzaju fosfata, te se moze zakljuCiti da ovaj
nutritijent ne utiCe negativno na proizvodnju antifungalnih metabolita izolata S.

hygroscopicus u primenjenim uslovima.

Pri sadrzaju ekstrakta kvasca 5-10 g/l, rast biomase je vidno ograni¢en malom
koli¢inom izvora azota te koli¢ina fosfata ima neznatan uticaj na antifungalnu aktivnost na
C. acutatum. Stavise, i minimalne primenjene koli¢ine fosfata u primenjenom opsegu
obezbeduju dovoljnu koli¢inu ovog nutrijenta za potrebe sekundarnog metabolizma.
Prema tvrdnjama Sanchez i Demain (2002), neorganski fosfati generalno negativno uti¢u
na proizvodnju sekundarnih metabolita budu¢i da inhibiraju fosfataze potrebne za
biosintezu. Medutim, Ripa i sar. (2009) navode da postoje i slucajevi u kojima fosfati
ispoljavaju pozitivan uticaj na antimikrobnu aktivnost S. hygroscopicus.

Variranje sastava podloge za kultivaciju S. hygroscopicus ima gotovo identi¢an
uticaj na njegovu antifungalnu aktivnost usmerenu i ka vrsti C. gloeosporioides. Jedina
znacajna razlika se uocava u uticaju sadrzaja glicerola i fosfata pri srednjem primenjenom
sadrzaju  ekstrakta kvasca. Naime, maksimalno antifungalno delovanje na
C. gloeosporioides postignuto je pri manjoj koli¢ini glicerola u odnosu na C. acutatum
(12-18 g/1). Bududi da je tokom kultivacije Cesta pojava vise sporednih proizvoda pored
ciljanog metabolita, te se moze pretpostaviti da je inhibitorno delovanje S. hygroscopicus
na C. acutatum i C. gloeosporioides posledica delovanja razlic¢itih inhibitornih

komponenata.

Izolati gljiva na koje je ispitana antifungalna aktivnost S. hygroscopicus pripadaju
razli¢itim Colletotrichum vrstama, te je otuda moguca razlicita osetljivost na antifungalne
metabolite ovog mikroorganizma. Razlika u osetljivosti C. acutatuim i C. gloeosporioides
na hemijske fungicide (posebno iz grupe benzimidazola) ve¢ je ranije utvrdena. Osetljivost
na benomil (fungicid iz grupe benzimidazola) Shabi i sar. (1994) i Rueda i sar. (2013)

navode i kao jedan od kriterijuma za razlikovanje vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides.

Utvrdeno je da se visoka inhibicija rasta Colletotrichum spp. postize pri niskom

sadrzaju ekstrakta kvasca (5-7 g/l) i sadrzaju glicerola 10-17,5 g/l. Budu¢i da su dobijeni
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optimumi za dva izolata razli¢iti, primenom softverskog paketa Design-Expert izvrSena je
simultana optimizacija. Programom je predvideno da se pri sadrzaju glicerola 15,07 g/l,
ekstrakta kvasca 5,28 g/l i fosfata 0,81 g/l, mogu ocekivati polupreénici inhibicije 22,80
mm za C. acutatum i 23,38 mm za C. gloeosporioides. Predvidene vrednosti inhibicije su
eksperimentalno proverene i dobijene su inhibicije od 22,21+0,56 mm (za C. acutatum) i
23,13+0,47 mm (za C. gloeosporioides) $to ukazuje na dobro slaganje predvidenih i
eksperimentalno dobijenih vrednosti i potvrdilo efikasnost modela primenjenog za
optimizaciju sastava kultivacione podloge u cilju maksimizacije antifungalnog delovanja
S. hygroscopicus na Colletotrichum spp. Visoka antifungalna aktivnost S. hygroscopicus,
proizvedenog pod utvrdenim optimalnim uslovima potvrdena je in vivo na vestacki
inokulisanim plodovima jabuke na kojima je obezbedila efikasnost od 99,3% za
C. acutatum 1 99,8% za C. gloeosporioides.

Optimizacija kultivacione podloge za proizvodnju bioloskog agensa je od
suStinskog znacaja, jer sastav podloge znaCajno utiCe na prinos ciljanog metabolita.
Takode, Nunes (2012) navodi da je za formulisanje biofungicida komercijalnog znacaja,
potrebno smanjiti troskove proizvodnje u najve¢oj mogucoj meri. Buduci da 30-40%
troskova biotehnoloSkog procesa odlazi na podlogu za kultivaciju, optimizacija sastava
podloge je izuzetno znaajna i sa ekonomskog stanoviSta. Podatak da otpadni glicerol
predstavlja izvor ugljenika u podlozi koja omogucéava najjace antifungalno delovanje

S. hygroscopicus, govori u prilog ekonomi¢nosti proizvodnje ovog agensa.

7.5.6. Utvrdivanje nacina delovanja i optimizacija trajanja
kultivacije

Utvrdivanje nacdina delovanja in vitro i in vivo. Budué¢i da nije utvrdeno
postojanje statisticki znacajnih razlika u polupre¢niku zone inhibicije rasta micelije izolata
Colletotrichum spp. koju su uzrokovale kultivacione te¢nosti iz kojih su odstranjene Celije
proizvodnog mikroorganizma 1 tecnosti koje su sadrzale ¢elije mikroorganizma, utvrdeno
je da je antifungalno delovanje S. hygroscopicus zasnovano na proizvodnji
ekstracelularnih metabolita. Ovo je potvrdeno i u in vivo ogledima, na plodovima jabuke,
gde takode nije registrovana razlika u pre¢niku nekroze na plodovima koje su tretirane
kultivacionim te¢nostima sa i bez Celija S. hygroscopicus. Dobijeni rezultat je u skladu sa
tvrdnjama Prapagdee i sar. (2008a) prema kojima se antifungalana aktivnost roda
Streptomyces najceS¢e se vezuje za proizvodnju razlicitih antifungalnih materija i

ekstracelularnih, hidroliti¢kih enzima.
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Kako navodi Behal (2000), aktinomicete proizvode niz antibiotika razliCite
hemijske strukture, kao i razne druge sekundarne metabolite koji ispoljavaju antifungalno,
antitumorno i imunosupresivno delovanje. Jedna od antifungalnih supstanci koju
proizvode aktinomicete iz roda Streptomyces je kasugamicin koji deluje kao inhibitor
biosinteze proteina kod mikroorganizama, ali ne i kod sisara te se njegova toksikoloska
svojstva smatraju izuzetno povoljnim. Takode, polioksin B i D su izolovani kao metaboliti
S. cacaoi var. asoensis. Ovi metaboliti uti¢u na sintezu ¢elijskog zida gljiva, inhibirajuci
sintezu hitina. Zatim, validamicin A, takode proizvod metabolizma Streptomycs spp., se
smatra profungicidom koji unutar ¢elija gljiva prelazi u toksi¢an oblik validoksilamin A i
deluje kao snazan inhibitor trehalaze. Budu¢i da kicmenjaci ne zavise od hidrolize ovog
disaharida, validamicin A se takode smatra toksikoloSki povoljnim. Jo§ jedan poznat
proizvod metabolizma streptomiceta je i mildiomicin koji je snazan inhibitor biosinteze
proteina kod gljiva, a ispoljava nisku toksi¢nost na ki¢menjake. Ovo je samo nekoliko
primera od niza toksikoloski povoljnih metabolita koje proizvode streptomicete a koji
ispoljavaju antifungalno delovanje (Doumbou i sar., 2001), sto govori u prilog potrebe za

njihovim ukljuc¢ivanjem u programe bioloske zastite bilja.

Trajanje kultivacije. Antifungalna aktivnost termicki tretirane (100°C) i
netretirane kultivacione te¢nosti S. hygroscopicus iz koje su odstranjene Celije ovog
mikroorganizma na izolate C. acutatum i C. gloeosporioides prac¢ena je na dnevnom nivou
u trajanju od deset dana. Nultog dana kultivacije (oko 2 h nakon inokulacije optimalne
podloge proizvodnim mikroorganizmom) nije utvrdena inhibicija rasta Colletotrichum
spp. §to se tumaci odsustvom antifungalnih metabolita u kultivacionoj te¢nosti. Nakon
24 h pocinje njihova proizvodnja, a nakon dva dana prisustna koli¢ina metabolita prema
kriterijuma Shimizu i sar. (2009) i Prapagdee i sar. (2008) uzrokuje zadovoljavajucu
inhibiciju rasta micelije Colletotrichum spp. (>11mm). Proizvodnja antifungalnih
metabolita najintenzivnija je tokom treceg i Cetvrtog dana kultivacije, a zatim dolazi do
smanjenja sadrzaja metabolita, ali je njihovo prisustvo na zadovoljavajuéem nivou i
desetog dana kultivacije, budu¢i da polupre¢nik zone inhibicije iznosi preko 11mm. Nije
utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u inhibiciji rasta micelije izmedu treceg i
Cetvrtog dana kultivacije, kao ni izmedu termicki tretiranih i1 netretiranih metabolita

S. hygroscopicus.

U istrazivanjima Prapagdee i sar. (2008a) filtrati kultivacione te¢nosti

S. hygroscopicus u eksponencijalnoj fazi ispoljili su slabije antifungalno delovanje na
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C. gloeosporioides od filtrata koji su dobijeni tokom stacionarne faze, $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju, budué¢i da stacionarna faza S. hygroscopicus
pocinje posle drugog dana inkubacije (Prapagdee i sar., 2008). Isti autori navode da
dobijeni rezultati ukazuju da S. hygroscopicus soj SRA 14 antifungalno delovanje ne
postize iskljuc¢ivo povecanom sintezom hitinaze (koja se sintetiSe tokom eksponencijalne
faze), Sto su isti autori utvrdili prethodnim istrazivanjem (Prapagdee i sar., 2008), ve¢ i
proizvodnjom sekundarnih antifungalnih metabolita. Ova konstatacija moZe se primeniti i

na S. hygroscopicus obuhvaéen ovim istrazivanjima.

Na osnovu iznetog, moze se Konstatovati da optimalno trajanje kultivacije
S. hygroscopicus u cilju maksimizovanja proizvodnje antifungalnih metabolita iznosi 3-4
dana, kao i da su metaboliti sa antifungalnim delovanjem iz grupe termostabilnih

jedinjenja.

7.5.7. Uticaj niskih temperatura na aktivnost Kkultivacionih
tecnosti mikroorganizama i formulisanih biopreparata na
Colletotrichum spp. in vivo

Na plodovima tretiranim metabolitima S. hygroscopicus proizvedenim u podlozi
optimalnog sastava, kultivacionom te¢nos¢u B. subtilis soj N 146, zatim 5% SE
formulacijom B. subtilis soj N 146, 1% rezredenjima preparata F-Stop, Extrasol i
Serenade, preporu¢enom dozom primene fungicida Clarinet, Merpan SOWP, Bellis i Zato
50 WG, i vestacki inokulisanim nehromogenim C. acutatum (HA-3), hromogenim
C. acutatum (K-4) i C. gloeosporioides (MR-1) izolatima, pracen je razvoj nekroze posle
14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi i posle dva meseca provedenih u hladnjaci sa

normalnom atmosferom i dodatne inkubacije 14 dana na sobnoj temperaturi.

Prilikom skladistenja plodova na sobnoj temperaturi, najvisi nivo zastite plodova
vestacki inokulisanih sa C. acutatum obezbedili su S. hygroscopicus, preparat Extrasol, SE
formulacija B. subtilis soj N146 (samo nehromogeni izolat), F-Stop (samo hromogeni
izolat) i svi ispitani hemijski fungicidi. Kod izolata C. gloeosporioides svi ispitivani
tretmani (osim kultivacione te¢nosti B. subtilis soj N146) obezbedili su zastitu plodova na
nivou sintetickih fungicida. Svi primenjeni tretmani obezbedili su znacajno slabiji razvoj

nekroze na svim veStacki inokulisanim plodovima u odnosu na kontrolu.

Na plodovima cuvanim dva meseca u hladnja¢i sa normalnom atmosferom
(2+0,5°C) nije doslo do razvoja nekroze tokom skladistenja na niskoj temperaturi. Po

iznoSenju iz hladnjace, posle Sest dana uocena je pojava nekroticnih promena na
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plodovima. Na plodovima vesStacki inokulisanim sa nehromogenim i hromogenim
C. acutatum najslabija pojava nekroze uocena je na plodovima tretiranim sa
S. hygroscopicus, na nivou sa hemijskim fungicidima Bellis i Merpan 50WP Kkoji su
zadrzali svoje delovanje i1 posle dva meseca skladiStenja plodova u hladnjaci. Kultivaciona
tecnost B. subtilis soj N 146 kao i svi primenjeni preparati na bazi B. subtilis obezbedili su
znacajno slabiji razvoj nekroze u odnosu na kontrolu. Posle 14 dana inkubacije na sobnoj
temperaturi, na svim plodovima inokulisanim sa C. gloeosporioides nije uoc¢ena pojava
nekroti¢nih promena, nezavisno od primenjenih tretmana, ukljucujuéi i kontrolu. Izostanak
simptoma na plodovima inokulisanim sa C. gloeosporioides objasnjava se ve¢ utvrdenom
osetjivos¢u ove vrste na niske temperature koju su zabelezili Adaskaveg i Hartin (1997) i
Everett (2003). Takode, osetljivost ovog izolata na niske temperature utvrdena je i u ovim
istrazivanjima prilikom ispitivanja uticaja temperature na rast izolata in vitro i uticaj
uslova skladiStenja na ostvarivanje i razvoj infekcije sa Colletotrichum spp. Naime, rast
micelije C. gloeosporioides u in vitro ogledu je u potpunosti izostao na 4° i 5°C, dok na
plodovima jabuke inokulisanim ovom vrstom nije doSlo do razvoja simptoma nakon 6
meseci skladistenja u klasi¢noj hladnjaci, kao 1 posle 2 meseca skladistenja u ULO
hladnjac¢i. Na osnovu ovih rezultata, kao i navoda u literaturi, izostanak simptoma na ovim

plodovima bio je o¢ekivan.

Kod preparata Extrasol, Clarinet i Zato 50 WG uoceno je slabljenje fungicidnog

delovanja nakon skladistenja plodova na 2+0,5°C u trajanju od dva meseca.

Poredenjem efekta bakterije B. subtilis (soj N 146) primenjene u obliku submerzne
kulture i SE formulacije, utvrdeno je da je formulisanje pojacalo antifungalno delovanje
tokom skladistenja plodova na sobnoj temperaturi i u hladnjaci. Intenzivnije antifungalno
delovanje SE formulacije soja N 146, u odnosu na submerznu kulturu, uo¢ili su i Tanovi¢ i
sar. (2013) na plodovima jabuke veStacki inokulisanim sa izolatom M. fructicola.
Medutim, postoje i suprotni rezultati. Havenga i sar. (1990) ukazali su da formulisanje
izolata B. subtilis za primenu u komercijalne svrhe rezultuje nezadovoljavaju¢om
inhibicijom antraknoznih promena na povrSini plodova vo¢a. Pomenuti autori ne navode o

kojoj je formlaciji re¢ i koji bi mogli biti uzroci nezadovoljavajuceg delovanja in vivo.

U literaturi nema podataka o efikasnosti bioloskih agenasa na plodovima jabuke
nakon dugoro¢nog skladiStenja na niskim temperaturama, te sprovedena ispitivanja
predstavljaju veliki doprinos, kako nauci, tako i praksi. Utvrdeno je da skladistenjem

plodova na 2+0,5°C u trajanju od dva meseca antifungalna aktivnost S. hygroscopicus
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ostaje nepromenjena, na nivou sintetickih fungicida 1 obezbeduje skoro 100% zastitu
plodova i nakon inkubacije od preko Sest nedelja na sobnoj temperaturi. Sve izneto
ukazuje na izuzetno visok potencijal ovog mikroorganizma za primenu u bioloskoj zastiti

plodova jabuke od prouzrokovaca trulezi iz roda Colletotrichum.

7.5.8. Aktivnost isparljive faze etarskih ulja na izolate
Colletotrichum spp.

Rezultati istrazivanja pokazali su da od ispitanih 56 etarskih ulja, samo pet ulja
origana i ulje timijana potpuno zaustavljaju rast micelije nehromogenog C. acutatum (MI-
21), hromogenog C. acutatum (C-13) i C. gloeosporioides (AVO 374B), kao i da je
origano toksi¢niji od timijana za obe vrste. Minimalna inhibitorna koncentracija ulja
origana iznosi 0,02-0,08 pl/ml vazduha za sva tri izolata, a timijana 0,02 pl/ml

(nehromogeni i hromogeni izolat C. acutatum) i 0,04 ul/ml (C. gloeosporioides).

Od pet ulja origana i jednog ulja timijana, najnizu letalnu koncentraciju na sva tri
izolata ispoljilo je ulje origana C (0,02 pl/ml vazduha). Isto ulje je pri koncentraciji od
0,08 ul/ml vazduha ispoljilo letalan efekat na nehromogeni i hromogeni izolat C. acutatum
pri ekspoziciji jedan dan, a pri najnizoj koncentraciji (0,02 ul/ml) za postizanje letalnog

efekta mu je bilo potrebno sedam dana, za sva tri izolata.

Nehromogeni i hromogeni izolat C. acutatum ispoljili su veéu osetljivost na ulje

timijana u odnosu na izolat C. gloeosporioides.

Wilson i sar. (1997), Suhr i Nielsen (2003) i Tanovi¢ i sar. (2004) utvrdili su
izraZzeno antimikrobno delovanje za etarska ulja mnogih biljaka. Autori Muller Riebau i
sar. (1995) i Sokovi¢ i sar. (2009) utvrdili su da postoji znacajna razlika u osetljivosti
razli¢itih vrsta gljiva na isto etarsko ulje. S obzirom da Tanovic¢ i sar. (2004) navode da bi
ulja koja ispoljavaju letalni efekat pri koncentraciji od 0,16 pl/ml vazduha, mogla biti
odabrana za dalja istrazivanja moguénosti njihove prakti¢ne primene, u ovom istrazivanju
je pomenuta koncentracija kori§¢ena kao najvisa. Otuda je od 56 ulja odabrano Sest
perspektivnih, poreklom od dve biljne vrste — O. vulgare i T. vulgaris. Treba napomenuti
da se od pet ulja origana, poreklom od razli¢itih proizvodaca, sa razli¢itih geografskih
podrucja, origano C izdvaja kao najtoksic¢nije iako preostala Cetiri ulja takode imaju
zadovoljavajucu toksi¢nost. Pretpostavlja se da su male razlike u toksi¢nosti posledica

razlike u hemijskom sastavu ulja $to su pokazala i istrazivanja Sokovi¢ i sar. (2009) i
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Vale-Silva i sar. (2012). Takode, razlikama u toksi¢nosti verovatno doprinosi i geografsko

poreklo osnovnih sirovina.

Antifungalnu aktivnost etarskog ulja timijana zabelezili su Hammer i sar. (1999),
Soto-Mendivil i sar. (2006), Yang i Clausen (2007) i Bosquez-Molina (2010). Bosquez-
Molina i sar. (2010) su eksperimentalno dokazali da ulje timijana inhibira rast micelije
C. gloeosporioides kada je inkorporirano u KDA podlogu u koncentraciji 0,06%. Takode
su utvrdili da potapanje plodova papaje u ulje timijana koncentracije 0,12% obezbeduje
50% manju pojavu trulezi u odnosu na kontrolu. U istrazivanjima Paster i sar. (1995)
etarska ulja origana i timijana primenjena su u vidu para u suzbijanju micelije i spora
Aspergillus spp. na uskladiStenoj pSenici, pri ¢emu je samo ulje origana ispoljilo
fungicidan efekat. Wilson i sar. (1997) su utvrdili da ulja crvenog timijana, lista cimeta i
pupoljaka karanfilia ispoljavaju jako antifungalno delovanje na B. cinerea, dok ulje
origana ima zadovoljavaju¢i efekat. Kako navode Daferera i sar. (2003) ulje origana
uticalo je na smanjenje produkovanja fumozina B; kod F. proliferatum u zrnu kukuruza
(Velluti i sar., 2003). U skrining testovima sa 11 etarskih ulja origano je bio efikasan
inhibitor rasta micelije vrste Bacillus cereus, humanog patogena koji se prenosi hranom
(\Valero i Salmeron, 2003).

Na osnovu navedenog moze se konstatovati da etarska ulja iz biljnih vrsta
O. vulgare i T. vulgaris ispoljavaju visok potencijal za primenu u bioloskoj borbi protiv
Colletotreichum spp. Budu¢i da je u sprovedenom istrazivanju ispitano delovanje
isparljive faze ulja, pretpostavlja se da upravo skladista sa modifikovanom atmosferom

prestavljaju najpogodniji prostor za njihovu primenu.
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovednih istrazivanja mogu se doneti slede¢i zakljucci:

— Colletotrichum spp. su redovno prisutni patogeni na uskladiStenim plodovima
jabuke u Vojvodini i delovima zapadne, centralne i jugoisto¢ne Srbije. Zastupljenost
ovih patogena u periodu 2010 — 2013. godine, od prisutnih fitopatogenih gljiva na

uskladiStenim plodovima, iznosila je 7,8-10%.

— Na plodovima jabuke vestacki inokulisanim sa C. acutatum i C. gloeosporioides
tokom skladistenja dva meseca u ULO hladnjaci na 1+0,3°C 1 Sest meseci u hladnjaci
sa normalnom atmosferom na 2+0,5°C i tri nedelje skladistenja na 5+£1°C, ne dolazi

do razvoja nekroze.

— Po iznoSenju plodova na sobnu temperaturu, nakon skladistenja dva meseca u ULO
hladnjaci na 14+0,3°C i Sest meseci u hladnjaci sa normalnom atmosferom na 2+0,5°C,
ne dolazi do razvoja nekroze na plodovima inokulisanim sa C. gloeosporioides, dok je
razvoj nekroze uzrokovan C. acutatum znaéajno inhibiran. Zbog osetljivosti
C. gloeosporioides na niske temperature i sve vise zastupljenom skladistenju plodova
jabuke u hladnjacama, vrsta C. acutatum postaje sve dominantnija. Po iznoSenju
plodova skladi$tenih tri nedelje na 5£1°C na sobnu temperaturu, dolazi do znacajno
jaceg razvoja nekroze u odnosu na plodove koji nisu izlagani niskoj temperaturi,

nezavisno od vrste izolata.

— Colletotrichum spp. poreklom sa plodova jabuke na KDA podlozi formiraju
vazduSaste ili vunaste kolonije svetle do tamno sive, maslinaste, ruzicaste ili bele
boje, ravne ivi¢ne zone. Konidije su jednocelijske, bezbojne, hijalinske, glatke, prave
ili blago povijene cilindri¢nog do fuziformnog oblika, prose¢ne duzine 7,96-19,87 um
u kulturi, i 8,4-24 pm na vestacki inokulisanim plodovima. Ne formiraju teleomorfni

stadijum. Optimalna temperatura za rast je 25°C, minimalna 6°C, a maksimalna 33°C.

— Razlikovanje vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides na osnovu boje kolonija na
KDA podlozi moguce je samo u slucaju hromogenih izolata C. acutatum koji
formiraju ruzicaste kolonije. Izolati vrste C. acutatum su morfoloski varijabilni, a
C. gloeosporioides su morfoloski ujednaceni. Prose¢na duzina konidija C. acutatum je
manja od C. gloeosporioides i moze se Koristiti za razlikovanje vrsta, dok je oblik
konidija nedovoljno pouzdan. Sporiji rast C. acutatum na hranljivim podlogama
KDA, MPA, V8, SDA i OA je pouzdan za razlikovanje od C. gloeosporioides.
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Najpovoljnija podloga za razvoj C. acutatum je V8, a za C. gloeosporioides SDA.
Rast izolata na ekstremnim temperaturama, C. acutatum na 4°C, a C. gloeosporioides

na 35°C, moze posluziti kao kriterijum za razlikovanje dve ispitivane vrste.

— PCR metodom, primenom prajmera specifi¢nih za vrstu (Calnt2 i Cglnt), pouzdano
se identifikuju vrste C. acutatum i C. gloeosporioides poreklom iz ploda jabuke.
Primenom univerzalnih prajmera ITS1 i ITS4 amplifikuje se rDNK-ITS sekvenca ¢ija
analiza omogucava pouzdanu identifikaciju C. acutatum i C. gloeosporioides i nizih

taksona u okviru vrste C. acutatum (nehromogeni i hromogeni izolati).

— Za pouzdanu identifikaciju vrsta C. acutatum i C. gloeosporioides neophodna je

primena klasi¢nih, fitopatoloskih i vise od jedne molekularne metode.

— S. hygroscopicus, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa i B. subtilis sojevi N 146,
ST 1/111, C 13§ QST 713 ispoljavaju antifungalnu aktivnost na Colletotrichum spp. in
vitro i in vivo. Medutim, S. hygroscopicus obezbedjuje zastitu plodova na nivou sa
hemijskim fungicidima (trifloksistrobin, boskalid+piraklostrobin,

pirimetanil+flukvinkonazol, kaptan).

— Kultivacijom S. hygroscopicus u podlozi sa 15,07 g/l glicerola, 5,28 g/l ekstrakta
kvasca i 0,81 g/l neorganskog fosfata, u trajanju 3-4 dana, postize se maksimalno
antifungalno delovanje na Colletotrichum spp. Box-Behnkenov eksperimentalni plan i
metod odzivne povrsine, uz primenu softverskog paketa DESIGN-EXPERT 7.1.5. su
pogodni modeli za optimizaciju sastava podloge mikroorganizma u cilju
maksimizovanja antifungalne aktivnosti. Antifungalno delovanje S. hygroscopicus

zasnovano je na produkciji ekstracelularnih, termostabilnih, sekundarnih metabolita.

— Visoka efikasnost metabolita S. hygroscopicus in vivo na sobnoj temperaturi i
nakon dvomeseCnog skladiStenja plodova na 2+0,5°C, kao i sposobnost
mikroorganizma da kao izvor ugljenika koristi otpadni glicerol, ukazuje na

opravnadost njegove primene u zastiti plodova jabuke od Colletotrichum spp.

— Etarska ulja origana i timijana ispoljavaju fungicidno delovanje na C. acutatum i C.
gloeosporioides. Minimalna letalna koncentracija isparljive faze ovih ulja na

Colletotrichum spp. je 0,02-0,16 pl/ml.
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10. PRILOG

Tabela 51. Dankanov test: srednje vrednosti pre¢nika nekroze (+Sd) 19 dana posle
vestacke inokulacije plodova jabuke sa izolatima Colletotrichum spp.

Izolat Srednje vrednosti pre¢nika nekroze (mm)
C-31 36,25 +0,96 a
BV-4 36,50 +2,38 a
SB-1 37,75 £22,54 ab
C-13 38,25 40,5 ab
B-4 41,00 £3,51 abc
TV-2 41,00 £2,45 abc
TUT 137A 42,25 +0,50 abcd
C-30 43,25 +1,50 bede
-7 46,25 £0,50 cdef
R-2 47,50 £1,00 defg
BV-6 47,75 £1,5 defg
R-1 48,00 +0,82 defg
K-4 48,25 +£2,63 defgy
AVO 374B 49,25 +0,96 efgh
LP-9 49,50 +0,58 efghi
C-3 49,75 +0,50 efghi
MI-23 50,25 +0,96 fghij
C-2 50,75 +0,96 fghij
MI-21 50,75 +0,50 fghij
BV-11 51,50 +0,58 fghijk
TV-5 51,75 +0,50 fghijk
LP-8 52,50 +0,58 fghijk
SB-12 52,50 +2,38 fghijk
UN-11 53,25 +0,50 ghijk
B-7 54,25 +1,50 ghijkl
MR-1 55,50 +£2,38 hijkl
uz-107 55,75 +0,50 hijkl
KU-14 56,00 0,00 hijkl
S-1 56,25 +0,50 ijkI
MR-317 56,25 +2,06 ijkl
HA-3 56,75 +0,96 jkI
ME-7 56,75 +0,50 jkl
KU-1 57,75 £0,50 kl
MR-10 58,25 +2,06 ki
C-14 60,75 +0,50 |

*Vrednosti obelezene Tstim slovom su na istom nivou zna€ajnosti u intervalu poverenja 95%;, (£5d) —standardna devijacija
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Tabela 52. Dankanov test: srednje vrednosti dubine nekroze (+Sd) posle 19 dana od
vestacke inokulacije plodova jabuke sa izolatima Colletotrichum spp.

Izolat

Srednje vrednosti pre¢nika nekroze (mm)

TUT 137A
C-31
B-4
K-4
LP-9
C-30
MI-23
C-3
C-13
BV-11
BV-6
I-7
AVO 374B
C-2
MR-10
B-7
HA-3
KU-1
TV-2
uz-107
LP-8
SB-12
UN-11
TV-5
BV-4
S-1
R-2
MI-21
MR-317
R-1
C-14
SB-1
KU-14
MR-1
ME-7

14,00 £0,00 a
15,00 £0,00 b
15,25+0,50 b
16,25 £0,50 ¢
18,75 £0,50 d
19,00 £0,00 de
19,00 £0,00 de
19,50 +£1,00 ef
20,00 +0,00 fg
20,25 +0,50 g
21,25+0,50 h
23,00 £0,00 i
23,50 £1,00 ij
24,00 +£0,00 j
24,75 +£0,50 k
25,00 £0,00 k
25,00 £0,00 k
25,00 £0,00 k
25,00 +£0,00 k
26,00 +£0,00 1
26,00 +£0,00 1
26,00 £0,00 I
26,00 £0,00 1
27,00 £0,00 m
27,25 £0,5 mn
27,75 +£0,50 no
28,00 +£0,00 o
29,00 +0,00 p
29,00 +0,00 p
29,25 +0,50 pq
29,75 +£0,96 gr
30,00 £0,00 r
32,00 £0,00 s
34,75 +£0,50 t
36,00 0,00 u

*Vrednosti obelezéne Tstim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£5d) —standardna devijacija
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Tabela 53. Dankanov test: srednje vrednosti precnika kolonije ispitivanih izolata
Colletotrichum spp. (mm) posle Cetiri dana inkubacije na razli¢itim hranljivim podlogama

Podloga Izolat Morfoloska grupa Precnik kolonije (mm)
I-7 24,00
uz-107 24,00
MI-21 24,33°
MR-317 24,33°
MI-23 24,67°
ME-7 25,00a
R-1 25,00
R-2 25,00
SB-12 I 25,00
TV-5 25,00
UN-11 25,33
KU-1 25,33°
B-7 28,33%fo"
HA-3 28,67°™M
LP-8 28,67°"M
KU-14 29,33 9Nk
TUT 137A 29,67 "k

SDA 31 30,00 ijkim
B-4 30,67 KM
BV-6 30,67 KM
LP-9 31,33 Mok
K-4 I 31,33 M
C-30 31,33 Mok
C-13 31,33 MoPd
C-31 31,33 MoPd
C-14 31,67 P9

"MR-10 31,33 Mnopd
BV-11 3l 34,67 "
¢-3 38,67 %
BV-4 50,67 57
SB-1 51,00 "
AVO374B v 51,33°
MR-1 51,33 %
TV-2 51,678
C-2 52,008
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Nastavak tabele 53.

-7 28,670
uz-107 28,001
MI-21 29,67 MK
MR-317 29,33 9niik
MI-23 29,00 fon
ME-7 28,67
R-1 29,67 MK
R-2 29,33 9niik
SB-12 29,33 9niik
TV-5 ! 29,67"
UN-11 29,33 9niik
KU-1 29,67 "MK
B-7 30,00 kM
HA-3 30,33 Jmn
LP-8 30,67 KM
KU-14 27,00™
KDA TUT 137A 26,67"
$-1 27,00™
B-4 31,33 Mora
BV-6 32,33 Parst
LP-9 32,33 Parst
K-4 T 32,33 P
C-30 32,33 Parst
C-13 33,00
C-31 33,00 ™
C-14 33,33
MR-10 32,33 Parst
BV-11 i 31,33 ™M
C-3 32,677
BV-4 47,67 °
SB-1 47,33°
AVO374B v 49,67
MR-1 47,00°
TV-2 50,00 67
C-2 49,33°




Nastavak tabele 53.

I-7 29,33 9k
uz-107 29,009
MI-21 35,67
MR-317 29,33 9niik
MI-23 29,67 MK
ME-7 29,67 MK
R-1 35,00 "*
R-2 35,33
SB-12 I 33,00 ™
TV-5 34,67 "W
UN-11 35,00 "
KU-1 33,67
B-7 32,00 °pars
HA-3 32,33 Parst
LP-8 32,679
KU-14 35,3 3
TUT 137A 36,00 ¥
v 81 36,337
‘B4 39,67°
BV-6 40,00*
LP-9 40,331
K-4 T 40,671
C-30 40,331
C-13 40,331
C-31 40,67 *?
C-14 40,67 *?
MR-10 40,331
BV-11 i 38,002 2
C-3 40,67 *
BV-4 46,67 °
SB-1 47,33°
AVO374B v 49,33°
MR-1 46,67 °
TV-2 49,67 °
C-2 49,33°
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Nastavak tabele 53.

I-7 27,00™
uz-107 26,67"
MI-21 28,677
MR-317 26,67
MI-23 27,33
ME-7 27,33
R-1 29,009
R-2 29,00 fon
SB-12 | 29,007
TV-5 29,33 9niik
UN-11 29,33 9niik
KU-1 29,33 9niik
B-7 27,33
HA-3 27,67
LP-8 27,33
KU-14 31,67 "o
MPA TUT 137A 31,33 Mora
$-1 31,67 "o
B-4 30,00 Ukm
BV-6 31,00 'mnop
LP-9 31,67 "o
K-4 T 31,67 "o
¢-30 31,33 Mok
¢-13 31,33 Mora
¢-31 31,33 Mora
C-14 31,67 "o
MR-10 31,679
BV-11 i 32,67°
¢-3 32,00 °Pars
BV-4 44,674
SB-1 44,33 *
AVO374B v 46,67 °
MR-1 44,67 "*
TV-2 47,00°
C-2 42,00%




Nastavak tabele 53.

I-7 29,00
uz-107 28,67°"M
MI-21 32,33 Parst
MR-317 29,009
MI-23 29,33 9niik
ME-7 29,00
R-1 31,67 "9
R-2 32,00 °pars
SB-12 | 31,33 Mora
TV-5 32,00 °pars
UN-11 32,33 Parst
KU-1 30,67 KM
B-7 29,67 "MK
HA-3 30,00 kM
LP-8 29,67 MK
KU-14 33,33
TUT 137A 33,67 M
OA §-1 33,00"
B-4 30,33 Jmn
BV-6 30,33 Jmn
LP-9 31,33 Mora
K-4 I 32,00 °pars
C-30 31,00 'mnop
¢-13 31,00 'mnop
¢-31 31,67 "o
C-14 31,33 Mok
MR-10 31,33 Mo
BV-11 1 32,33 Parst
¢-3 31,33 MMord
BV-4 40,67 *
SB-1 40,331
AVO374B v 42,67°
MR-1 40,00*
TV-2 43,003
C-2 42,333

*Vrednosti obeleZene Istim slovom su na 1stom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Tabela 54. Dankanov test: uticaj trajanja kultivacije na produkciju antifungalnih
metabolita S. hygroscopicus i temperaturnog tretiranja metabolita na inhibiciju rasta
micelije izolata Colletotrichum spp.

Trajanje Poluprecnik zone inhibicije (mm) £Sd
Tretman I((éjall%acue Izolat HA-3 (C. acutatum) Izolat MR-1 (C. gloeosporioides)
0 0,01+0,00 q 0,01+0,00 q
1 1,67+0,52 p 5,00+1,26 n
2 15,83+1,47 iklm 17,00£0,89 g
3 20,50+1,05 b 22,00+0,63a
4 20,834+0,75 b 22,334+0,52a
Metaboliti 5 18,00+0,89 de 18,67+1,21 cd
6 17,00+0,63 fg 18,174+0,75 cde
7 16,00+0,63 ijkl 16,67+0,82 ghi
8 15,50+0,55 klm 15,8340,75 jklm
9 15,50+0,55 klm 16,00+0,00 ijkl
10 15,33+0,52 Im 16,00+0,00 ijkl
0 0,01+0,00 q  0,01%0,00 q
1 1,67+0,52 p  2,500,55 0
2 15,67+0,82 klm 16,83£1,47  gh
3 20,33+0,82 b 21,67+0,52a
pemperatumo 4 20,6740,82 b 21,6740,52a
metaboliti 5 18,17+0,75 cde ’ 18,83+0,41 ¢
(100°C) 6 16,67+0,52 ghi 17,67£0,52 ef
7 16,17+0,41 hijk 16,5040,55  ghij
8 15,17+0,41 m 15,83+0,75 jklm
9 15,50+0,55 klm 16,00+0,00 ijkl
10 15,17+£0,41 m 16,00+0,00 ijkl
Kontrola Svi dani 0,01+0,00 0,01+0,00

*Vrednosti obelezene i1Stim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£Sd) —standardna devijacija
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