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U fizioloska ispitivanja su ukljuc¢ena 20 izolata Colletotrichum spp. poreklom sa
plodova kruske, jabuke, vi$nje i paradajza, kao i referentni sojevi C. acutatum (CBS
294.67) i C. gloeosporioides (CBS 516.97). Rezultati ukazuju da pet razlic¢itih hranl-
jivih podloga (PDA, CA, OA, MEA, CDA) sedam razli¢itih pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) i tem-
peratura (52,102,152, 202, 252, 302, 35°C) imaju znac¢ajan uticaj na razvoj i sporulaciju
izolata Colletotrichum spp. Sve testirane podloge, izuzev CDA su pogodne za razvoj
patogena. Na podlozi PDA moguce je razlikovati pet morfoloskih grupa kolonija, $to
potvrduje fenotipsku varijabilnost prou¢avanih kultura. Podloge pH 6 i 7 su najbol-
je za porast i sporulaciju patogena. Optimalna temperatura za razvoj ispitivanih
kolonija je 25°C, a temperature od 20° i 25°C su najpovoljnije za sporulaciju izolata
Colletotrichum spp.

Kljuéne reci: Colletotrichum spp., fiziologija, porast micelije, sporulacija

UVOD

nozama, povrtarskim i vocéarskim kulturama,
Sumskom i ukrasnom bilju, kao i vrstama iz
spontane flore. Simptomi antraknoze prouz-

rokovani gljivama Colletotrichum spp. se mogu

Glomerella), su polifagne i kosmopolitske vrste
umerenog i tropskog klimatskog podrucja. U
zavisnosti od uslova sredine, osetljivosti biljke
domacina i infekcionog potencijala, pripadnici
ovog roda su epifiti, endofiti, saprobi ili patogeni
(Liu et al., 2007; Promputtha et al., 2007). Kao
biljni paraziti, Colletotrichum spp. prouzroku-

ju ekonomske gubitke na zitaricama, legumi-

manifestovati na svim podzemnim i nadzemnim
biljnim organima: korenovom sistemu, krtola-
ma, stablu, listovima, cvetu i plodu (Bailey et al.,
1992).

Faktori Zivotne sredine imaju vaznu ulogu
u ostvarivanju infekcije i razvoju antraknoznog

procesa na biljci domadinu. Intenzitet i duzina
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trajanja padavina, temperatura vazduha i disper-
zija patogena znacajno uti¢u na stepen ispoljenih
simptoma (Dodd et al., 1992). Ustanovljeno je da
razvoju bolesti u poljskim uslovima pogoduju
povisena temperatura (>27°C) i vlaznost vazduha
(¢80%), (Roberts et al., 2001).

Usled ostvarivanja latentnih infekcija do
pojave antraknoze moZe do¢i i nakon berbe plo-
dova (Freeman et al., 1998). Sposobnost izazivan-
ja latentne infekcije je primarna karakteristika
vrsta roda Colletotrichum (Sinclair, 1999). Do
manifestacije simptoma dolazi prelaskom gljive
na nekrotrofni oblik parazitiranja $to je uslovl-
jeno ve¢im brojem faktora. Primarni ¢inioci u
procesu transformacije patogena iz biotrofne
u nekrotrofnu fazu su povec¢ana temperatura i
vlaznost vazduha, kao i hemijske reakcije u tkivu
biljke domacina (Leandro et al., 2003; Peres et
al., 2005).

S obzirom da je u naSoj zemlji proteklih
godina utvrdeno znacajno prisustvo gljiva -
prouzrokovaca antraknoze plodova voca i povréa
(Zivkovi¢, 2011), kao i da su fizioloska prouca-
vanja od velikog znacaja za biologiju patogena,
cilj ovog rada je ispitati uticaj hranljivih podloga,
kiselosti podloge i temperatura na razvoj i spor-
ulaciju izolata Colletotrichum spp., poreklom iz
Srbije.

MATERUAL I METODE

Standardnim fitopatoloskim metodama
iz plodova sa karakteristi¢nim simptomima an-
traknoze dobijen je veliki broj izolata Colletotri-
chum spp. U fizioloska ispitivanja su ukljuceni:
izolati sa ploda kruske (KC-6, KC-9, KC-12, KC-
21, KC-23, KC-82); jabuke (JC-4, JC-5, JC-6 i JC-
7); visnje (VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9), paradajza
(PC-1, PC-2, PC-3, PC-4, PC-5 i PC-6), kao refe-
rentni sojevi C. gloeosporioides (CBS 516.97) i C.
acutatum (CBS 294.67) iz kolekcije Centraalbu-

reau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversi-
ty Centre, Utrecht, Holandija.

Uticaj hranljivih podloga na porast i

sporulaciju izolata Colletotrichum spp.

Ispitivanje uticaja hranljivih podloga
na porast i sporulaciju izolata Colletotrichum
spp., obavljeno je na: PDA (potato dextrose
agar), CA (carrot agar), OA (oatmeal agar),
MEA (malt extract agar) i CDA (Czapek-Dox
agar) podlozi, (Dhingra and Sinclair, 1986).

U Petri kutije (® 90 mm) je razlivano
po 20 ml odgovarajuce sterilne hranljive pod-
loge. Zasejavanje podloga je izvrSeno nanosen-
jem fragmenata micelije ispitivanih izolata (@
5 mm) iz kultura starih 7 dana, odgajenih na
PDA podlozi. Diskovi micelija su postavljani
su u centar Petri kutija, a zasejane podloge su
potom inkubirane u termostatu na temperatu-
ri od 25°C. Porast izolata Colletotrichum spp.
ocenjen je sedmog dana merenjem prec¢nika
kolonije. Prema terminologiji Hawksworth et
al. (1995) opisani su: izgled, boja i struktura
micelije, ivice kolonije, nali¢je kulture i pojava
zoniranosti.

Intenzitet sporulacije proucavanih izo-
lata odreden je dve nedelje nakon zasejavanja.
Suspenzije konidija su pripremane od kultura
gljiva odgajanih na temperaturi od 25°C. U ra-
zvijene kolonije nalivano je 10 ml sterilne vode,
nakon ¢ega je micelija odvajana od podloge bla-
gim struganjem pomocu staklenog Stapica u ci-
lju oslobadanja formiranih konidija. Suspenzija
gljiva je procedena kroz dva sloja sterilne gaze,
a koncentracija spora (10° konidija/ml) izmere-
na pomoc¢u hemocitometra. Stepen sporulacije
izolata Colletotrichum spp. prikazan je prema
skali Quesada and Lopez (1980), gde je: + slaba
sporulacija (<5.000 konidija/ml); ++ srednja spo-
rulacija (5.000 - 10.000 konidija/ml); +++ obilna
sporulacija (>10.000 konidija/ml).
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Uticaj Kiselosti podloge na porast i sporulaciju
izolata Colletotrichum spp.
Ispitivanje uticaja kiselosti podloge na
porast i sporulaciju izolata Colletotrichum spp.,
obavljeno je na podlozi PDA. Kiselost podloge je
podesena pre sterilizacije na pH-metru dodava-
njem 1M HCl i 1M NaOH, na slede¢e pH vredno-
sti: 3, 4, 5, 6, 7, 81 9. Po zavrSetku sterilizacije
pH je proverena u mlakoj, rastopljenoj podlozi
pomocu indikator papira (Universalindikator
pH 0-14, Merck). Izolati su zasejavani i inkubi-
rani na 25°C tokom 7 dana, a potom je obavljeno
merenje prec¢nika Kolonija. Intenzitet sporulacije
je odreden nakon dve nedelje prema prethodno
opisanoj metodi (Quesada and Lopez, 1980).

Uticaj temperature na porast i sporulaciju
izolata Colletotrichum spp.

Ispitivanje uticaja temperature na porast i
sporulaciju izolata Colletotrichum spp. obavljeno
je na slede¢im temperaturama: 5°, 10¢, 152, 209,
259, 3021 35°C. Ispitivani izolati su zasejavani na
PDA podlogu, inkubirani u termostatu 7 dana,
a nakon toga obavljeno je merenje pre¢nika ko-
lonija. Po isteku dve nedelje, prema navedenoj
metodi (Quesada and Lopez, 1980), odreden je
intenzitet sporulacije izolata Colletotrichum spp.

Statisticka obrada rezultata

FizioloSka ispitivanja izolata Colletotric-
hum spp. izvedena su u tri ponavljanja. Analiza
uticaja dva faktora obavljena je primenom pa-
rametarskog modela analize varijanse (ANOVA/
MANOVA), a provera adekvatnosti ovog modela
za svaku konkretnu analizu sprovedena je na
osnovu vrednosti Leveneovog testa za homoge-
nost varijansi. Ispitivani izolati Colletotrichum
spp. grupisani su modelom Kklaster analize, ba-
ziranoj na Euklidskoj distanci i kompletnom po-
vezivanju. Statisticka obrada rezultata obavljena

je upotrebom paketa STATISTICA v. 6 (StatSoft,
Inc.).

REZULTATI

Uticaj hranljivih podloga na porast i

sporulaciju izolata Colletotrichum spp.

Rezultati ispitivanja pokazuju da hranljive
podloge znacajano uti¢u na izgled i brzinu pora-
sta micelije, kao i sporulaciju izolata Colletotric-
hum spp.

PDA podloga predstavlja generalno najpo-
voljni supstrat za vec¢inu ispitivanih izolata (SI.
1.B). Na ovoj podlozi proucavane kulture formi-
raju pet jasno diferenciranih morfoloskih gru-
pa. Prvu grupu cine izolati Colletotrichum spp.
poreklom sa ploda kruske i jabuke (KC-6, KC-9,
KC-12, JC-5, JC-6, JC-7), koji su po fenotipskim
karakteristikama micelije i brzini porasta naj-
sli¢niji referentnom izolatu C. gloeosporioides
(CBS 516.97). Starenjem kulture postaju tamno-
sivo-maslinaste, a sa nali¢ja se u vecini slucajeva
uocava formiranje koncentri¢nih prstenova sve-
tlije i tamnije boje. Drugoj, izrazito specifi¢noj
grupi pripadaju izolati sa ploda kruske (KC-21,
KC-23, KC-82), intenzivnog porasta i karakteri-
sti¢ne ruzic¢aste boje. Razvojem kolonija dolazi
do pojave zoniranosti i formiranja koncentri¢no
rasporedenih ili nepravilno razbacanih acervula
iz kojih se u Zutonarandzastom matriksu osloba-
daju konidije. U okviru treée grupe je izolat sa
jabuke (JC-4), koji po makroskopskim osobina-
ma micelije najviSe odgovara referentnom izola-
tu C. acutatum (CBS 294.67). Kolonije su sveto
do tamno sive, umerenog porasta, nepravilnih
ivica, a sa nali¢ja je uo¢ena pojava naranzastih i
svetlomrkih koncentri¢nih zona. Cetvrtu grupu
¢ine iskljuc¢ivo izolati poreklom sa ploda visnje
(VC-3, VC-5, VC-7, VC-9), koji su po obojenosti i
strukturi micelije veoma sli¢ni prvoj grupi, ali su
istovremeno i specifi¢ni po usporenom porastu.

Starenjem kulture poprimaju Kkarakteristi¢an
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zonirani izgled. Na osnovu morfoloskih osobi-
na izolati sa paradajza (PC-1, PC-2, PC-3, PC-4,
PC-5, PC-6) su izdvojeni u posebnu, petu grupu.
Kolonije su znatno svetlije boje, rastresite kon-
zistencije, umerenog porasta i po ovom obelezju
su bliski tre¢oj grupi izolata, kojoj pripada i refe-
rentni C. acutatum (CBC 294.67). Na PDA sup-
stratu vecéina ispitivanih patogena izrazito dobro
sporuliSe (Tabela 1). Slabu fruktifikaciju na ovoj
podlozi manifestuju samo izolati poreklom sa
ploda visnje (VC-3, VC-5, VC-7, VC-9).

Na CA podlozi izolati Colletotrichum spp.
najcesce formiraju supstratnu miceliju, u veéini
slucajeva karakteristi¢nog izgleda. Hromogeni
izolati sa kruske (KC-21, KC-23 i KC-82) su nesto
intenzivnije, tamno ruzicaste boje i svetlije cen-
tralne zone, a izolat JC-4 sa ploda jabuke, obra-
zuje kompaktnu tamnosivu koloniju sa jasno
izdiferenciranim perifernim prstenom, svetlo-
narandzaste boje. Ivice kolonija svih proucava-
nih izolata su ravne, pravilne (osim izolata VC-
9) i blago utonule u supstrat. Sa nali¢ja kultura
nije utvrdeno formiranje stromati¢nih tvorevina.
Na CA podlozi kod svih izolata je konstatovana
umerena do obilna fruktifikacija (Tabela 1).

Na podlozi OA vecina izolata Colletotric-
hum spp. obrazuje bujnu, vunastu miceliju, sve-
tlijeg kolorita (hromogeni izolati su izrazito sve-
tloruzicasti, a ostali svetlosive do belicastosive
boje), (SL 1.C). Izolat sa paradajza, PC-3 obrazuje
koncentri¢ne zone vazdusaste i supstratne mi-
celije, a karakteristi¢nu svetlonarandzastu ko-
loniju na OA supstratu formira referentni soj C.
acutatum (CBS 294.67). Ivice kultura su pravil-
ne i cele, osim kod referentnog C. gloeosporio-
ides (CBS 516.97) cije se periferna zona zrakasto
$iri. Sa nalic¢ja, zbog gustine supstrata obojenost
kultura nije jasno izdiferencirana, a takode nije
uoceno obrazovanje stromati¢nih struktura. Za
vecinu izolata ovo je izrazito pogodna sredina za
sporulaciju (Tabela 1).

Izolati Colletotrichum spp. na MEA podlo-
zi formiraju izrazito svetle, kompaktne kolonije,
pravilnih ili blago talasastih ivica. Izolati KC-6,
KC-9 i KC-12, kao i svi patogeni sa jabuke, visnje
i paradajza su gotovo identi¢ne beli¢astosive boje
i pamucaste teksture. Hromogeni izolati KC-21,
KC-23 i KC-82 su bledo ruzicasti, a referentni soj
C. acutatum svetlonarandZzaste boje i supstratne
micelije. Sa nali¢ja sve kolonije zadrzavaju svoj
karakteristican izgled, a u vedini slucajeva na-
kon dve nedelje dolazi do formiranja zacetaka
stromati¢nim tvorevina. Isklju¢ujudi izolate po-
reklom sa visnje, ostale kulture Colletotrichum
spp. manifestuju umerenu sporulaciju na MEA
podlozi (Tabela 1).

Na podlozi CDA svi ispitivani patogeni
Colletotrichum spp. obrazuju miceliju slabe buj-
nosti i bragnaste teksture (Sl. 1.A). Izolati KC-6 i
KC-9 su sive boje, a ostali (osim grupe hromoge-
nih izolata sa kruske) prljavobeli do snezno beli-
Casti. Izolati KC-21, KC-23 i KC-82 na CDA pod-
lozi formiraju kolonije tamnonarandzasto boje.
Periferna zona svih izolata je blago reznjevita ili
nepravilna, a sa nali¢ja nije uo¢eno obrazovanje
stromati¢nih struktura. CDA podloga je veoma
nepovoljna za sporulaciju izolata Colletotrichum
spp. (Tabela 1).

Pored morfoloskih osobina i razli¢itog ste-
pena sporulacije, izolati Colletotrichum spp. ma-
nifestuju i razli¢itu brzinu porasta na ispitivanim
hranljivim podlogama (Sl. 2). U proseku, najpo-
voljnija podloga za porast proucavanih izolata je
PDA. Na ovom supstratu slab porast ispoljavaju
samo patogeni poreklom sa visnje i izolat JC-4.
Na podlogama CA i OA najveci pre¢nik kolonije,
sedam dana nakon zasejavanja formirali su izo-
lati KC-9, KC-12, KC-21, KC-23 i KC-82, sa ploda
kruske. Od svih testiranih hranljivih podloga OA
se pokazala najpovoljnijom za porast patoge-
na VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9. Na MEA ispitivani
izolati su ispoljili gotovo ujednacen porast. Ovaj
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supstrat je najnepovoljniji za razvoj referentnog
soja C. acutatum (CBS 294.67). Najslabiji porast
svih proucavanih kultura Colletotrichum spp. je
zabelezen na CDA podlozi. Referentni soj C. glo-
eosporioides (CBS 516.97) u poredenju sa osta-
lim izolatima, manifestuje izrazito brz porast na
svih hranljivim supstratima.

Na osnovu Leveneovog testa konstatova-
na je nehomogenost varijansi patogenih kultura
Colletotrichum spp. (F=4,919; p=0,000). Do-
bijeni rezultati su obradeni analizom varijanse
(MANOVA), kao dvofaktorijalni ogled. Vrednosti
MANOVE ukazuju da uzmedu izolata, hranljivih
podloga i njihovih interakcija postoje statisticki
veoma znacajne razlike (Tabela 2).

Na osnovu ispoljenih sli¢nosti/razlika u
pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na
pet hranljivih podloga, uraden je dendogram
baziran na Euklidskoj distanci i kompletnom po-
vezivanju (SL 3). Svi ispitivani izolati su svrstani
u tri klastera. Najvecu razliku u pogledu porasta
na razli¢itim hranljivim supstratima ispoljava re-
ferentni soj C. gloeosporioides (CBS 516.97) i on
formira prvi klaster. Drugi klaster je obrazovan
od dva subklastera. Izolati poreklom sa ploda
paradajza su svrtani u prvi subklater, a patogeni
poreklom sa visnje i izolat JC-4 pripadaju dru-
gom subklasteru. U okviru tre¢eg klastera se na-
laze dva subklastera. Prvi subklaster ¢ine izolati
KC-82, KC-21, KC-12, KC-23, a drugi referentni
C. acutatum, patogene kulture sa jabuke i izolat
KC-6. Klaster analiza je potvrdila heterogenost
ispitivanih populacija Colletotrichum spp. Naj-
manje razlike u porastu na razli¢itim hranljivim
podlogama u vecini slu¢ajeva manifestuju izolati

poreklom sa istog domacina.

Uticaj kiselosti podloge na porast i sporulaciju
izolata Colletotrichum spp.
Veéina izolata nije znacajno varirala u

morfoloSkim osobinama kolonija koje su formi-

rane na razli¢itim pH vrednostima. Na podlozi
pH 3, svi izolati obrazuju kompaktnu sivo beli-
Castu miceliju, izrazito slabe bujnosti (S1. 4.A).
Iviéne zone su pravilne ili blago talasaste, a sa
nali¢ja kultura nisu konstatovani zac¢eci formi-
ranja stromati¢nih tvorevina. Sporulacija izolata
Colletorichum spp. na podlozi ove Kkiselosti je
izrazito slaba (Tabela 3).

PDA podloga kiselosti pH 4 je znatno po-
voljnija za razvoj ispitivanih izolata. Sve kulture
(uklju¢ujudi i hromogene izolate sa ploda krus-
ke) su u centralnoj zoni svetlo do tamno sive
boje, a micelija je kompaktna i brasnastog izgle-
da. Ivice kolonija su ravne, pravilne i blago uto-
nule u supstrat. Sa nali¢ja kultura nije utvrdeno
formiranje stromati¢nih struktura. Na pH 4 svi
izolati Colletorichum spp. manifestuju fruktifi-
kaciju slabog ili umerenog intenziteta (Tabela 3).

Na podlogama pH 5, 6, 7 i 8 svi prouca-
vani izolati obrazuju kolonije karakteristicnog
izgleda: svetlo do tamnosive (izolati poreklom
sa jabuke, viSnje, paradajza i nehromogeni izo-
lati sa ploda kruske) i ruzic¢aste boje (hromogeni
izolati sa ploda kruske), (SI. 4.B). U centralnom
delu micelija je homogena, vunasta, a u peri-
fernoj zoni vazduSasta i rastrestita. Na PDA pH
5, 6 i 7 kulture su intenzivne bujnosti i ujedna-
¢enih fenotipskih karakteristika, a sa nali¢ja je
zabeleZena pojava stromati¢nih tvorevina. Spo-
rulacija izolata je umerena ili obilna. Podloga sa
pH vrednoscu 8 je ne$to nepovoljnija za razvoj
ispitivanih kultura Colletotrichum spp. Na na-
li¢ju nisu konstatonane stromati¢ne tvorevine,
a fruktifikacija najveceg broja izolata je umerena
(Tabela 3).

Na podlozi pH 9 sve formirane kolonije
Colletotrichum spp. su slabije bujnosti, sa svetlo
obojenom micelijom, pamucaste strukture (SL
4.C). Ivi¢na zona je cela ili blago nepravilna. Sa
nali¢ja nije uo¢eno obrazovanje stroma. Bazna
sredina nije pogodovala za sporulaciju, pa ve¢ina
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ispitivanih izolata (osim KC-21, KC-23 i KC-82),
fruktificira veoma slabo (Tabela 3).

Osim morfoloskih karakteristika i razli-
Citog stepena sporulacije, izolati Colletotrichum
spp. manifestuju i neujednacen porast na PDA
podlozi razlicite kiselosti (Sl. 5). Za vec¢inu izola-
ta najpovoljnija pH vrednost hranljivog supstra-
ta je 6. Na podlozi ove kiselosti najvec¢i pre¢nik
kolonije formiraju patogeni KC-6, KC-9, KC-12,
svi izolati sa ploda jabuke i paradajza, kao i refe-
rentni soj C. acutatum CBS 294.67. PDA kiselosti
7 je najpovoljniji za porast hromogenih izolata sa
kruske (KC-21, KC-23 i KC-82), za razliku od kul-
tura poreklom sa antraknoznih plodova vi$nje
(VC-3, VC-5, VC-7 i VC-9) kojima viSe pogoduje
kiselija sredina, vrednosti pH 5. Na podlozi pH 8
gotovo svi izolati znatno brze obrazuju kolonije,
nego na PDA Kkiselosti 4. Takode, ekstremno ba-
zna sredina, pH 9 je znatno povoljnija za porast
svih ispitivanih kultura od podloge pH vrednosti
3. Za razvoj referentnog soja C. gloeosporioides
CBS 516.97 podjednako su dobri hranljivi sup-
strati ¢ijaje pH 5,61 7.

Leveneovim testom utvrdena je neho-
mogenost varijansi kultura Colletotrichum spp.
(F=5,395; p=0,000). Rezultati obradeni anali-
zom varijanse (MANOVA) kao dvofaktorijalni
ogled ukazuju da uzmedu izolata, pH vrednosti
podloge i njihovih interakcija postoje statisticki
veoma znacajne razlike (Tabela 4).

Na osnovu ispoljenih sli¢nosti/razlika u
pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na
sedam razli¢itih pH vrednosti PDA podloge, ura-
den je dendogram baziran na Euklidskoj distanci
i kompletnom povezivanju (SL 6). Svi ispitivani
izolati su svrstani u tri klastera. Najvec¢u razliku
u pogledu porasta na razli¢itim pH vrednosti-
ma ispoljava referentni soj C. gloeosporioides
(CBS 516.97) i on formira prvi klaster. Drugi kla-
ster sac¢injavaju dva subklastera sa po 11 izolata

Colletotrichum spp. Patogeni poreklom sa ploda
paradajza i izolat JC-4 sa ploda jabuke svrtani
su u prvi, a patogeni poreklom sa visnje u drugi
subklater. Treci klaster takode grade dva subkla-
stera, od kojih prvi ¢ine izolati poreklom sa plo-
da kruske (KC-82, KC-23, KC-21, KC-12, KC-9 i
KC-6) i referentni soj C. acutatum (CBS 294.67),
a drugi patogene kulture sa jabuke (JC-5, JC-6 i
JC-7). Klaster analiza uradena na osnovu porasta
kultura na PDA podlozi razlic¢ite kiselosti je po-
tvrdila heterogenost ispitivanih populacija Colle-

totrichum spp.

Uticaj temperature na porast i sporulaciju
izolata Colletotrichum spp.

Rezultati ispitivanja pokazuju da sve tem-
perature znacajno uti¢u na morfoloske karakte-
ristike, brzinu porasta micelije i sporulaciju izo-
lata Colletotrichum spp.

Temperatura od 5°C je najnepovoljnija za
razvoj svih ispitivanih izolata. Sedam dana na-
kon zasejavanja, oko nanetih fragmenata gljive
formiraju se nezni, prozra¢ni zaceci hifa (SI. 7A).
Na ovoj temperaturi nivo sporulacije je izrazito
nizak, a kod pojedinih izolata Colletotrichum
spp. fruktifikacija nije konstatovana (KC-6, KC-
9, KC-12, CBS 294.67 i CBS 516.97), (Tabela 5).

Ogranicavajudi faktor rasta vec¢ine prouca-
vanih izolata je i temperatura od 10°C. Svi izolati
na ovoj temperaturi obrazuju miceliju beli¢asto-
sive boje, vazdusastu i prozra¢nu, bez jasnih gra-
nica izmedu centralne i periferne zone. Kulture
Colletotrichum spp. poreklom sa ploda kruske,
izolati sa jabuke, kao i referentni soj C. gloeos-
porioides (CBS 516.97) manifestuju nesto veci
porast na ovoj temperaturi. Na 10°C sporulacija
svih izolata je slaba (Tabela 5), a na nali¢ju nije
uoceno formiranje stromati¢nih struktura.

Na temperaturama od 15°, 20°i 25°C, prou-
¢avani patogeni obrazuju kolonije karakteristic-
nog izgleda, (Sl. 7B). Hromogeni izolati sa ploda
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kruske (KC-21, KC-23 i KC-82) su ruzicaste boje
i bujne micelije, pravilnih ivica, a sa nalicja je
konstatovano formiranje stromati¢nih struktura.
Kolonije ostalih izolata su becic¢astosive do sivo-
maslinaste, pamucaste ili vunaste strukture i u
vedini slucajeva sa jasno izdiferenciranim svetlo
obojenim perifernim prstenom. Na ovim tempe-
raturama sporulacija izolata Colletotrichum spp.
je umerena do obilna (Tabela 5).

Temperatura od 30°C je znatno nepovolj-
nija za porast i formiranje kolonija proucavanih
patogena. Micelija je slabe bujnosti, pamucasta i
kompaktna, sa ivicima koje su blago utonule u
supstrat. Svi izolati zadrzavaju karakteristi¢cnu
obojenost, ali sa nali¢ja kultura nije konstato-
vano formiranje stromati¢nih tvorevina. Refe-
rentni sojevi C. acutatum (CBS 294.67) i C. glo-
eosporioides (CBS 516.97) su dobre bujnosti i za
razliku od ostatih ispitivanih patogena manife-
stuju visok stepen sporulacije (Tabela 5).

Na temperaturi od 35°C gotovo svi izola-
ti obrazuju kolonije izrazito slabe bujnosti, ta-
mnomrke boje, kompaktne, brasnaste teksture,
sa prozracnom perifernom zonom, potpuno
utonulom u supstrat (Sl. 7C). Na ovoj tempera-
turi micelija referentnog soja C. gloeosporioides
(CBS 516.97) je bujna, karakteristi¢nog izgleda i
kolorita i umerenog nivoa sporulacije. Svi ostali
izolati Colletotrichum spp. na 35°C fruktificiraju
izrazito slabo (Tabela 5).

Pored morfoloskih osobina i razli¢itog
stepena sporulacije, izolati Colletotrichum spp.
ispoljavaju i razli¢itu brzinu porasta na ispitiva-
nim temperaturama (Sl. 8). Osim izolata JC-4
koji najve¢i porast manifestuje na 20°C, svi ostali
patogeni najvec¢i pre¢nik kolonija formiraju na
temperaturi od 25°C. Eksperimentom je utvr-
deno da su minimalne i maksimalne vrednosti
temperatura za porast proucavanih izolata Colle-
totrichum spp., ispod 5°C, odnosno preko 35°C.
Niske temperature su pogodnije za ve¢inu pa-

togena, osim za referentne sojeve C. acutatum
(CBS 294.67) i C. gloeosporioides (CBS 516.97). S
obzirom da su u pitanju izolati poreklom iz Au-
stralije i Novog Zelanda, porast ovih kultura je
intenzivniji na visim temperaturama.
Leveneovim testom je utvrdena neho-
mogenost varijansi patogenih kultura Colleto-
trichum spp. (F=2,221; p=0,000), a rezultati su
obradeni analizom varijanse (MANOVA) kao
dvofaktorijalni ogled. Utvrdeno je da uzmedu
izolata, temperatura i njihovih interakcija posto-
je statisti¢ki veoma znacajne razlike (Tabela 6).
Na osnovu ispoljenih sli¢nosti/razlika u
pogledu porasta izolata Colletotrichum spp. na
sedam razli¢itih temperatura, uraden je dendo-
gram baziran na Euklidskoj distanci i komplet-
nom povezivanju (SI. 9). Svi ispitivani izolati su
svrstani u tri klastera. Najvec¢u razliku u pogledu
porasta na razli¢itim temperaturnim vrednostima
manifestuje referentni soj C. gloeosporioides (CBS
516.97), koji formira prvi zasebni klaster. Drugom
Klasteru pripada referentni soj C. acutatum (CBS
294.67). Treci klaster obrazuju dva subklastera sa
preostalih 20 izolata Colletotrichum spp. U okviru
prvog subklastera izdvaja se izolat JC-4 sa ploda
jabuke, a patogeni poreklom sa ploda paradajza
i viSnje grupisani su i formiraju dva zasebna po-
dklastera. Drugi subklaster u okviru trec¢eg kla-
stera takode grade dva manja podklastera, od ko-
jih prvi ¢ine hromogeni izolati poreklom sa ploda
kruske (KC-82, KC-23, KC-21), a drugi patogene
kulture sa jabuke (JC-5, JC-6 i JC-7) i nehromo-
geni izolati sa kruske (KC-12, KC-9 i KC-6). Kla-
ster analiza uradena na osnovu porasta kultura
na razli¢itim temperaturama, ukazuje na izrazitu
varijabilnost i heterogenost ispitivanih populacija

Colletotrichum spp.
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Tabela 1. Sporulacija izolata Colletotrichum spp. na razli¢itim hranljivim podlogama.

Table 1. Sporulation of isolates of Colletotrichum spp. on different culture media.

Hranljiva podloga
gg;::e Culture medium
PDA CA OA MEA CDA
KC-6 P 4 . 4 +
KC-9 P 4 et 4 +
KC-12 it . ras . .
KC-21 P . . 4 +
KC-23 et et et ++ +
KC-82 P . - ++ +
JC-4 P 4 . 4 +
JC-5 P 4 e 4 +
JC-6 it 4+ i 4 +
JC-7 P 4 4t 4 +
PC-1 P 4 et 4 +
PC-2 it . ras . .
PC-3 P 4 . 4 +
PC-4 P 4 et 4 +
PC-5 P ++ - ++ +
PC-6 P 4 . 4 +
VC-3 + ++ et + .
VC-5 + ++ e + ¥
VC-7 + ++ 4+ + +
VC-9 + ++ et + .
CBS 294.67 tat - it . N
CBS 516.97 4 . . s +
Tabela 2. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na razli¢itim podlogama.
Table 2. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different media.
o, s i Kot
df MS F p
{:g{g:(ies 21 746,201 1366,139 0,000**
m{i‘;ge 4 3267,485 5982,081 0,000**
oolates ¥ medis 84 47,888 87,674 0,000**
g | |

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

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

100
90
80
70
= 60
S @
=
=
[=}
40
30 SL. 2. Porast micelije
izolata Colletotrichum
20 —o— PDA spp. na razli¢itim
B T - T s T T hranljivim podlogama.
oo"-"-'?f”oooouooouoooov‘j@_on,
MEGEE BT TREERES RS F PP S ;A: el Fig. 2. Mycelial growth of
z = MEAjsolates Colletotrichum
5 & 2 yona spp. on different
culture media.
IZOLATI
80
70
60
50
.,
g
= 40
8
o
-
2.30
<
”ZZ SL. 3. Dendogram izolata
20 Colletotrichum spp. na
osnovu porasta micelije
na razli¢itim hranljivim
10 podlogama.
Lede o 1 e [T | s
of isolates of
a2 Y v Y R QgL aTgdaadyg s e w Colletotrichum s
2O O DLD LD LD LD OLDULOLDOL D * o DD D DD 1 Spp.
ammmmmm>>>>'ﬁ§§§§gw““'—‘m based of mycelial
M a growth on different
)

culture media.



Svetlana Zivkovi¢ i sar.

Tabela 3. Sporulacija izolata Colletotrichum spp. na razli¢itim pH podloge.
Table 3. Sporulation of isolates of Colletotrichum spp. on different medium pH.

Izolat pH

Isolate 3 4 5 6 7 8 9
KC-6 + + ++ +++ +++ ++ +
KC-9 + + ++ +++ +++ ++ +
KC-12 + + ++ +++ +4++ +4 +
KC-21 + ++ +++ +++ +++ ++ ++
KC-23 + ++ +++ +++ +++ ++ ++
KC-82 + ++4 +++ +++ +4++ +4 ++
JC-4 + ++ 4+ e+ e ++ +
JC-5 + + +++ +++ +++ ++ +
JC-6 + + +++ +++ +4++ +4 +
JC-7 + + et e R e+ +
PC-1 + ++ +++ +++ +++ ++ +
PC-2 + ++4 +++ +++ +4++ +4 +
PC-3 + ++ +++ +++ +++ ++ +
PC-4 + ++ +++ +++ +++ ++ +
PC-5 + ++4 +++ +++ +4++ +4 +
PC-6 + ++ +++ +++ +++ ++ +
VC-3 + + ++ ++ ++ ++ +
VC-5 + + ++ ++ ++ ++ +
VC-7 + + ++ ++ + e+ +
VC-9 + + ++ ++ ++ ++ +
CBS 294.67 + ++ +++ +++ +++ ++ +
CBS 516.97 + ++ +++ +++ +++ ++ +

Tabela 4. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na podlozi razli¢ite pH.

Table 4. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different medium pH.

Izvori varijacije Stepeni slobode Sredine kvadrata Koli¢nik Nivo znacajnosti
Sources of variation df MS F p

Izolati 21 1168,71 2221,99 0,000"*
Isolates ) , s

pH 6 13324,46 25332,92 0,000**
{:g{;g;‘fg}l 126 61,11 116,18 0,000"*
Greska 308 0,52 : -

** Statisticki veoma znacajna razlika p<0,01;
** Statistically very significant difference, p<0.01.



Fiziologija izolata Colletotrichum spp. 86

SL. 4. Izolati Colletotrichum spp. na: A. pH3; B. pH6; C. pH9. (s leva na desno gornji red: KC-9, KC-12, KC-21, KC-23; sredina: KC-
82, JC-4,J-7, PC-3; donji red: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).

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

100
? F
80 "
;
0 2
g 22 b
60 t-‘-ﬂf«_‘.{.o»-ovo“\b - s P &0
g MR Tl bl o o R O e S RS
=y 50+ Vergg o 50 /rm
E - E = T o Ca-m S N I
E R S s WM TS b = 4
= @ RRTCRNR N - P B 4 3% 2
o
S 30
20
—0o— pH3
10 ~0- pH 4 Sl. 5. Porast micelije izo-
¢ pHS lata Colletotrichum spp.
0 A BEE na razli¢itim pH.
NS R AN e B S e I8 oo o o R doE S8 o g s IO s s P
AR 3 5 g g SERRBERERRERERERES g s *pHT Fig. 5. Mycelial growth of
Sh i kEvgpHS isolates Colletotrichum
0o M . i .
@ 2 pHO spp. on different pH
IZOLATI
100
80
60

Nivo povezivanja
8

Sl. 6. Dendogram izolata
20 Colletotrichum spp. na
osnovu porasta micelije
na razlic¢itim pH.

1 Fig. 6. Dendrogram
. =t ,_L‘—%'_r‘—\ r[ X 1 [ of isolates of
o B e i i T e i " S -~ - B~ T~ B S+ Colletotrichum spp.
= OO 0D DD D000 R 220N NR R based of mycelial
2 oo A A s A s AT 2 STt 22 e e e growth on different pH.
5 =)



Svetlana Zivkovi¢ i sar.

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

Temperatura
Izolat Isolate Temperature
5° 10° 15° 20° 25° 30° 35°

KC-6 - + ++ +t+ e+ + +
KC-9 - + ++ +++ +++ + +
KC-12 - + . . . + +
KC-21 + + e +++ . e+ +
KC-23 + + - ++4+ . ++ +
KC-82 + + R . . s +
JC-4 + + ++ +t+ e+ + +
JC-5 + + ++ +++ +++ + +
JC-6 + + ++ +4+ +4+ + +
JC-7 + + ++ +t+ e+ + +
PC-1 + + ++ +++ +++ + +
PC-2 + + ++ +4+ +4+ + +
PC-3 + + ++ +t+ e+ + +
PC-4 + + ++ +++ +++ + +
PC-5 + + ++ +4+ +4+ + +
PC-6 + + ++ +t+ e+ + +
VC-3 + + ++ ++ ++ + +
VC-5 + + ++ ++ ++ + +
VC-7 + + ++ ++ ++ + +
VC-9 + + ++ ++ ++ + +
CBS 294.67 - + . . . R +
CBS 516.97 - + ++ e+ +++ 4+ ++

Tabela 6. Analiza varijanse porasta micelije izolata Colletotrichum spp. na razli¢itim temperaturama.

Table 6. Analysis of variance of mycelial growth of isolates of Colletotrichum spp. on different temperatures.

Izvori varijacije Stepeni slobode Sredine kvadrata Koli¢nik Nivo znacajnosti
Sources of variation dr MS F p
leolates 2 ot A n.000”
%gmgg;:ﬁ;gs 6 31800,54 96340,01 0,000"*
Izolati x temperature 126 107.14 324,58 0,000**
Isolates x temperatures ’ ' ’

Ervor 208 . i .

** Statisticki veoma znacajna razlika, p<0,01;
** Statistically very significant difference, p<0.01.
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SI. 7. Izolati Colletotrichum spp. na temperaturama: A. 5°C; B. 25°C; C. 35°C; (s leva na desno gornji red: KC-9, KC-12, KC-21, KC-
23; sredina: KC-82, JC-4, J-7, PC-3; donji red: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).

Fig. 7. Isolates of Colletotrichum spp. on temperatures: A. 5°C; B. 25°C; C. 35°C; (from left to right top row: KC-9, KC-12, KC-21,

KC-23; middle: KC-82, JC-4, J-7, PC-3; bottom row: VC-7, VC-9, CBS 294.67, CBS 516.97).
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DISKUSDA

Izolati Colletotrichum spp. poreklom sa
plodova kruske, jabuke, visnje i paradajza, for-
miraju kolonije i sporuliSu gotovo na svim hran-
ljivim podlogama, pH vrednostima i temperatu-
rama koje su bile ukljuc¢ene u ispitivanja.

Dobijeni rezultati pokazuju da se koloni-
je dobro razvijaju na vedini ispitivanih supstra-
ta. Svi izolati najveéi porast ostvaruju na PDA
podlozi, zatim na OA, CA i MEA, a najnepovoljni
podloga je CDA. U mnogobrojnim istrazivanji-
ma, PDA podloga se pokazala najboljom za ra-
zvoj patogena Colletotrichum spp., poreklom
sa antraknoznih plodova voc¢a (Stretch and Ca-
ppellini, 1963; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 1992; Stoja-
novié¢, 1997; Trkulja, 2004). Na PDA i OA sup-
stratu vecina ispitivanih patogena izrazito dobro
sporulise, na CA i MEA podlozi fruktifikacija je
umerenog intenziteta, a na CDA sve proucavane
kulture izrazito slabo sporulisu. Za razliku od
nasih rezultata, Miller and Baxter (1970) i Stoja-
novi¢ (1997) najveci stepen fruktifikacije izolata
Colletotrichum spp., konstatuju na CA, OA i CDA
podlozi. Pojedinac¢ni izolati Colletotrichum spp.
na razli¢itim hranljivim podlogama obrazuju
crne, stromati¢ne tvorevine bez izdiferencira-
nog sadrzaja, $to ukazuje na homotali¢nu pri-
rodu ovih gljiva. Varijabilnost u kulturi je dobro
poznata karakteristika vrste C. gloeosporioides
(Vermeulen et al., 1984).

Podloga pH 7 je najpovoljnija za porast
hromogenih izolata sa kruske, za razliku od
kultura poreklom sa ploda visnje kojima vise
pogoduje kisela sredina, vrednosti pH 5. Za sve
ostale kulture Colletotrichum spp. optimalna
pH je 6. Ekstremno Kkisela sredina, pH 3 je izra-
zito nepovoljna za razvoj svih ispitivanih izolata.
Sporulacija svih proucavanih izolata na podloga-
ma Kiselosti 5, 6 i 7 je umerena do obilna, a na
pH 3 i pH 9 izrazito slabog intenziteta. Dobijeni

rezultati ne odstupaju znacajno od podataka koji
se odnose na uticaj pH podloge na porast izolata
Colletotrichum spp. poreklom sa razli¢itih do-
macina. Ivanovi¢ i Ivanovic¢ (1992), konstatuju da
izolati sa viSnje dobro rastu na pH 5-8, a Miller
and Baxter (1970) i Quesada and Lopez (1980)
tvrde da su za porast i sporulaciju gljiva roda
Colletotrichum povoljniji kiseliji supstrati, pH
vrednosti 5-6. Prema Trkulji (2004) opimalan
pH za razvoj izolata C. acutatum i C. gloeospo-
rioides je pH 6.

Minimalne i maksimalne temperature
za porast proucavanih kultura Colletotrichum
spp., su ispod 5°C, odnosno preko 35°C. Osim
izolata JC-4, sa ploda jabuke koji najveci porast
manifestuje na 20°C, za ostale ispitivane kulture
najpovoljnija je temperatura od 25°C. Najobilni-
ja sporulacija svih izolata utvrdena je na tem-
peraturama od 20 i 25°C. Prema brojnim litera-
turnim navodima temperature od 25° do 28°C su
optimalne za razvoj kultura C. gloeosporioides
sa borovnice i jabuke (Stretch and Cappellini,
1963), visnje (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 1992), avoka-
da i manga (Swart, 1999; Sangeetha and Rawal,
2007), jabuke (Trkulja, 2004) i paprike (Kim et
al., 2008). Istovremeno, ovaj temperaturni op-
seg je najpovoljniji i za porast izolata C. acuta-
tum poreklom sa razli¢itih domacina (Baxter et
al., 1983; Smith and Black, 1990; Adaskaveg and
Hartin, 1997; Trkulja, 2004). Prouc¢avajudi izolate
C. acutatum sa ploda jagode, Wilson et al. (1990)
su utvrdili da je optimalan razvoj kultura in vitro
na temperaturama od 10°-25°C, a da su vrednosti
od 5° i 35°C ogranic¢avajuci faktor razvoja. U skla-
du sa nasim rezultatima su i istrazivanja Mello et
al. (2004), koji konstatuju da gljive roda Colleto-
trichum najobilniju sporulaciju postizu na 20°-
24°C, dok temperature od >30°C imaju inhibitor-
ni efekat na process fruktifikacije.

Ispitivanja fiziolo§kih osobina izolata
Colletotrichum spp., prouzrokovac¢a antraknoze
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plodova kruske, jabuke, vi$nje i paradajza, poka- ZAHVALNICA
zala su da patogeni ovog roda osim varijabilnosti,
manifestuju i visok stepen adaptibilnosti prema Rad je realizovan u okviru Projekta TR
razli¢itim uslovima sredine, §to je osnovni pre- 31018 Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
duslov njihovog opstanka i diverziteta u prirodi. razvoja Republike Srbije.
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PHYSIOLOGICAL STUDIES OF ISOLATES OF COLLETOTRICHUM SPP.

SUMMARY
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In the physiological studies were included 20 isolates of Colletotrichum spp. origi-
nating from pear, apple, sour cherry and tomato fruits, as well as reference strains of
C. acutatum (CBS 294.67) and C. gloeosporioides (CBS 516.97). The results indicated
that five different culture media (PDA, CA, OA, MEA, CDA), seven different pH (3, 4,
5,6,7,8,9), and temperatures (52,102, 152, 202, 252, 302, 35°C) have significant influ-
ence on growth and sporulation of isolates of Colletotrichum spp. All tested media,
except CDA, were suitable for pathogens development. Five morphological groups of
colonies on PDA were observed, confirming the great phenotypic variability of iso-
lates. The best media pH for pathogens growth and sporulation were pH 6 and 7. The
optimum temperature for colonies development was 25°C, and temperatures of 20°
and 25°C were the most favorable for sporulation of isolates of Colletotrichum spp.
Key words: Colletotrichum spp., physiology, mycelial growth, sporulation
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