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Danas, u Svetu i kod nas, za suzbijanje korova u vo¢njacima najviSe se Koriste herbicidi na
bazi glifosata, glufosinat-amonijuma, dikvata i drugi. Intenzivna primena glifosata uticala
je na pojavu rezistentnih korovskih vrsta $to za posledicu ima smanjenu efikasnost. U nasoj
zemlji povrSine pod voénim zasadima iznose 224 hiljade hektara Sto svakako ukazuje na ve-
liku upotrebu herbicida i moguénost da je doslo do razvoja rezistentnih populacija korova.
7Zbog toga su sakupljana semena nekoliko korovskih vrsta sa povrsina gde je bila viSego-
di$nja intenzivna primena glifosata u vo¢njacima (Indija, Brestovac, Sabac, Vrsac, Sombor,
Glogonjski Rit, Padinska Skela, Kosanci¢ i Surc¢in). Biljke su gajene u kontrolisanim uslo-
vima i na otvorenom polju. Biljni materijal je nakon uzorkovanja usitnjen u te¢nom azotu
i ekstrakcija sikiminske kiseline je uradena pomocu hlorovodoni¢ne kiseline (1 g biljnog
materijala + 5 ml 1M HCL). Nakon 24 h oc¢itavan je sadrzaj Sikiminske kiseline na te¢nom
hromatografu (HPLC). Analiza dobijenih rezultata je pokazala da su vrste Amaranthus re-
troflexus (lok. Sabac), Abutilon theophrasti (lok. Brestovac) i korovski Helianthus annuus
(lok. G. Rit) razvile odredeni stepen rezistentnosti prema glifosatu.

Kljuéne reci: korovi, rezistentnost, Sikiminska kiselina, vo¢njak

UVOD

Prisustvo korova u voc¢njacima moze uticati
na rast stabala, pocetak i intenzitet cvetanja, prinos i
kvalitet voca, kao i otpornost biljaka na niske zimske
temperature (Majek i sar., 1993). Isti autori navode
da je jako mali broj biljaka Amaranthus hybridus (2
biljke na 0,9 m?) uticao na rast vo¢aka i njihovo plo-
donosenje. Zbog toga se obavlja monitoring korovskih
populacija i definiSe strategija za njihovu kontrolu.
Brza i blagovremena detekcija neefikasnog delovanja
herbicida klju¢ni je faktor da se izbegne finansijski
problem (Burgos i sar., 2013). Danas, kao i mnogo de-
cenija unazad u Svetu i kod nas, za suzbijanje korova u
voc¢njacima najvise se koriste herbicidi na bazi glifosa-
ta, parakvata, oksifluorfena, dikvata i drugi. Glifosat je
neselektivni herbicid, Sirokog spektra delovanja, koji
se primenjuje globalno, usled velike efikasnosti i eko-
nomic¢nosti u kontroli Sirokog spektra korova u razno-

vrsnim poljoprivrednim uslovima (Baylis, 2000). Ovaj
herbicid je, od momenta uvodenja u poljoprivredu
od strane Monsanta 70-ih godina proSlog veka, tran-
sformisao poljoprivrednu proizvodnju (Baylis, 2000).
Tokom prvih godina upotrebe nije bilo registrovanih
slucajeva rezistentnosti i smatralo se malo verovatnim
da ¢e do¢i do evolucije vrsta rezistentnih na ovaj her-
bicid (Bradshaw i sar., 1997), medutim usled intenziv-
ne primene glifosata doSlo je do razvoja rezistentno-
sti kod nekoliko korovskih vrsta (Koger i sar., 2004).
Danas je Sirom sveta registrovano vise od 20 takvih
vrsta (Heap, 2013). Vecina registrovanih rezistentnih
korovskih populacija razvila se u vo¢njacima ili vi-
nogradima i usevima tolerantnim na glifosat (San-
som i sar., 2013). Danas se smatra da je vrsta Conyza
canadensis najsire rasprostranjena rezistentna vrsta
sa registrovanim rezistentnim populacijama u Brazi-
lu, Kini, Spaniji i Ceskoj (Nol i sar., 2012; Heap, 2013).
Smanjena efikasnost glifosata na ovu vrstu u uslovima
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vo¢njaka zabelezena je u Grckoj (Giannopolitis i sar.,
2008). Prema nekim istrazivanjima smatra se da su svi
zabelezeni slucajevi rezistencije korovskih vrsta roda
Conyza (Conyza bonariensis i Conyza sumatrensis)
bili registrovani u uslovima voc¢njaka i vinograda. Do
razvoja rezistentnosti je doslo usled upotrebe subop-
timalnih doza glifosata, neadekvatnog vremena pri-
mene i lose tehnike primene herbicida (Sansom i sar.,
2013). U nasoj zemlji proizvodnja voca je znacajna jer
postoje izvanrendne mogucnosti za uspevanje goto-
vo svih vo¢nih vrsta. Povrs$ine pod vo¢nim zasadima
iznose 224 hiljade hektara Sto svakako ukazuje na ve-
liku upotrebu herbicida. Prema podacima Ministar-
stva poljoprivrede, vodoprivrede i Sumarstava RS za
2008. godinu, od ukupno uvezene koli¢ine herbicida
(177,47 1) na glifosat otpada preko 20% (40 t) (Www.
mpt.gov.rs). Glifosat ostvaruje dejstvo na korove tako
Sto inhibira biosintezu aromati¢nih amino kiselina,
time dovode¢i do nekoliko metaboli¢kih poremecaja
u funkcionisanju biljke (inhibicija proteinske aktivno-
sti i biosinteze sekundarnih produkata metabolizma)
(Franz i sar., 1997) i narusava ,put® sikiminske Kise-
line (Duke i sar., 2003). Primarno mesto delovanja je
enzim 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sintaze (EPSPS)
(Steinrucken i Amrhein, 1980). Ovaj enzim je uklju-
¢en u biosintezu aromati¢nih amino Kiselina (trip-
tofan, fenilalanin i tirozin) preko ,puta“ Sikiminske
Kiseline (Gressel, 2002). Uoceno je da kod osetljivih
biljaka usled inhibicije EPSP sintaze glifosatom dolazi
do uvecanja sadrzaja Sikiminske Kiseline (Franz i sar.,
1997; Hollander-Czytko i Amrhein, 1983; Mollenhauer
i sar., 1987; Lydon i Duke, 1988) $to omogucava brzu
detekciju rezistentnih vrsta korova na glifosat (Feng i
sar., 2004; Koger i Reddy, 2005; Mueller i sar., 2003).

Cilj ovih istrazivanja je bio da se proveri efi-
kasnost glifosata u suzbijanju nekih korovskih vrsta
u vocnjacima na teritoriji Srbije. Dobijeni odgovori o
prisustvu rezistentnih korova putem brze i pouzdane
metode mogu olaksati strategiju borbe sa prisutnim
korovskim vrstama u voénjacima.

MATERUAL 1 METODE

Seme korova (Amaranthus retroflexus, Abu-
tilon theophrasti, Ambrosia artemisiifolia, A. trifida,
Avena fatua, Helianthus annuus var. ruderalis i Sor-
ghum halepense) je sakupljano u periodu Septembar-
Oktobar 2010-2012 god. u vocnjacima, na teritoriji
Srbije, sa dugom istorijom primene herbicida na bazi
glifosata. Seme je do analize ¢uvano na temperaturi
T=10-15°C. Eksperimenti su uradeni u kontrolisanim
uslovima u laboratoriji i delom na otvorenom prostoru
(uslovi polja). Seme je sejano u saksije zapremine 0,5
L i ¢uvano u fitotronu (fotoperiod 12"/12", temperatu-

ra 24 °C, vlaznost 60 % ) do pojave Klijanaca. Biljke su
nakon toga ¢uvane na otvorenom prostoru i zalivane
po potrebi. Primena herbicida Glifosav 480 SL (ak-
tivna materija: glifosat, 480 g L") u koli¢ini od 4 L. ha™!
je uradena kada su Sirokolisni korovi bili u fazi 4-6
listova, odnosno travni visine 15-20 cm. Uzorkovan-
je biljnog materijala (5 biljaka po tretmanu od svake
biljne vrste) je obavljeno 2, 4 i 6 dana posle primene
(DPP) herbicida. Biljni materijal je ¢uvan u zamrzivac¢u
(-18°C) do analize sadrzaja Sikiminske kiseline. Sadrzaj
Sikiminske kiseline je odredivan prema metodi Muel-
ler i sar., 2003. Biljni materijal je usitnjen u te¢nom
azotu pomocu tucka i avana. Usitnjenom materijalu u
koli¢ini 1 g je dodavana hlorovodoni¢na kiselina 5 ml
1M HCL i muckan je na Sejkeru (100 rpm) 24 h. Nakon
ekstrakeije Sikiminske kiseline uzorci su profiltrirani
i rastvoru je podeSena pH vrednost na 3-3,5 sa 1M i
0,05M NaOH. Uzorcima (5 ml) je dodavan acetonitril
(1 m1), uradeno je filtriranje na filteru od 4,5 pm i filtrat
je ¢cuvan u frizideru na 4°C do analize. Merenje sadrZaja
Sikiminske kiseline je uradeno na te¢nom hromato-
grafu HPLC (Hewlett Packard 1050 series, DAD (Diode
Arrey Detector), Luna- NH2 kolona pre¢nika 5pm,
protok 1 ml min'). Na osnovu dobijenih hromato-
grama tj. vrednosti povrSine i visine pika standarda
Sikiminske kiseline i ispitivanih uzoraka, izracunate
su vrednosti ove kiseline u svakom uzorku i izrazene
u ppm (Grafik 1).

REZULTATI 1 DISKUSDJA

Analiza dobijenih rezultata je pokazala da su
populacije vrsta A. retroflexus (sa lok. Sabac), Abutilon
theophrasti (sa lok. Brestovac) i korovskog H. annuus
(sa lok. Glogonjski Rit) ispoljile izvesnu otpornost pre-
ma glifosatu. Uocen je trend blagog variranja i porasta
sadrzaja Sikiminske kiseline, medutim vrednosti nisu
bile mnogo vece od izmerenih u netretiranim biljka-
ma. Analiza varijanse je potvrdila da se izmereni sadr-
7aj Sikiminske kiseline 6 DPP nije stastisticki znacajno
razlikovao od sadrzaja izmerenog u kontrolnim biljka-
ma (Tabela 1).

Konstatovana variranja 2i4 DPP (kod A. retro-
flexus 2 DPP 10.35 ppm i 4 DPP 16.093 ppm; kod A.
teophrasti 2 DPP 3.121 ppm i 4 DPP 3.423 ppm i kod
H. annuus 2 DPP 21.161 ppm i 4 DPP 12.697 ppm)
ukazuju da su tretirane biljke pretrpele izvestan Sok
nakon primene herbicida ali su se aktiviranjem od-
brambenih mehanizama oporavile (Grafik 2, 31 5).
Nekada biljke reaguju tako $to trenutno uvecaju ko-
licinu EPSPS ili pojacaju njenu aktivnost (Baerson i
sar., 2002; Feng i sar., 1999). Takode, ova trenutna
slabost biljaka se moze dovesti u vezu sa ¢injenicom
da pored rezistentne forme EPSPS enzima u biljci je
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Grafikon 1. Hromatogram Sikiminske kiseline, standard i uzorak.
Graph 1. Chromatogram of shikimic acid, standard and sample.

Tabela 1. Znacajnost razlika u sadrzaju Sikiminske kiseline izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka

korova nakon primene glifosata (LSD test).

Table 1. The significance of differences in the content of shikimic acid between control and treated weed

plants after glyphosate treatment (LSD test).

Nivo statistéke znacajnosti razlika

The level of statistically significant differences

Korovi Lokalitet

Weeds Locality K-2 DPP K-4 DPP K-6 DPP
Amaranthus retroflexus Sabac 0.00000%** 0.00001*** 0.324NS
Amaranthus retroflexus Indija 0.023%* 0.0001*** 0.0000%**
Abutilon theophrasti Brestovac 0.041* 0.022* 0.315NS
Abutilon theophrasti Glogonjski Rit 0.0038*** 0.021* 0.00077*%**
:'ue(:i:r':l:'s"s ANAUUS VAL Glogonjski Rit 0.011%* 0.000035%#* 0.05INS
Ambrosia artemisiifolia Glogonjski Rit 0.00018*** 0.852NS 0.0000%**
Ambrosia trifida Kosanc¢i¢ 0.155NS 0.0003*** 0.00004***
Avena fatua Radmilovac 0.000064*** 0.001*** 0.0000%**
Sorghum halepense Padinska Skela 0.000001*** 0.000003*** 0.000001***

DPP-dani nakon tretmana; NS-razlike nisu statisticki znac¢ajne; p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***; LSD test
DPP- days after treatment; NS-differences are not statistically significant; p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***; LSD test

prisutna i izvesna koli¢ina osetljive forme (Bourque
i sar., 2002) ili je mozda doslo do ,parcijalnog is-
kljucivanja glifosata“ iz plastida ¢ime se smanjuje
njegov efekat na EPSPS (Feng i sar., 2004). Baerson
i saradnici (2002) su izmereni visok pocetni nivo $i-
kiminske Kiseline kod biljaka L. rigidum (10x veci
nego kod kontrole) objasnili poja¢anom aktivnos$éu
biljke da prevazide stanje stresa nastalo primenom
glifosata.

Blaga tendencija nakupljanja Sikiminske kise-
line (b=0,073) kod biljaka vrste H. annuus nam uka-

Zuje na rezistentnost ove vrste prema glifosatu. Ta-
kode, ¢injenica da nema statisticki znacajnih razlika u
sadrzaju Sikiminske kiseline izmedu tretiranih biljaka
(6 DPP) i kontrole potvrduje rezistentnost ove vrste
(Grafik 2; Tabela 1).

Kod populacije A. retroflexus sa lokaliteta In-
dija uocava se osetljivost na glifosat, jer je sadrzaj Si-
kiminske kiseline u funkciji vremena pokazao jasnu
tendenciju nakupljanja (Grafik 4).

Takav trend je konstatovan i kod populacije A.
theophrasti sa lokaliteta Glogonjski Rit (Grafik 6).
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Slika 1. Ogled sa biljkama A. fatua.
Figure 1. Experiment with A. fatua plants.
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Grafikon 4. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4 L ha'glifosata kod A. retroflexus

(lok. Indija).

Graph 4. Shikimate content after 4 L. ha! glyphosa-
te of A. retroflexus (loc. Indija).
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Grafikon 2. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4L ha' glifosata kod H. annuus (lok. G. Rit).
Graph 2. Shikimate content after 4 L ha™ glyphosa-
te of H. annus (loc. G. Rit).
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Grafikon 3. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4 L ha' glifosata kod A. retroflexus

(lok. Sabac).

Graph 3. Shikimate content after 4 L ha* glyphosa-
te of A. retroflexus (loc. Sabac).
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Grafikon 5. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4 L ha'glifosata kod A. theophrasti

(lok. Brestovac).

Graph 5. Shikimate content after 4 L ha! glyphosa-
te of A. theophrasti (loc. Brestovac).
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Grafikon 6. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4 L ha'glifosata kod A. theophrasti

(Iok. G. Rit).

Graph 6. Shikimate content after 4 L. ha! glyphosa-
te of A. theophrasti (loc. G. Rit).
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U toku prvih Sest dana nakon primene glifo-
sata uocena je tendencija porasta sadrzaja u odno-
su na kontrolu (b=0,305), pri ¢emu je maksimum
(4.548 ppm) zabelezen ve¢ drugog dana nakon
primene herbicida (Grafik 6). Ovakav trend reakci-
je biljaka na primenu glifosata ukazuje da su biljke
pokusale da preZive stres aktivnim metabolizmom,
pa je ¢etvrtog dana nakon primene herbicida uo¢en
odredeni pad (3.867 ppm) u sadrzaju Sikiminske
kiseline u odnosu na prethodno merenje (2 DPP).
Medutim, Sestog dana nakon primene glifosata
uocen je ponovni rast sadrzaja (4.051 ppm) $ikimin-
ske kiseline, koji ukazuje na to da je ispitivana pop-
ulacija osetljiva na glifosat.

Sadrzaj Sikiminske kiseline u tretiranim bil-
jkama A. artemisiifolia tokom vremena ispitivanja
takode pokazuje trend rasta, kao i izrazenu osetlji-
vost biljaka na glifosat (Grafik 7). Sadrzaj Sikiminske
kiseline izmeren drugog dana je bio 1.9x, ¢etvrtog
1.1x i Sestog dana 3.4x veci nakon primene glifosata
u poredenju sa vrednostima izmerenim u kontro-
li. Smanjenje u koncentraciji Sikiminske kiseline u
biljkama 4 DPP (128.567 ppm) ukazuje na pokus$aj
biljaka da se vrate u normalno stanje nakon stresa
izazvanog primenom herbicida. Medutim, vrednos-
ti sadrzaja kiseline u biljkama 6 DPP (395.822 ppm),
pokazuju da one u tome nisu uspele. Obrada poda-
taka analizom varijanse potvrduje statisti¢ki znaca-
jne razlike u sadrzaju Sikiminske kiseline izmedu
kontrole i tretiranih biljaka 6 DPP (Tabela 1). Cinjen-
ica da se biosinteza aromat¢nih aminokiselina odvi-
ja preko puta Sikiminske kiseline (Gressel, 2002) i
da bez njih nema sinteze belanc¢evina (Devine i
sar., 1993), odnosno rasta biljaka objasnjava zasto
su biljke A. artemisifolia i A. trifida propale 17 dana
nakon primene glifosata. Nakupljena Sikiminska
kiselina ukazuje na to da se glifosat vezao za enzim
EPSPS i da je zbog toga doSlo do nakupljanja Sikim-
inske kiseline.

Kod vrste A. trifida promene u sadrzaju Sikim-
inske kiseline su bile jo$ izrazenije (b=287,3), tako da
je izmereni sadrzaj Sestog dana bio 18,7x ve¢i (Grafik
8). Maksimalni sadrzaj Sikiminske Kiseline kod obe
vrste je zabeleZen Sestog dana nakon primene glifo-
sata (395.822 ppm, odnosno 893.667 ppm).

Kod ispitivanih travnih vrsta postoji jasna
tedencija nakupljnja $ikiminske Kiseline (Grafik
9 i 10). Konstatovana variranja koli¢ine $ikimin-
ske kiseline uo¢ena 4 DPP kod A. fatua (izmere-

ni sadrzaj 10.845 ppm) i 2 DPP kod S. halepen-
se (izmereni sadrzaj 98.241 ppm) opet potvrduju
¢injenicu da biljka putem metabolizma ili drugih
mehanizama pokus$ava da prevazide stanje stresa
nastalo primenom herbicida. Medutim, znacajno
visok sadrzaj Sikiminske kiseline kod obe ispiti-
vane vrste Sestog dana posle primene glifosata (3x
kod A. fatua (Slika 1) i 1.97x vedi sadrzaj kod S.
halepense u odnosu na kontrolu) potvrduje nji-
hovu osetljivost na glifosat.

Brojni faktori mogu uticati na sadrzaj Siki-
minske Kiseline: veli¢ina lisne povr$ine (Shaner i
sar., 2005), vreme uzorkovanja (Henry i sar., 2005),
fenofaza razvoja biljaka (Dinelli i sar., 2006), ali isto
tako njen sadrzaj ne zavisi od toga da i je biljka re-
zistentna ili osetljiva na herbicid (Pavlovi¢, 2010), da
li je tkivo zelene ili braon (nekrotirano) boje (Singh i
Shaner, 1998), starosti biljaka (Singh i Shaner, 1998) i
drugih uticaja. Henry i saradnici (2007) su ukazali na
¢injenicu da je sadrzaj Sikiminske kiseline u korela-
ciji sa veli¢inom lisne povrsine. U vezi sa ovim oni su
potvrdili ve¢i sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene glifosata u tkivu biljaka suncokreta nasuprot
sadrzaju izmerenom u tkivu pSenice i prosa. U naSim
eksperimentima ova ¢injenica nije potvrdena.

Glifosat je sporo-aktivan herbicid, Sto zna-
¢i da je potrebno viSe dana dok se ne pojave prvi
simptomi, a biljka propada tek za 10-20 dana. Vi-
zuelni simptomi oSte¢enja mogu biti veoma sli¢ni
simptomima nastalim usled delovanja herbici-
da iz grupe Acetil CoA karboksilaze i Acetolak-
tat sintetaze (Singh i Shaner, 1998). Upravo zbog
ovih ¢injenica, primena metode merenja sadrzaja
Sikiminske kiseline omogucava brzo utvrdivanje
rezistentnosti korova na glifosat, odnosno ocenu
efikasnosti primenjenog glifosata i dobru stra-
tegiju dalje kontrole korova. Suzbijanje korova u
vocénjacima je znacajan korak za dobru i efikasnu
proizvodnju, jer su korovi domacini brojnim pa-
togenima, uti¢u na mikroklimu u zasadima, kon-
kurenti su vo¢kama za hranljive materije i drugo
(Welker i Glen, 1988, 1990; Belding i sar., 2004;
Miller, 1983) te je zbog toga vazan ozbiljan pristup
menadzmentu o korovima. Zbog Siroke primene
glifosata u otpornim usevima (GMO), vo¢njacima,
vinogradima, strnistu i nepoljoprivrednim povr-
S§inama i njegove dobre efikasnosti u primeni na
Sirok spektar korova, treba ga sac¢uvati (Padgette i
sar., 1996; Powles i Preston, 2006).



130 Irena Krga i sar.
450 9 ) o 1000 -
200 Ambrosia artemisiifolia
] 395.822 = Ambrosia trifida 893.667
E 350 § 800~
s =3
- [
P 300 - 2 600 4
= [
g 250 224.003 £
< @ 400 -
¥ 200 %
%
2 = -
£ 150 £ y=287.3x-315.2
E = 2001 R?=0.954
= = -
= 100 - 128.567 y =74.08x +31.16 < 167.611
‘T 117.073 2o 2
g 50 Rf=0.5%0 8 0 - 47.826
3 3 0 2 4 6
n o - n
-200 -
0 2 4 6

Grafikon 7. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle pri-
mene 4 L ha'glifosata kod A. artemisiifolia

(Iok. G. Rit).

Graph 7. Shikimate content after 4 L. ha! glyphosa-
te of A. artemisiifolia (loc. G. Rit).
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Grafikon 9. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle
rimene 4 L ha'glifosata kod A. fatua
lok. Radmilovac%.
Graph 9. Shikimate content after 4 L ha! glyphosa-
te of A. fatua (loc. Radmilovac).

dani posle primene

Grafikon 8. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle
primene 4 L ha'glifosata kod A. trifida (lok.
Kosancic).

Graph 8. Shikimate content after 4 L. ha! glyphosa-
te of A. trifida (loc. Kosancic).
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Grafikon 10. Sadrzaj Sikiminske kiseline posle
primene 4 L ha glifosata kod S.halepense

(lok. Padinska Skela).

Graph 10. Shikimate content after 4 L ha! glyp-
hosate of S. halepense (loc. Padinska Skela).
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Nowadays, both worldwide and in Serbia, for weed eradication in orchards mostly herbi-
cides based on glyphosate, glufosinate-ammonium, diquat and others are used. Intensive
glyphosate application has led to the development of resistant weed species, which has
consequently resulted in a decrease in its effectiveness. In our country, areas under orch-
ards amount to 224.000 hectares, which certainly points to a significant herbicide use and a
possibility that weed resistant populations have developed. For this reason, seeds of several
weed species from areas where glyphosate has been intensively used for years were collec-
ted (localities: Indjija, Brestovac, Sabac, Vr$ac, Sombor, Glogonjski Rit, Padinska Skela and
Sur¢in). Plants were grown in controlled conditions and in the open field. Plant material
was then crushed using liquid nitrogen, and the extraction of shikimic acid was performed
using hydrochloric acid (1 g of plant material + 5 ml 1M HCI). 24 hours later the amount of
shikimic acid was detected using high-pressure liquid chromatography. The analysis of the
obtained results showed that species Amaranthus retroflexus (loc. Sabac), Abutilon teo-
phrasti (loc. Brestovac) and wild Helianthus annuus (loc. G. Rit) have developed a certain
degree of glyphosate resistance.

Key words: weeds, resistance, shikimate, orchard

(Received: 30.10.2013.)
(Accepted: 26.11.2013.)



