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KARAKTERIZACIJA VRSTA RODA  Colletotrichum, PROUZROKOVA CA
ANTRAKNOZE LUCERKE U SRBIJI | OSETLJIVOST GENOTIPOVA

Rezime.U periodu 2005.-2010. godine, pregledom 17 lo&tditgajenja lucerke
u Srbiji, zabeleZzena je pojava intenzivnih simptoaméraknoze na lucerki. ddstalost
zaraze u ispitivanim usevima bila je visoka i dzalfa je 30%. Sa ciliem da se rasvetli
etiologija oboljenja i ispita uticaj gljiva rod@olletotrichum obavljena je analiza 150
uzoraka, dobijeno ukupno 80 izolata i 18 odabramozg morfoloSku, bioloSku i
molekularnu identifikaciju i analizu vegetativnemgpatibilnosti. Na osnovu obavljenih
istraZivanja ustanovljeno je prisustvo tri vrstda&olletotrichumna lucerki u SrbijiC.
trifolii, C. destructivum i Colletotrichum sp.-Coll-44. Sve praiavane osobine
ispitivanih izolata analizirane su kao mdégtaksonomski kriterijum za razlikovanje
vrsta roda Colletotrichum. Na osnovu dobijenih rezultata, za razvrstavanjstav
preporéuje se uporedno koriénje najmanje dva taksonomska kriterijuma, morkitos
osobina i molekularne karakterizacije. Analize makidnih sekvenci tri genomna
regiona, ITS region rDNK, intron gena GS i introeng GPHD, pokazale su raa
potencijal za preciznije razdvajanje vrsta ro@alletotrichum. Rekonstrukcijom tri
filogenetska stabla dat je doprinos u rasvetljavdilpgenetske mi#upovezanosti vrsta
prisutnih u Srbiji sa ostalim vrstama ovog rodaazlicitih delova sveta. Pr@avanjem
genetékog diverziteta populacij&. trifolii, C. destructivum i Colletotrichum sp. izolat
Coll-44, ukupno 18 monosporijalnih izolata svrstgeou sedam grupa vegetativne
kompatibilnosti. Ova istrazivanja ukazala su natg@asje genetike varijabilnosti
komercijalnih sorti lucerke u osetljivosti premaitszanim izolatima u kontrolisanim
uslovima inokulacije, sa prevalentnim vrsta@atrifolii i C. destructivum. Genotipovi
sa najnizim ispoljenim nivoom osetljivosti koristise u programima selekcije lucerke

na otpornost.
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CHARACTERIZATION OF Colletotrichum SPECIES, CAUSING THE
ANTHRACNOSE OF ALFALFA IN SERBIA AND GENOTYPE
SUSCEPTIBILITY

Abstract: During the period of 2005-2010, a survey was conducted at 17 localities in
Serbia and intense occurrence of alfalfa anthracnose was observed. The disease
incidence in the tested crops was high and it reached 30%. With the am to clarify the
etiology of the disease and investigate the effect of Colletotrichum, 150 samples were
analysed. Total of 80 isolates were obtained, among which 18 were selected for
morphological, biological and molecular characterization and analysis of vegetative
compatibility. The conducted research showed the presence of three species of
Colletotrichum on afafain Serbia: C. trifolii, C. destructivum and Colletotrichum sp.
isolate Coll-44. All studied traits of the tested isolates were analyzed as a possible
taxonomic criterion for distinguishing species of the genus Colletotrichum. Based on
these results, for the identification of species, it is recommended to use at least two
paralel taxonomic criteria, morphological traits and molecular characterization.
Analysis of nucleotide sequences of the three genome regions, ITS region of rDNA, GS
gene intron and GPHD gene intron, showed different potential for more precise
Colletotrichum species separation. By reconstructing three phylogenetic trees, the
contribution was given to the establishing the phylogenetic relationships among species
present in Serbia, with other species from diferent parts of the world. By studying the
genetic diversity of populations of C. trifolii, C. destructivum and Colletotrichum sp.
isolate Coll-44, 18 monosporial isolates were distributed into seven vegetative
compatibility groups. The studies revealed the existence of different levels of
susceptibility with in commercia cultivars against tested isolates of prevalent species,
C. trifolii and C. destructivum. Genotypes with the lowest susceptibility will be used in
selection programs and improving alfafafor resistance.

Key words: afalfa, Colletotrichumtrifolii, C. destructivum, morphology, molecular
characterization, vegetative compatibility, genotype susceptibility.
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1. UvOD

Medu njivskim biljkama za ishranu stoke, lucerka insgznaajnije mesto, pa je
mnogi nazivaju “kraljicom krmnih biljaka”. Starstvo je jedna od najzéenijih
poljoprivrednih grana u Srbiji, tako da se odgoysra paznja posvelje i proizvodnji
kvalitetne sténe hrane. Kao jedna od najstarijih i najvaznijiSegodisnjih krmnih
biljaka, lucerka daje visok prinos krme @diog kvaliteta.

Lucerka ima posebno mesto u plodoredu. Sposobnastu dsimbiozi sa
Rhizobium meliloti fiksira atmosferski azot, u velikoj meri smanjupotrebe za
primenom azotnihdubriva kako u luceriStu, tako i u kulturi koja sejignakon
razoravanja luceriSta, Sto daje ovoj vrsti i veldkoloSki zndaj. Koli¢ina fiksiranog
azota zavisi od velikog broja faktora i keese od 50 do 463 kghagodisnje Yance et
al., 1988). Nakon razoravanja povrSina pod lucerkonemlgiStu ostaju velike katine
hemijske i mikrobioloSke osobine zemljista.

Lucerka Medicago sativa L.) pripada redu Fabales (Leguminosae), familiji
Fabaceae (Papilionaceae) i radedicago (Koji ¢, 1984). RodVledicago broji viSe od
60 vrsta, od kojih je oko 70% jednogodisSnj@uiros and Bauchan 1988). Najvazniji
predstavnici su:

M. sativa L. - obicna lucerka

M. media Pers. - hibridna lucerka

M. falcata L. - Zzuta lucerka

Koren lucerke je vretenast, veoma dobro razvijeagranat, prodire duboko u
zemljiSte i u tréoj i cetvrtoj godini zivota raste u dubinu 4-5 Buki¢ i Erié, 1995).
Stablo lucerke je zeljasto, mekano i¢so do faze formiranja cvetnih pupoljaka i
pocetka cvetanja, a poskega @vrsne. Stabla se formiraju iz pupoljaka dajhiljci
Zbunast izgled. Stabla se formiraju viSe puta tokegetacije, zbogega lucerka i daje
viSe otkosa. Stablo je razgranato, na pépoen presekuetvrtasto i Suplje. U povoljnim
uslovima dostize visinu 80-100 cm, a u loSijim 4D¢m. Stabla su najvisa kod biljaka
u prvom otkosu, a kasnije visina se smanjuje. [gstroper, sastavljen od tri liske
jajolikog oblika. Cvet lucerke je leptiraste dea kao i u ostalih mahunarki. Boja cveta

je ljubicasta ili plava. Cvetovi su skupljeni u grozdolikeasti. U opraSivanju cvetova



najzn&ajniju ulogu imaju insekti. Plod lucerke je mahuspiralno uvijena, u kojoj se
formira ve&i broj semenki. Seme lucerke je sitno, bubrezastolika, zeleno-zuto ili
Zuto-mrke bojeRukié i sar.,2009).

Lucerka se n&p&e gaji samostalno, mada moze biti i komponentantrav
leguminoznih smeSa. Koristi se za ishranu stokazoim oblicima, n&ge&e kao seno,
ali i dehidrirana u obliku briketa, kao silaza, eie kao zelena hrana, senaza ili za
napasanje. Seno lucerke je bogato proteinimatmati amino kiselinskog sastava i
visoke svarljivosti. Proteini iz sena lucerke syjeaftniji izvor proteina u sténoj ishrani
(Ocokoji¢ i sar., 1983). U 2007. godini 70% proizvodnih useva lueenalazilo se u
SAD, Argentini i Rusiji Putnam et al., 2007). U SAD vodéu ulogu u proizvodnji
lucerke ima Kaliforinija sa 486000 ha. Ukupan psrszna lucerke u SAD je 71 milion
tona USDA, 2010). U Srhiji, lucerka je najvaznija krmna viSdgmja leguminoza i
gaji se na oko 190 000 ha. U godinama pune ekspjetéucerka wetiri do pet otkosa
godisnje ostvaruje visoke prinose zelene mase (7€h8") i suvih materije 20 th&
(Lugié¢ i Dini¢, 2010) Znéajni regioni za njeno gajenje u nasoj zemlji sujwadina,
posebno Banat (VrSac, Kikinda, Zrenjanin),cBa (Beej, Subotica, Sombor, Senta,
Kula, OdZaci) i Srem (Sremska Mitrovica, Sid, Ru@tra Pazova). U centralnoj Srbiji
najzn&ajnija proizvodnja lucerke je u Posavini sa &Mam, Pomoravlju, Stigu,
Sumadiji i Timakoj krajini (Luki ¢, 2000).

1.1. Bolesti lucerke

Relativnho niski prinosi lucerke u Srbiji posledica uticaja neadekvatne
agrotehnike, ponegde i neodgovatem zemljiSta, ali i pojave Statma i biljnih
patogena Nlijuskovi ¢, 1993). Mnoge bolesti karakteriSu simptomi u vidginuca
biljaka, Sto smanjuje prinos i kvalitet lucerkeo®zrokov&i bolesti napadaju pojedine
delove ili celu biljku u raznim fenofazama ra&vi(Vuc¢kovi¢, 1999). Duzi niz godina,
jedan od osnovnih problema u proizvodnji ove krnbilgke Sirom sveta je smanjena
dugovenost useva lucerke . O8tmja od mraza, mikoze korena i bakteriozno ugenu
uobi¢ajeni su faktori koji prouzrokuju ovaj proble®’'Rourke and Millear, 1966).

U svetu je opisano najmanje 62 parazitske gljiege korouzrokuju oboljenja
lucerke, od toga je kod nas opisano samo 19 vrstazpokovaa bolesti. Prema delu

biljke koji prvenstveno ugrozavaju, parazite naellkc svrstavamo u one koje



naseljavaju nadzemne delove lucerke sa manifestagjmptoma na l& i stabljikama
I parazite koji naseljavaju prizemni deo stablainkeu i koren Balaz i Popovt, 2005).

Najrasprostranjenije i najStetnije parazitne gljkge ugrozavaju nadzemni deo
lucerke suColletotrichum trifolii Bain et EssaryC. destructivum O’Gara,C. truncatum
(Schwein.) Andrus and W.D. Moore G. dematium (Fr.) Grove. - prouzrokova
antraknozePseudopeziza medicaginis (Lib.) Sacc. — synP. trifolii (Biv.-Bern. Ex Fr.) i
Semphylium botryosum Wallr. - prouzrokovéi pegavosti lista lucerkePeronospora
trifoliorum de Bary. — synP. aestivalis Syd. - prouzrokoua plamenjg&e lucerke,
Uromyces striatus J. Schrot. — synU. striatus var. medicaginis (Pass. Arth.) -
prouzrokova rde lucerke,Cercospora medicaginis Ellis and Everh. - prouzrokova
pegavosti liga; Leptotrochila medicaginis (Fucel) - prouzrokowa zutila lis&a lucerke
(Boland and Brochu, 1989; Stuteville and Erwin, 1990; Arsenijevié¢ i sar., 1996;
O’Neill, 1996; Mackie and Irwin, 1998; Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001; Mackie et al.
2003; Ivanovi¢, 2005). Pojava i agresivnost ovih patogena listeedke varira u
zavisnosti od podija i meteorolodkih uslova. Stete koje su posledicaustva i
razvoja patogenih agenasa iskazuju se kroz smankatifine i kvaliteta zelene mase
od 10 docak 70% zavisno od sorte lucerke, vrste patogenmakskih i edafskih
uslova. Smanjenje asimilacione povrSine, opadaméa,l nedozrevanje semena,
prisustvo Stetnih metabolita patogena thksu posledice prisustva patogena na listu
lucerke Graham et al., 1976;Roboti¢ i Kloko ¢ar-Smit, 1983a, 1983bStuteville and
Erwin, 1990;Vico i sar., 1996;Ivanovi¢ i lvanovi¢, 2001;lvanovié, 2005;Krnjaja i
sar., 2005;Vasi¢, 2007;Vasi¢ et al.,2010;Vasi¢ et al.,2011a, 2011b).

Patogeni koji su prouzrokotieoboljenja prizemnog dela stabla, krunice i korena
lucerke mogu naneti velike Stete ovoj kulturi. NejSije parazitne gljive prizemnog
dela stabla, krunice i korena €utrifolii i C. destructivum - prouzrokovai antraknoze
lucerke; Fusarium oxysporum f. sp. medicaginis (Weimer) Snyd. and Hans.,
Verticillium albo-atrum Reinke and Berth. V. dahliae Kleb. - prouzrokov& uvenua
lucerke; Rhizoctonia solani Kuehn.,R. crocorum DC. Ex Fr. — synR. violaceae Tul.,
Sclerotinia trifoliorum Eriks. i S rolfsii Sacc. - prouzrokova trulezi korena i
prizemnog dela stablaRpboti¢ i Kloko&ar-Smit, 1983a, 1983bMiliji ¢ i sar., 1984,
1986; Stuteville and Erwin, 1990;lvanovi¢ i Ivanovié, 2001;Krnjaja , 2005 iVasié¢,

2007). Pored navedenih patogenih gljiva, trulezekari krune lucerke prouzrokuju



Phytophthora megasperma Drechs., Cylindrocarpon ehrenbergii  Wollenweb.,
Phymatotrichum omnivorum (Shear) DugMycoleptodiscus terrestris (Gerd.) Ostazeski
(Stuteville and Erwin, 1990); Phoma medicaginis Malbr. and Roum. - prouzroko¥a
crnila stabla i pegavosti lista lucerke, kao i @r&t rodovaPythium - prouzrokovai
palezi klijanaca i trulezi semena lucerke. Kao grokovai trulezi korena i korenovog
vrata najeXe izolovaneFusarium vrste suF. oxysporum Schlech.,F. solani (Mart.)
Appel and Wr. iF. roseum Lk. ex Emened. Snyd and Hans. - prouzrokova
fuzarioznog uventa lucerke $tuteville and Erwin, 1990;Ivanovi¢ i lvanovi¢; 2001).
Bolesti krunice i korena izazivaju slabljenje witatti biljke, povéanje osetljivosti
prema mrazu, prevremeno propadanje, pamg zakorovljenosti, a time i smanjenje
kvaliteta sena. Stete koje nastaju zbog bolester@ri krunice korena lucerke, u
zavisnosti od edafskih i klimatskih uslova, mogui belike. NapadV. albo-atrum
smanjuje prinos zelene mase od 10-20%. #&ifolii do 5 t/ha zelene mase, a prinos
sena moze biti smanjen za 30 do 6(Rel{oti¢ i Kloko &ar-Smit, 1983a).0' Rourke
(1976) iznosi podatak da je u Netkaj zabelezeno smanjenje prinosa od 30 do 70%, u
SAD 25-30%.Vasi¢ (2007) navodi da u Srbiji smanjenje prinosa izndsi 30%.
Boland and Brochu (1989) navode d&. destructivum prouzrokuje raztite nivoe
oSt&enja na lucerki i Stete su uslovljene vremenskitoviisia. Po istim autorima, Stete
na lucerki izazvane o€. destructivum mnogo su intenzivnije u toplijim i vlaznijim
podnebljima Kanade i Severne Amerike. Stete Kdjelestructivum nanosi lucerki u
pomenutim oblastima su do 25%dland and Brochu, 1989).

Pored gljiva, znéajne Stete u proizvodnji nanose i bakterije na rkicaneaiu
kojima suPseudomonas syringae pv. syringae van Hall - synsP. medicaginis (Sackett)
E. F. Smith - prouzrokovabakteriozne pegavosti stablargenijevi¢ and Klement,
1969); Pseudomonas marginalis pv. alfalfae Shinde and Lukezic - prouzrokava
bakteriozne trulezi korenaA(senijevi¢, 1997; Balaz i Popové, 2005); Clavibacter
michiganensis susp. insidiosum (McCull.) - syns. Corynebacterium insidiosum
(McCull.) H. L. Jones - prouzrokowabakterioznog uverda (Stuteville and Erwin,
1990); Xanthomonas campestris pv. alfalfae (Riker et al.) Dye - synX. alfalfae (Riker
et al.) Dowsi - prouzrokovabakteriozne pegavosti list&t{teville and Erwin, 1990) i
druge.



Na lucerki opisani su i brojni fitopatogeni virdgji prouzrokuju bolesti, kao Sto
su virus mozaika lucerke(falfa mosaic virus) (Babovi¢ and Mijatovi ¢, 1985); virus
mozaika krastavca na lucerkCicumber mosaic virus) (Stuteville and Erwin, 1990;
Suti¢, 1995; Jasni¢, 2005), virus zutog mozaika crvene deteliGkoyer yellow mosaic
virus), virus mozaika bele detelin®fite clover mosaic virus), virus uvijenosti liga
pasulja Bean leaf roll virus), virus zutog mozaika pasulj®dan yellow mosaic virus),
virus Zutice Séerne repeBeet western yellows virus), virus enacijskog mozaika graska
(Pea enation mosaic virus), virus mozaika nerava fia crvene detelineRed clover vein
mosaic virus), virus mozaika lubeniceWatermelon mosaic virus) (Babovi¢, 1968;
Tapio, 1979;Stuteville and Erwin, 1990;Suti¢, 1995) i drugi.

Tokom SestogodiSnjeg perioda ¢Eaja (2005-2010), utdeno je da je na
pojedinim lokalitetima u Srbiji bilo gubitaka nacleriStima preko 30%, sa ispoljenim
tipicnim simptomima antraknoze. Kako kompleks fitopatolge vrsta iz roda
Colletotrichum, kao prouzrokov&a antraknoze lucerke nije dovoljno péen u Srbiji,
sprovedena su istrazivanja u cilju rasvetljavami@lagije ove bolesti, utdivanje vrsta
koje westvuju u kompleksu kao i njihova detaljnija mooka, patogena, vegetativna i
molekularna karakterizacija, a sve u cilju dopraasnalazenju adekvatnih mera za

njihovo uspesno suzbijanje.



2. PREGLED LITERATURE

2. 1. Gljive rodaColletotrichum i njihov znacaj

Gljive roda Colletotrichum, prouzrokovai antraknoza su kosmopolitske i
izrazito agresivne vrste. U zemljama subtropskeaopdke klimatske zone mogu
prouzrokovati znéjne ekonomske gubitke na velikom broju poljopriimén kultura u
toku vegetacije, kao i nakon berbe i tokom skladift. U umerenom klimatskom
podruju, patogeniColletotrichum spp. su pre svega uzroci trulezi i propadanja
uskladistenih plodova va i pove€a (Freemanet al., 1998).

Kao biljni paraziti, gljiveColletotrichum spp. mogu prouzrokovati ekonomske
gubitke na zitaricama, leguminozama, povrtarskwodarskim kulturama. Zrijni su
patogeni brojnih Sumskih i ukrasnih vrsta, a njiboprisustvo zabelezeno je i na
billkama iz spontane floraBailey and Jeger 1992). Simptomi infekcije mogu se javiti
na svim podzemnim i nadzemnim biljnim organima: kaenu, krtolama, stablu,
listovima, cvetu i plodu. Na napadnutom biljnomvtkiprouzrokuju pojavu kruznih,
nekroténih udubljenih pega, sa brojnim konce&io rasporéenim plodonosnim
telima, acervulama, iz kojih se, u ZutonarandZastoatriksu oslobdaju konidije
(Freeman et al.,1998). Ovaj simptom karakteri&iin je za vrste rod@olletotrichum i
opisuje se pod nazivom antraknoza. Bolest se nait §i toku vegetacije, ali jgeXi
sluicaj ostvarivanje latentnih infekcija, koje nakon teplodova i tokom neadekvatnih
uslovacuvanja uniStavaju uskladistene plodoVédn et al., 2008).

Vrste roda Colletotrichum poznate su kao epifitni, endofitni i saprobni
organizmi. U mikoloskoj literaturi postoji velikirbj nawnih radova koje se bave
taksonomijom, biologijom, patologijom i epidemiolmgn roda Colletotrichum
(Sutton, 1992; Prusky, 1996; Forster and Adaskaveg 1999; Correl et al., 2000;
Freemanet al., 2001;Wharton and Uribeondo, 2004;Pereset al., 2005).Prihastuti
et al. (2009) iz biljaka kafe izolovali s&. fructicola i C. siamense koje za ovog
doma&ina mogu biti patogeni, ali take mogu biti samo deo epifitne ili endofitne
mikoflore (Yang et al. 2009). Prema navodim@amm et al. (2009) C. dematium se
javlja kao endofit ili prouzrokowabolesti, a na oddenim supstratima iskljivo kao

ucesnik u procesima razgradnje organske materije.fitEgpi vrste iz roda



Colletotrichum, prezivljavaju na povrsini zdravog biljnog tkivastvarujéi latentne
infekcije (Damm et al., 2009)

Klinicka istrazivanja pokazala su da neke gljive ro@alletotrichum
predstavljaju potencijalne humane patogene. ddivo je daC. coccodes, C. crassipes,
C. dematium, C. gloeosporioides i C. graminicola, nakon hiruskih intervencija mogu
prouzrokovati keratitis, a kod pacijenata sa opStonunodeficijencijom pojavu
sistemskih koznih infekcijaQano et al.,2004).Damm et al. (2009) iz obolele roznfa
oka uspesno su izolovali vrsti truncatum, koja moze da izazove ozbiljne infekcije
oka.

Vrste rodaColletotrichum mogu da lde ili produkuju sekundarne metabolite.
Utvrdeno je da vrsteC. gloeosporioides i C. graminicola proizvode specifine auto-
inhibitorne supstance: fenoksigtnu i indolsiéetnu kiselinu, kao i mikosporin-
glutamin i mikosporin-glutaminsku kiselinuGércia-Pajon and Colladg 2003).
Osnovna funkcija auto-inhibitornih metabolita je dare€e klijanje sekundarnih
konidija, pre njihovog rasejavanja i dalje kolomigea biljaka. Ovo omogtava
produzetak vrste, prilagavanje i opstanak u prirodi. Iz vrste. gloeosporioides
izolovane su fitotokgne supstance, diketopiperazini i ferikrocin za lfej@stanovljeno
da poseduju herbicidna svojstva, kao i1 koletotribkian kiselina koja ispoljava
antimikrobnu aktivnost prema viSe vrsta bakterijao kSto su:Bacillus subtilis,
Saphylococus aureus, Sarcina lutea i prema fitopatogenoj gljiviHelmithosporium
sativum. Najpoznatiji bioloski agensi iz rodaolletotrichum su vrsteC. gloeosporioides
f. sp.malvaei C. gloeosporioides f. sp.aeschynomene (Goodwin, 2001;Charudattan,
2005).

2.2. Nomenklatura roda i klasifikacija vrsta Colletotrichum spp.

Rod Caolletotrichum dobioje ime p@etkom XIX veka i podrazumeva vrste gljiva
koje formiraju karakteristhu "maljavd’ konidiomatu u kojoj se obrazuju hijalinske,
iskrivljeno-vretenaste konidijeCorda, 1831; loc. cit.Baxter et al., 1985). Méutim,
prve informacije o vrstama za koje je kasnije ustdeno da pripadaju rodu
Colletotrichum poticu s kraja XVIII veka, kada je dat opigermicularia spp. {Tode,

1790; loc. cit. Sutton, 1992). Osnovni kriterijumi na osnovu kojih je obana



diferencijacija vrsta su: morfologija konidija, tipnidiomata i sposobnost formiranja
seta u kulturi i supstratu.

Vrste sa povijenim konidijama svrstane su u Yedmicularia, a vrste sa pravim
konidijama u rodColletotrichum (Wollenweber and Hochapfe] 1949; loc. citSutton,
1992). Navodno, ustanovljeno je da vrste rgdamicularia obrazuju piknide, dok vrste
Colletotrichum spp. formiraju acervuleNegru, 1960; loc. cit.Sutton, 1992) Sto ih je
nadalje razlikovalo.

Razdvajanje ova dva roda je izvrSeno i na osnowsamosti da obrazuju sete.
Obavezno prisustvo seta smatrano je osnovnim geelebdaVermicularia, za razliku
od Colletotrichum spp. kod kojih je ova osobina fakultativhog kara&térove, 1937,
loc. cit. Sutton, 1992). S obzirom na varijabilnost vrsta i njitovnorfoloskih osobina,
postojéa diferencijacija rodovaVermicularia i Colletotrichum pokazala se n&no
neutemeljenom. Stoga je nomenklaturni status Maanicularia promenjen, a veliki
broj vrsta kasnije imenovan k&mlletotrichum spp. Sutton, 1992).

Drugi rod u vezi sa kojim postoji nomenklaturnankeija u odnosu na
Colletotrichum, je nesto kasnije opisaBloeosporium (Desmarizieres and Montage
1849; loc. cit.Baxter et al., 1985). Na osnovu taksonomskih kriterijuma naveldeni
autora fitopatogene gljive bez seta u konidiomatakratavane su u ra@loeosporium,
dok su vrste sa setama smatrane pripadnicimaColetotrichum. Kasnije je od strane
veceqg broja istraZivéa ustanovljeno da prisustvo/odsustvo seta pregastaebouzdan
parametar jer njihovo formiranje zavisi od usloymlge sredine §hear and Wood
1913; loc. citBaxter et al., 1985), méu kojima je najbitnija atmosferska vlagargst,
1964). Brojne vrste koje su u tom periodu opisaae &loeosporium spp., zapravo
pripadaju rodiColletotrichum (von Arx, 1970).

Rodovi Dicladium i Ellisella takoile su u tesnoj vezi sa razvojem i
taksonomskim statusom rodzolletotrichum. Rod Dicladium definisan je na osnovu
samo jedne vrsteD. graminicola Cesati, koja je zbog varijabilnih morfoloskih
karaktera, najpre prebena u rodVermicularia, potom uSeirochaete i na kraju u
Colletotrichum (Wastendorp, 1861; Saccardo 1886; Wilson, 1914; loc. cit.Sutton,
1992). Pitanje statusBicladium spp. ponovo postaje aktuelno sredinom XX veka.
Prema ruskim istrazi¢éeama ovom rodu svojstven je specifi razvoj konidiomate

(Vassiljevski and Karakulin, 1950; loc. cit.Sutton, 1992), koji je méutim, kasnije



ustanovljen i kod nekih pripadnik&olletotrichum spp. Gutton, 1966). Stoga je
prvobitna teorija 0 izdvajanju vrste i svrstavanjazasebni rod odbena, a rod
Colletotrichum je zadrzao primat u odnosu na atladium.

Na osnovu karakteriginog izgleda konidija, rodellisiela izdvojen je iz roda
Colletotrichum (Saccardo, 1880; loc. cit.Sutton, 1992). Mutim, koncepcija roda
zasnovana isklgivo na jednoj vrsti £. caudata Peck. ex Sacc., koja formira apresorije
| sete, nije imala namo utemeljenje. Stoga feutton (1966) predloZio njeno véanje u
rod Colletotrichum. RodEllisiela je na taj n&in formalno ugaSen, a vrsta preimenovana
u C. caudatum (Nag Raj, 1973; loc. citSutton, 1992).

Nedoumice u vezi nomenklaturnog statu3alletotrichum spp. postojala je i
kada su u pitanju joS neki rodovi gljiva. PrerSatton (1980) postoji ukupno 17
generékih sinonima ovog roda, a osim navedenih, u litetase najeXe pominju:
Serochaete Braun & Caspari, Gleosporiopsis Speg., Colletotrichopsis Bubak i
Colletostroma Petrak. Konfuzija je definitivno razjasnjena tekdinom XX veka, kada
je von Arx (1957) zakljgio da nazivColletotrichum Corda mora biti saivan u odnosu
na izvorni, Vermicularia Tode ex Fries. Isti autor izvrSio je drdsti reviziju i prvu
savremenu sistematizaciju vrsta ro@alletotrichum, korist&i morfoloSke osobine
konidijskog stadijuma kao osnovni kriterijum. Bropta je pri tom smanjen sa oko 750,
na svega 11vpn Arx, 1957). M@utim, ubrzo su u&ni nedostaci, jer je sistematizacija
obavljena na osnovu 30% pregledanog kolekcijskotenjala, a véina predlozenih
sinonima posedovala je samo literarne opise. Ipakplucionarno smanjivanje broja
vrsta i morfoloski koncept koji iskljtuje biljku doma&ina kao nosioca nomenklaturnog
statusa, posluzili su kao matrica zacime radova u kojima je kasnije oldraan
problem sistematizacije vrsta u okviru ro@alletotrichum. PremaCannon et al.
(2000) broj predstavnika rodaolletotrichum nakon toga postepeno se péaao sa
ukljucivanjem detaljnin studija o morfoloskim, odgajgkam 1 patogenim
karakteristikama svakog predstavnika.

Sutton (1980) u svom sistemu klasifikacije navodi 22 vrsteon Arx (1981)
ukupno 25 vrsta rod€olletotrichum. Reviziju roda i redukciju broja vrsta obavili su
Baxter et al. (1983) konstatuji postojanje 11, a potom 12 vrsta pripadnika roda
Colletotrichum (Baxter and Wasthuizen 1984). U poslednjoj zvainoj sistematizaciji

Colletotrichum spp. priznato je ukupno 39 vrst&uiton, 1992), ali i sam autor



napominje da ova lista nije kofrea i do kraja definisana. Svi navedeni sistemi
klasifikacije zasnovani su na tradicionalnom mafiklom konceptu vrsta, koji zbog
velike varijabilnosti i uticaja sredine na stab#bhoosnovnih morfoloskih karaktera
(velicina i oblik konidija, prisustvo/odsustvo seta, bajebrzina porasta kolonije,
sposobnost obrazovanja teleomorfnog stadijumajpredstavlja uvek pouzdan okvir za
sistematizaciju gljiva rod&olletotrichum (Freeman et al.,1998;Moncalvo, 2005).

Klasifikacija vrsta Colletotrichum spp. zasnovana na bioloSkom konceptu je
teSko primenjiva, jer se kod predstavnika ovog rquacesi polne rekombinacije
deSavaju veoma retko. Natim, istrazivanja genetara obavljena u toku poslednjih
decenija pruzaju izvesne informacije o polnom $tawiu Zivotnog ciklusa gljiva roda
Coalletotrichum (Johnston and Jones1997;Correl et al., 2000).

Zbog postojanja velikog broja populacija i izrazitarijabilnosti morfoloskih
karaktera,Sutton (1980) jeC. gloeosporioides ozn&io kao zbirnu vrstu. Ekstremna
varijabilnost C. gloeosporioides uocena je i od strane drugih autofsldrdue, 1971;
Baxter et al., 1983; Ogle et al., 1986), po kojima se specijalizovane forme mogu
razlikovati iskljutivo kombinovanjem morfoloSkih, patogenih i odgagikidn osobina.

Prema Sherriff et al. (1994) najvéi napredak u taksonomiji generalno je
omogutila primena molekularnih metoda. U ove svrhe jei&eno vise metoda, pre
svega RFLP (Restriction Fragment Length Polymomhisi RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA). Takde, osim ovih metoda veliki zoaj u analizi
DNK sekvenci ima i AFLP (Amplified Fragment Leng@olymorphism) metoda. Ova
metoda prvo se Koristila za ger&b mapiranje biljaka, a njena upotreba u ispitivan;]
gljiva pokazala je veliki potencijal. Po nekima jioidealna metoda, za detektovanje
genettkih variranja izmdu vrsta i genotipova gljivaSreenivasaprasacet al., 1996).

Sheriff et al. (1994) prodavali su srodnost velikog broja morfoloski r&ilh
izolata Colletotrichum spp. na osnovu sekvenci ITS regiona. Bengem sekvenci
ispitivanih izolata izdvojile su se dve ger&g grupe. U prvoj grupi nasle su se viGte
lindemuthianum, C. malvacearum, C. orbiculare i C. trifolii, a u drugoj samcC.
gloeosporioides. Stepen homologije sekvenci ispitivanih izolatakwiou prve grupe je
bio jako visok i jasno razlit od svih izolataC. gloeosporioides. Na osnovu velike
homologije sekvenci ITS regiona prve grupe, zaklguse da bi oveetiri vrste trebalo

da se spoje u jednu vrstu. Sa druge strane, vebkigabilnost ispitivanih izolataC.
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gloeosporioides postavila je pitanje da li bi ovu vrstu trebalodpbti u viSe razltitih
Colletotrichum vrsta Takamatsu, 1998).

Savremene metode omdge su ispitivanje i analizu DNK sekvendT.
gloeosporioides (Freeman et al., 1993; Sherriff et al., 1994; Johnston and Jones,
1997;Mackie et al., 2003;LI-Pyung et al., 2003;Photita et al.,2005;Liu et al., 2007,
Armour et al., 2008). Prihastuti et al. (2009) koristili su Sest genskih regiona, ITS
region, deo gena za Actin (ACTp;tubulin (TUB2), Calmodulin (CAL), Glutamine
synthetase (GS) i Glyceraldehyde 3-phosphate debgdase (GPDH) za utiivanje
srodnosti izméu vrsta u okviru rod&Colletotrichum. Na osnovu morfologije spora,
razvoja apresorija, shosti rDNA sekvenci i stnosti u amplifikaciji restrikcionih
fragmenata RFLP, predloZeno je @aorbiculare, C. trifolii, C. lindemuthianum i C.
malvarum predstavljaju jednu filogenetsku vrs@uorbiculare (Liu et al., 2007).

Analiza DNA sekvenci (rDNA-ITS regiond3-tubulin gena i gliceraldehid-3
fosfat-dehidrogenaza-GDPH gena) omalguje razdvajanje mnogobrojnih biotipova,
varijeteta iforma specialis u okviru ove zbirne i heterogene vr<ie gloeosporioides
(Moriwaki et al., 2002;Du et al.,2005;Cannonet al.,2012).

Primena filogenetskog koncepta u sistematizacigta/rroda Colletotrichum
prihvatena je sa razvojem molekularnih metoda i analizdwADSreenivasaprasad et
al., 1996; Johnston et al., 1998; Johnston 2000). Prvu sveobuhvatnu studiju
najvaznijih predstavnika ovog roda dalildyde et al. (2009b) iCannon et al.(2012),
dve decenije nakon klasifikacije obavljene od sr@atton (1992). U radu je dat prikaz
I sistematizacija 66 vrsta rod2olletotrichum, zasnovana na filogenetskim analizama
sekvenci, prisustvu teleomorfnog stadijuma i ekoskimnajbitnijim biljkama
doma&inama Hyde et al., 2009b).Cannon et al. (2012) filogenetskom analizom roda
Colletotrichum otkrivaju da obuhvata devet glavnih klastera (aituh, graminicola,
spaethianum, destructivum, dematium, gloeosporsidboninense, truncatum i
orbiculare) kao i veliki broj malih klastera i izsdanih vrsta.

Trenutno ne postoji univerzalno prikéeam proces za imenovanje klastera i
povezivanje sa tradicionalnim taksonomskim kriterijma. Metunarodni Kodeks
nomenklature za alge, gljive i biljike (ICNAFP), akasad samo nacrt, predstavlja
veliki korak u tom pravcu i favorizuje formalno foiranje klaster sistem klasifikacije.

Cannon et al. (2012) analiziraju 11@olletotrichum vrsta, véina njih pripada jednom
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od devet glavnih klastera. Pored toga, postojim@njih klastera i izolovanih vrsta, za
koje veruju da predstavljaju nezavisne evolutivedinice, ali koje su nedovoljno
poznate da opravdaju formalno taksonomsko priznadjggledno nedostatak ovog
sistema je da ne postoji objektivan metod oWanja, koji je osnovni taksonomski
kriterijum za odrdivanje pripadnosti oddenom klasteru.

Svi navedeni tipovi sistematizacije vrsta iz roQalletotrichum imaju svojih
nedostataka. Nepostojanje standardizovanih dumarodno prihvéenih sistema i
primena razliitih koncepta u identifikaciji vrste, dovode do konije i nedoumica. Po
misljenju velikog broja istraziva, situacija je ozbiljna i nande potrebu nove i detaljne
revizije rodaColletotrichum ¢iji su predstavnici ekonomski zégni patogeni velikog
broja biljaka.

Varijabilnost izolata takde se moZe pratiti primenom vegetativne
kompatibilnosti i moze imati veliki zgaj u taksonomiji ovih gljiva. Vegetativha
(heterokarionska) kompatibilnost vazna je getetiosobina gljiva koja se zasniva na
sposobnosti gljiva da formiraju heterokarione. M@ham vegetativhe kompatibilnosti
veoma je precizan i koristi se za ocenu geketisrodnosti ili raznovrsnosti rie
razlicitim izolatima (patotipovima, sojevima) gljivaKéatan, 2000). Na osnovu
sposobnosti dva izolata da formiraju heterokaripriskom dodira njihovih micelija,
Puhalla (1985) je, kodF. oxysporum, razvio metodu vegetativhe kompatibilnosti
pomaiu koje je grupisao izolate u radte grupe vegetativhe kompatibilnosti (VCG
grupe). Hife genetski sinih individua, koje dele iste alele u njihovim gmai za
vegetativnu kompatibilnostét lokusi), sposobne su za fuziju (spajanje) i mesSahpk
razliciti aleli u het lokusima prouzrokujéelijsku smrt pri interakciji hifaan der Nest
et al., 2011).

2.3.1 Zn&ajne vrste rodaColletotrichum opisane na lucerki u svetu

U dostupnoj literaturi ugeno je da veliki broj autora, raglie izolate gljiva koje
prouzrokuju antraknozu na lucerki predstavlja kado trifolii. Kao prouzrokova
antraknoze na lucerki ano se navod€. destructivum, C. dematium, C. truncatum i
C. trifolii (Devine et al.,1971; Baxter et al., 1983; Boland and Brochum 1989;
Frasyssinet 2008;Hyde et al.,2009b).
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O’Neill et al. (1997) izolovali suC. gleosporioides na lucerki u SAD, dok ga
Vinijanum et al. (1987) navode kao patogena lucerke u Australipdidim, podaci o
ucestalosti i rasprostranjenosti ove vrste u svetmalobrojni.Waijd Khan and Singh
(1974); Stuteville and Erwin (1990) iDevine et al.(1971) navode kao patogene vrste
na lucerki u SADC. truncatum i C. graminicola Wilson, dokBoland and Brochum
(1989) navode da u Kanadi u oblasti Ontafgatruncatum ima sposobnost da izazove
znaajne ekonomske gubitke usled smanjenja kvalitptanbsa sena.

C. coccodes se na Novom Zelandu opisuje kao patogena na lucgr&nné,
1992). Tu (1983) navodiC. lindemuthianum kao patogena lucerke u Kana#go i
Lenné (1992) koji navodiovu vrstu kao zng@ajnog patogena lucerke u Omanu.
Istrazivanja Pavgi and Singh 1962; loc. citAllen and Lenné 1998) opisuju da u
Indiji C. medicaginis nanosi velike Stete na lucerki.

Laviola (1963) u svojim istrazivanjima zapaZza tri vrsterazla Colletotrichum
na lucerki u Italiji i to:C. dematium, C. trifolii i C. destructivum, ali rezultati nisu
potvrdili patogenosC. destructivum. Na osnovu testova patogenosti je déno da je
C. trifolii znaajno patogeniji u porkenju saC. destructivum i C. dematium. U Velikoj
Britaniji C. dematium se opisuje kao veoma ZzZtagan patogen na lucerkB{ovold,
1981).

Poznato je da klimatski uslovi tti na geografsku rasprostranjenost,
raznovrsnost i éestalost izolataColletotrichum vrsta na leguminozamadgland and
Brochum, 1989; Allen and Lenné 1998). Tako je konstatovano d&. trifolii, s
obzirom na temperaturni optimum, prealdge u juznim regionima, zbogega i nosi
naziv juzna antraknoza, za razliku & destructivum koji je tolerantniji prema
razlicitim temperaturama Sto je i razlog njegoveesgasprostranjenosti u hladnijim
regionima Boland and Brochum, 1989). Od svih navedenih vrsta ipak nage
ekonomske Stete nanose viStarifolii i C. destructivum.

2.3.2. Rasprostranjenost i ekonomski zrij vrsta roda Colletotrichum

prouzrokovaca antraknoze na lucerki

Antraknozu lucerke prvi put su opis@ain et Essary, 1906. godine u Americi
kao bolest lucerke i crvene deteline. Nakon toglkiveroj autora je radio na ovoj
problematici tokom niza godinddénderson and Smith,1948; Tiffany and Gilman,
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1954;Barnes et al.,1969;Ostazeski et al.,1969;Devine et al.,1971;Lukezi¢, 1974,
Graham et al., 1976;Elgin and Ostazeski,1982;Baxter et al., 1983; Stuteville and
Erwin, 1990). Danas je ovo oboljenje rasprostranjenonogim oblastima gajenja
lucerke u SAD Barenset al., 1969;Chen et al., 2002), Kanadi, Argentini, Australiji
(Irwin, 1974; Allen and Lenné 1998; Frasyssinet 2008), ltaliji, Izraelu, Novom
Zelandu, Juznoj Africi liamprecht, 1986), u zemljama bivSeg SSSR i na po¢gru
bivde Jugoslavije LuSina i sar., 1971; Roboti¢ i Kloko¢&ar-Smit, 1983a, 1983b;
Miliji ¢ i sar.,1986).

Stete koje nastaju usled prisustva i razvoja fitoganih gljiva iz roda
Colletotrichum posledica su smanjene kotie i kvaliteta zelene mase od &8k i do
70% u zavisnosti od sorte lucerke, vrste patogdtiapatskin i edafskih uslova
(Stuteville and Erwin, 1990).0'Rouke (1976) navodi da je u hladnijim regionima kao
Sto je severna Evropa, bolest prisutna, ali ekokomg znaajna.

Barneset al. (1969) navodi da u SAD infekcija osetljivin geipotva lucerke
prouzrokuje gubitak zelene mase od 25 do 30%, adéalsmanjuje vigor i vek
iskori&avanja luceriStaLenné (1992) navodi da u Australiji dolazi do wamja
sadrzaja celuloze u senu za 45-55% usled infekagierke gljivama koja prouzrokuju
antraknozuJoneset al. (1978) u istrazivanjima na polju pokazuju da lalgarazene sa
C. trifolii 1 C. destructivum pokazuju 22-85% nizi nivo prezivljavanja, imaju Z&o
slabije razvijen korenov sistem, a zarazene biljkearednoj vegetaciji formiraju oko
29% manje stabljika po biljci.

Smanjenje asimilacione povrSine, opadanjéalilnedozrevanje semena, kao i
primese Stetnih metabolita u lucerki posledica ssugtva vrsta rod&olletotrichum na
biljkama (rwin , 1974).Sherwood et al.(1970) navode da infekcija nadi§ mozZe da
ima negativan uticaj na zdravlje gajenih Zivotirigolesti krune i korena izazvane sa
Colletotrichum spp. prouzrokuju slabljene vitalnosti biljke, péasje osetljivosti prema
mrazu, prevremeno izumiranje, péaeje zakorovljenosti, a sve to ¢dii na smanjenje
kvaliteta senal(enné, 1992).

PremalLenné (1992) ekonomske Stete nastale kao posledica paejaivaknoze,
teSko je izraziti u natanim vrednostima, zato Sto biljka nije finalni meod. Pri
proceni Steta od napada antraknoze, pored gubzele@me mase i sena lucerke, treba

proraiunati i gubitke koji se odnose na kvalitet mesdeka, kao i zdravlje Zivotinja.
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U prvim radovimaBarnes et al.(1969) u kojima se ispituje otpornost réitih
genotipova lucerke prema antraknozi prouzrokova@omnifolii, pominje se samo rasa
1. U ovim istrazivanjima selekcionisane su dve otpolinije lucerke, Cheroke i
MSHp6.Devine et al.(1975) selekcionisali su prvu sortu lucerke Argakie otporna na
antraknozu. U narednom periodu, isti autori kreial sortu Saranc AR, koja je
selekcionisana od populacija koje su pokazivaleefgmw otpornost prem@. trifolii
(Beltsville 1-An4, Beltsville 2-An4, Beltsville 3-#4). PoOstazeski et al(1979), sorte
Arc i Saranc AR pokazivale su izrazenu otpornosihya rasi IC. trifolii.

Elgin and Ostazeski(1982), konstatuju da osim ras€ltrifolii, postoji i rasa 2
koja je agresivnija prema sorti Afelgin and Ostazeski(1985), napominju da je rasa 2
C. trifolii otkrivena 1978. godine u Severnoj Karolini gdengnela ogromne Stete
upravo na sorti Arc koja je otporna prema ra<t.Itrifolii. Isti autori prodavali su
uticaj razltitih rasa patogena i testirali su 45 sorti lucel@e su pokazivale razitu
otpornost prema rasan@ trifolii. Osetljivost sorti lucerke prema ovom parazitu u
prirodnim i kontrolisanim uslovima ispitivali su kiade i Barnes et al. (1969);
Ostazeski et al(1969);Graham et al.(1976);Ostazeski and Elgin(1982).

PremaBoland and Brochu (1989) patogenost izolat@. destructivum i C.
trifolii, uodnosu na sorte Saranc, Arc | Saranc AR, koje serm@antne z&. trifolii,
je razliita. Oni su utvrdili da su izolatC. destructivum poreklom iz Ontaria, zrajno
virulentniji u odnosu na referentne izolate istester Prodgavani izolati C. trifolii
pokazuju raztiitu reakciju prema testiranim sortama lucerke, wisteosti od rase
izolata. Pri vlaznom i toplom vremenQ. destructivum preuzima ulogu primarnog
parazita na lucerki. Simptomi na lucerki izazvanoim vrstom u vidu su sndéh pega
oivicenih tamno braon oreolom, sa &ipim simptomom pastirske kuke. Tako da u
izgledu izazvanih simptoma nema razlike idmneC. trifolii i C. destructivum
(Frayssinet 2008).

2.4. Taksonomski status vrsta roda @lletotrichum patogenih za

lucerku

Istrazivanja bioloSke raznovrsnosti gljiv@olletotrichum spp. ne mogu se
zamisliti bez savremenih taksonomskih podataka,ralridiranih tradicionalnih sistema

klasifikacije. Postoje mnogobrojni problemi sistdinacije taksona razlitog ranga,
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posebno potvivanja ili revizije pripadnosti pojedinih familija rodova viSim
taksonomskim kategorijama. S toga je neophodnautiknje razlEitin disciplina i
sagledavanje vrste kao osnovne bioloSke kateg@ge morfoloSkog, ekoloskog,
fizioloSkog i evoluciono-genetskog stanovidtéoficalvo, 2005).

Tradicionalna sistematizacija gljiva zasnovana gkljucivo na primeni
morfoloSkih karakteristika u cilju determinacije stat i njihovog ukljdivanja u
odgovarajde taksone.

Na osnovu navedenih kriterjum&tton, 1980), polozaj vrsta&. trifolii i C.
destrucivum u sistematici gljiva je slede
CARSTVO: Fungi

RAZDEQO: Ascomyceta

KLASA: Blastodeuteromycete
PODKLASA: Enteroblastomycetidae
RED: Phialidales
PODRED: Phialostromatineae.
ROD: Colletotrichum.

Na osnovu klasifikacije viSih taksona fitopatogegifiva predlozene od strane
Hawkswort et al. (1995) i Agrios (1997), vrstaC. destructivum sa teleomorfnim
stadijumomG. glycines je svrstana u slede taksonomske kategorije:

CARSTVO: Fungi
RAZDEQO: Ascomycota
KLASA: Pyrenomycetes
RED: Phyllachles
FAMIIAI Phyllachoraceae
ROD:Glomerélla.
Primenom istih taksonomskih kriterijumagwkswort et al., 1995; Agrios,
1997), vrsteC. trifolii pripada:
CARSTVO: Fungi
RAZDEQO: Ascomycota
KLASA: Deuteromycste
ROD: Colletotrichum.
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U toku poslednje decenije, sa razvojem molekulametoda dobijen je veliki
broj podataka vezanih za genetsku strukturu @kmerella/Colletotrichum. Revizija
klasifikacije Pyrenomycetes (Sordariomycetes) geaa je molekularnom analizom
cetiri genska regiona (mala nuklearna podjedinicAlAD- nuclear small subunit of
rDNA, nSSU rDNA,; velika nuklearna podjedinica rDNAuclear large subunit nLSU
rDNA,; translokacioni factor izduzivanja d- translation elongation factor d TEF1,;
druga velika podjedinica RNA polimeraze -secondéat subunit of RNA polymerase
I, RPB2), dobijeni podaci su statigti analizirani i rekonstruisano je filogenetsko
stablo u koje su uklgene ispitivane vrste. Familija Phyllachoraceae d re
Phyllachorales su iskljeni, a kao novi takson uvedena je podklasa
Hypocreomycetidae. RoGlomerella sa anamorfnim stadijumom svrstan je u familiju
Glomerellaceaezhang et al. (2006) su na taj k& odredili novi taksonomski stat@
destructivum, odnosno teleomorf@. glycines u sistematici gljiva:

CARSTVO: Fungi
RAZDEQO: Ascomycota
PODRAZDEO: Pezizomycotina
KLASA: Sordariomycetes
PODKLASA: Hypocreomycetidae
FAMILIJA: Glomerellaceae
ROD: Glomerella.

Na osnovu podataka dobijenih iz svetske baze pkadaf@road Institute
Colletotrichum Genome Database 2012; ARS Fungal Databases 2012 iIndex
Fungorum, 2012) rodColletotrichum pripadao bi sled@m taksonomskim jedinicama:

CARSTVO: Fungi

RAZDEQO: Ascomycota
KLASA: Sordariomycetes
FAMILIJA: Glomerellaceae
ROD: Colletotrichum

2.4.1 Najzna&ajnije Colletotrichum vrste kao patogeni lucerke

Na lucerki kao biljci domé&nu opisan je v@ broj vrsta rodaColletotrichum

koje se razlikuju po brojnim osobinama, kao i¢aja i rasprostranjenosti.
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Calletotrichum _trifolii_Bain et Essary prvobitni opis gljive pod imenom

Colletotrichum trifolii dali su Bain et Essary, 1906. godine, koji su gvehl kao
patogena lucerke i crvene deteliféffany and Gilman, 1954;Baxter et al., 1983).

PremaSutton (1980), C. trifalii je po morfoloSkim i odgajivkim osobinama
slican saC. lindemuthianum, koji je patogen velikog broja leguminoznih vrsia.tih
razlogaSutton (1980) nije uklj@io C. trifolii na svoju listu vrsta rod@olletotrichum,
ali u nizu doméinaC. lindemuthianum navodi i lucerku. IzolatC. trifolii u kulturi rastu
neznatno brze od izolata. lindemuthianum i obrazuju maslinasto zelene kolonije sa
nesto kradim setama. Dalja ispitivanja morfologije i pt@vanja kultura izolata
poreklom sa velikog broja do@iaa, pokazala su da €t trifolii i C. lindemuthianum
razliciti po specijalizaciji prema dondau i da se takdC. trifolii ne moze smatrati
sinonimom ili posebnom formong. lindemuthianum, zbog cinjenice da ova vrsta
parazitira isklj¢ivo lucerku i crvenu deteliniB@axter et al., 1983).

Kolonije C. trifolii na PDA podlozi obrazuju gustu, somotastu miceliju,
maslinasto zelene boje u sredini, koja sa staremefimje da tamni i prelazi u tamno
maslinasto zelenu boju, dok obod kolonije i dalg@lrizava betiastu boju. Sa nalja
kolonija je prljavo bele boje sa tamno maslinastentralnim delom. Gljiva se odlikuje
Sirokim, cilindricnim konidijama sa zaobljenim krajevima, watie 11-12,9 x 3,5-4 um
Baxter et al. (1983). Sete su relativno kratkesto skrivene u blizini bledo narandzaste
mase konidija. Sete su tamno braon,died 55-100 x 4-7 um u proseku 75 x 4,9 sa 1-3
septe u proseku Béxter et al., 1983).

Colletotrichum_destructivum O Gara [telomorfni stadijumGlomerella glycines

Lehman and F.A. Wolf] prvi put se opisuje na lucerto kao patogen stabljika i k&
(Jones and Weimer 1940; loc. cit.Boland and Brochu 1989).C. destructivum je
vrsta koja izaziva ozbiljne Stete na lucerBoland and Brochu 1989). Roboti¢ i
Kloko ¢ar-Smit (1983a) navode d&. destructivum prouzrokuje zné&ajne Stete na
lucerki u Evropi.Troeung and Gosse(1987) navode ovu vrstu kao patogena lucerke u
severnoj Africi, dokKoch et al. (1989) ga opisuju kao patogena lucerke u JuZnogiAf
Graham et al. (1976) opisujLC. destructivum kao sekundarnog parazita na lucerki, dok
Allen et al. (1982) smatraju da je ova vrsta rasa 3 v@tarifolii. Medutim, nakon
testova patogenosti i na osnovu morfolodgeland and Brochu (1989) dosli su do

zakljwcka da nije ré o novoj rasi vrste. trifolii, ve¢ 0 posebnoj vrstC. destructivum
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koja je ispoljila visoku patogenost prema testinarsortama lucerke. Pri vlaznom i
toplom vremenuC. destructivum preuzima ulogu primarnog parazita na lucerki.
Simptomi na stablu lucerke su u vidu braon lezijadenih tamno braon oreolima, sa
tipicnim simptomom "pastirska kuka". Tako da prema somptna koje izazivaju nema
razlike izmetu vrstaC. trifolii i C. destructivum (Frayssinet 2008).

Kolonija C. destructivum na PDA podlozi formira gustu paastu miceliju
somotasto sive boje do svetlo maslinasto zelengndvzona kolonije je svetlo
maslinasto zelena. Naje kolonije je sa zgecima stromatnih tvorevina. KonidijeC.
destructivum su cilindréne, suzene na jednom kraju i zaobljene na drugoajukr
dimenzija prem@oland and Brochu (1989), dimenzija 14,4-18,1 x 3,9-4,1 um. Sete
su pravecesto skrivene u blizini bledo naitaste mase konidija, svetlo braon boje
duzina varira, 45-195 x 3,5-11 pum u proseku 105 Bm sa 2-7 septi u proseku 3
(Frayssinet 2008).

Manandahar et al. (1986) prvi su uspostavili vezu izide anamorfaC.
destructivum i teleomorfa Glomerella glycines, dali detaljan opis morfologije i
patogenosti. glycines. Takade, ustanovili su da je vélnha apresorija i duzina konidija
C. destructivum slicna sa dimenzijam@. lindemuthianum. Medutim, C. destructivum i
C. lindemuthianum razlikuju se na osnovu karakteristika u kultuming konidija i na
osnovu osobina teleomorfnog stadijuma.

Baxter et al. (1983) iHyde et al.(2009a) navode da na lucerki nije konstatovan
telomorfni stadijumG. glycines, izolati nisu formirali peritecije, ni u kulturiitn na
biljkama lucerke.

Krug domdina C. destructivum je Sirok i ukljkuje leguminoze kao Sto su
Glycine max, Leucaena leucocephala, Lotus spp., Mdilotus albus, Phaseolus
lathyroides, Trifolium spp.,Vigna unguiculata, Coronilla varia, kao i duvan icotiana
tabacum), vilinu kosicu Cuscuta spp.) i Arabidopsis thaliana (Baxter et al., 1983;
Manandahar et al., 1986;Koch et al., 1989;Latunde-Dada et al., 1997; Lantunde-
Dada at al.,1999;Latunde-Dada and Lucas,2007;O’Connell et al., 2004; Shen et
al., 2001).

O’Connell et al. (2004) su zbog morfoloSke &tosti konidija i apresorija,
natina ostvarivanja infekcije, i njihovih sekvenci Ir8giona rDNA koristili nazivC.

higginsianum kao sinonim z&C. destructivum. Sun and Zhang(2009) izolovali suC.
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higginsanum sa stéonog graska, na osnovu morfololoskih karakteristifzgled
kolonije, konidije i apresorije) i ITS sekvenci fakili su da postoji velika sthost sa
vrstom C. destructivum. Medutim, O’Connell et al. (2012) na osnovu multilokus
filogenetske analize ITS regiora higginsianum i C. destructivum, konstantuju da se
radi o dve raztiite vrste.

Latunde-Dada and Lucas(2007) navode da nukleotidne sekvence ITS regiona
rDNK razlicitih vrsta C. truncatum, C. destructivum i C. linicola imaju veliku slénost
(97-99%), i predlozili su radi tae identifikacije, kori€enje kombinacija filogenetske
analize, morfologije i n@na ostvarivanja infekcije. Ovo sve ukazuje kolijeostatus
vrsteC. destructivum nejasan u odnosu na srodne vrste.

Mnoge zabune zasnivaju se ®@jenici da C. destructivum nije potpuno
determinisan i da ne postoji univerzalno priéera n&in za odrdivanje taksonomskog
statusa vrsta u okviru rodaolletotrichum (Hyde et al., 2009a). ITS region rDNA
predlozen je kao primarni marker za identifikaaglijiva iz praktenih razloga, jer je

dostupan najue broj sekveci ovog region@annonet al., 2012).

2.4.2. Varijabilnost vrsta roda Colletotrichum patogenih za lucerku

Lucerka je stranooplodna autotetraploidna biljkart& lucerke predstavljaju
heterogenu genéku mesSavinu sa malim procentom biljaka koje u sefsie genetki
materijal za otpornost prema bolestima. PokuSajisdastvore tolerantne sorte na
antraknozu nisu dali dugotrajne rezultate. Jedamaatbga je postojanje viSe ra€a
trifolii, a za sada su definisane i atinee tri rase ove patogene gljive. R@sérifolii se
odreiuju na osnovu reakcije prema diferencijalnim sodahlcerke Saranc, Arc i
Saranc AR Qstazeski et al.1979). Sorta Saranc je osetljiva na rasu 1 i R,jdsorta
Arc otporna na rasu 1 i osetljiva prema rasi 2dMen, sorta Saranc AR otporna je na
obe rase @stazeski et al.,1979; Elgin and Ostazeski,1982; Elgin and Ostazeskj
1985; Boland and Brochu, 1989; Mackie et al. 2003). Kod lucerke otpornost prema
rasi 1i 2 je kontrolisana sa dva dominantna aelai An, (O’Neill et al., 1989). Rasa
1 raSirena je u celom svetu, dok je rasa 2 detekim\pojedinim delovima Amerike i
Australije O’Neill, 1996;Mackie et al.,2003).

U Oklahomi u SAD 1982. godine izdvojena su tri &alC. trifolii za koje se

smatralo da pripadaju rasi Bllen et al., 1982). Meutim, nakon testa patogenosti je
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utvrdeno da dobijeni izolati pripadaju vr€di destructivum (O'Neill, 1996;Mackie and
[rwin , 1998).

Rasa 4 C. trifolii prvi put je identifikovana u Americi 2003. godine.
Okarakterisan je jedan izolat OH-WA-520, koji seipdlata rase 1 i 2 razlikovao samo
na osnovu simptoma koje izaziva na diferencijalsiontama lucerke. Pokazalo se da
dobijeni izolat ne ispoljava patogenost prema saatéSaranc i Saranc AR, dok za je

sortu Arc virulentanAriss and Rhodes 2007).

2.5. N&ini ostvarivanja infekcije vrsta roda Colletorichum patogenih

za lucerku

Faktori spoljne sredine imaju vaznu ulogu u ostxamju infekcije i razvoju
antraknoznog procesa na biljci dotima. Intenzitet i duzina trajanja padavina,
temperatura vazduha, infekcioni potencijal i digger patogena ziajno uttu na
stepen ispoljenih simptom®@dd et al., 1992). Ustanovljeno je da razvoju bolesti u
poljskim uslovima pogoduju poviSena temperatura 7€) i vlaznost vazduha
(RH~80%), Robertset al.,2001).

Primarni izvori inokuluma u prirodi su billke dodiai sa ispoljenim
simptomima antraknoze i formiranim plodonosnim ldimuama, ali i epifitne i endofitne
forme patogena prisutne na asimptodraim biljnom tkivu (eandro et al., 2001;
DeMarsay and Oudemans2004). Utvdeno je da gljive iz rod€olletotrichum mogu
preziveti na razloZenim biljnim ostacimiddrman and Strandberg,1997).

Osim primarnih doma@na biljke iz spontane flore mogu taie biti zn&ajne u
procesu Sirenja infekcije kao izvor inokuluma. Woglternativnin dom@ana u
bioloskom ciklusu prouzroko¢a antraknoza nije u potpunosti rasvetljena, ali je
poznato da su korovske vrst€uscuta spp. i Arabidopsis thaliana vektori C.
destructiivum u prirodi (Latunde-Dadaet al., 1997).

Sirenje gljivaColletotrichum vrsta naje¥e se ostvaruje uz por&isnih kapi i
vetra (Ntahimpera et al., 1999), a primarnu funkciju u Sirenju infekcije im&onidije
formirane na billkkama donémima sa pegama od antraknoze.

Na povrsini biljke konidije patogen€olletotrichum spp. Klijaju, obrazujéi
specificne strukture—apresorif@a je primarna funkcija mehatki prodor kroz kutikulu

I ostvarivanje infekcije Rerfekt et al., 1999). U rdim sluajevima, proces razgradnje
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kutikule i penetracija patogena u unutrasnjostnbdj tkiva ostvaruje se uz pomo
enzima za degradaciju kutikule-kutinaBailey and Jeger,1992).

Nakon prodora u subkutikularni prostortirea vrsta rod&olletotrichum obavlja
kolonizaciju epidermalnifcelija preko primarnih intracelularnih hifa. U ovejapi
infekcionog procesa nema vidljivih znakova obolgmiti promena na biljci dondanu.
Do nekrozetelija dolazi formiranjem sekundarnih nekrotrofnifah

Patogeni koji na ovaj @& ostvaruju infekciju pripadaju intracelularnim
hemibiotrofima ili fakultativnim biotrofimakim et al., 2004). Drugi tip kolonizacije
biljnog tkiva ostvaruje se isklfivo uz pom& subkutikularnih nekrotrofnih hifa.
Prelazna biotrofna faza kod ovogc¢mea ostvarivanja infekcije ne postoji, a nekroza
¢elija epidermisa i mezofila nastupa brBafley and Jeger,1992).

Latunde-Dada and Lucas (2007) konstatuju da je u interakcijC.
destructivum- domain nage&e zastuplijena hemibiotrofna fazaPareset al. (2005)
navode da se u zavisnosti od biljne vrste moguik@zti cetiri osnovna néna
ostvarivanja infekcije vrst@. trifolii i C. destructivum.

(1) Biotrofni razvoj gljive sa formiranjem apregerina povrSini biljnog tkiva i
primarnih infekcionih hifa u unutrasnjosti epidetmh celija. Sekundarne konidije se
obrazuju direktno iz apresorija i preko njih sevastije dalje Sirenje patogena u prirodi.
Na ovaj ndin u prirodi C. trifolii ostvaruje infekciju na biljkama lucerk8diley and
Jeger,1992).

(2) Subkutikularni nekrotrofni oblik parazitiranga formiranjem apresorije na povrsini
biljnog tkiva i razvojem sekundarnih nekrotrofnilifah neposredno ispod kutikule.
Daljim napredovanjem infekcionog procesa sekunddnife prodiru u unutaelijski
prostor i dovode do nekroze. Na ovajcimaC. trifolii i C. destructivum ostvaruju
infekcije u prirodi Latunde-Dadaet al., 1997).

(3) Hemibiotrofni razvoj gljive sa apresorijom nawvpSini i obrazovanjem primarnih
infekcionih i sekundarnih nekrotrofnih hifa u uragnjosti epidermalnibelija. Ovaj vid
infekcije predstavlja kombinaciju biotrofnog i nekmofnog ndina parazitiranja.C.
destructivum ostvaruje infekciju tako Sto u inicijalnoj biofrmj fazi, unutagelijske
osnovne hife ogradavaju pojedine epidermalnglije, a u sled&j nekrofilnoj fazi,
sekundarne hife napadaju susedmtije, na isti ndin kao kod C. higginsianum
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poreklom sa biljaka familije kupusrja (Brasicaceae) C. linicola poreklom sa lana
(O’Connell et al.,2004;Latunde-Dada and Lucas 2007).

(4) Kombinovani, hemibiotrofni i subkutikularni netrofni oblik parazitiranja sa
formiranjem apresorije na povrsini i obrazovanjarfekcione vezikule u unutrasnjosti
biljnog tkiva. Na ovaj n&n vrste C. truncatum, C. linicola, C. destructivum i C.
higginsianum ostvaruju infekcije biljaka donéaa u prirodi O’Connell et al., 2004,
Latunde-Dada and Lucas,2007).

Za vrsteC. destructivumi C. trifolii, kao prouzrokou&e antraknoze leguminoza,
veoma je zné&jna moguanost ostvarivanja latentnih infekcija u toku vegetaog
perioda. Latentna zaraza predstavlja vid prilEy@nja gljive na prezivljavanje u
nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine. Razvojvglju zelenim biljnim organima
ogranten je usled nedostatka hranljivih i energetskih orav (Wharton and
Uribeondo, 2004). Gljiva-potencijalni patogen prolazi kroeriwd mirovanja u cilju
prevazilazenja tok&nog efekta formiranih fitoaleksina, kao odbrambemi&hanizama
billke dom&ina. Istovremeno usled smanjene produkcije enziekéimesteraze i drugih
koji dovode do degradacije tkiva, izostaje pojavapsoma i vidljiva manifestacija
prisustva patogena. Ovaj vid infekcije jedan je majviSih oblika parazitiranja, s
obzirom da biljka i patogen egzistiraju zajednalagpri tome gljiva ne izaziva promene
na svom domanu.

Sposobnost izazivanja latentne infekcije primam&grakteristika vrsta iz roda
Coalletotrichum (Sinclair, 1999). Eventualna pojava vidljivih simptoma bdtlegmstaje
prelaskom gljive na nekrotrofni oblik parazitiranfao je uslovljeno w@m brojem
faktora. Primarnginioci u procesu transformacije patogena iz bioteoti nekrotrofnu
fazu su povéana temperatura i vlaznost vazduha, kao i hemijsékcije u tkivu biljke
doma&ina (Leandro et al.,2003a, 2003Peres et al.2005).

2.6. Zna&ajne vrste rodaColletotrichum opisane na lucerki u Srbiji

U Srbiji pojava antraknoze lucerke prvi put je debena u julu 1980. godine u
okolini Subotice. Roboti¢ i Klokoé&ar-Smit (1983a) navode da su se gubici u
luceristima kretali do 30%. Préavanjem osetljivosti devet stranih i osam déima

sorti lucerke premeC. trifolii i C. destructivum, utvideno da su skoro sve sorte
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podjednako osetljive, dok su se jedino déansorta Vuka, i strana Liberti, pokazale kao
srednje osetljivéRobotié¢ i sar, 1983b).

Medutium, prisustvo patogen&. trifolii i C. destructivum potvideno je i
narednih godina i na drugim lokalitetim®liliji ¢ i sar. (1986) konstatuju da S€.
trifolii i C. destructivum pojavljuju u Timakoj krajini, Valjevu, UZicu, PoZegiGaiku.

Isto tako,Miliji ¢ i sar. (1984, 1986) registruj. trifolii, Rhizoctonia solani,
Verticillium spp., F. oxysporum f. sp. medicaginis i Alternaria spp.. Ove gljive su
prouzrokovale suSenije i trulez biljaka lucerke.vih izolovanih gljiva najzastupljenija
je bilaC. trifolii u svim ispitivanim lokalitetima.

U istrazivanjimaVasi¢ (2007) koja su sprovedena na viSe lokaliteta ujiSrbi
(Zrenjanin, Aleksinac, KruSevac€uprija, Varvarin) utwteno je prisustvo patogene
gljive C. trifolii. Stete na luceristu se kre do 30%. U ovaj procenat nisu tuaate
Stete koje nastaju u narednoj godini usled gliwenja | propadanja lucerist&¥asic¢ et
al. (2009) prodavajli osetljivostcetiri sorte lucerke: K-28, NS Mediana, Affinity + Z
I Alfagraze prema prouzrokova antraknoze. trifolii, konstantuju zn&jnu osetljivost
istipitivanih genotipova lucerke.

Takade, Vasi¢ et al. (2010) prowtavaju osetljivost pet sorti crvene deteline (K-
39, Manuela, Margot, K-32 i L-50) pren@a trifolii i dolazi do zakljgka da su testirane
sorte crvene deteline veoma osetljive prema prdwxaiu antraknozeVasi¢ et al.
(2011b) PCR metodom identifikovali su izolate saelke koji pripadaju rodu
Colletotrichum. Dobijeni rezultati amplifikacije ukazuju da iztilgposeduju osobine
koje odgovaraju vrsit. trifolii.

Usled nedovoljne praenosti kompleksa vrsta iz rod#&olletotrichum
prouzrokovda antraknoza na lucerki, neophodna su dalja is@maj@ u cilju
rasvetljavanja etiologije ove bolesti, utiranje vrsta koje &estvuju u kompleksu kao i
njihova detaljna karakterizacija, a sve u ciljualazenja adekvatnih mera za njihovo

suzbijanje.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije lmatila su utwiivanje
prisustva i rasprostranjenosti gljiva iz rodzolletotrichum patogena na lucerki
(Medicago sativa L.) u Srbiji. Mada su vrste iz rod@olletotrichum na razléitim
kulturama vé prowavane, o kompleksu vrsta patogenih za lucerku uji Stbma
dovoljno informacija, nar®to o njihovoj varijabilnosti i patogenosti.

Osnovni cilj istrazivanja u okviru ove doktorskesettacije bio je rasvetljavanje
etiologije antraknoze lucerke u Srbiji, identifiacvrsta koje sénjavaju kompleks
prouzrokovaa, kao i pouzdana identifikacija i karakterizacgalovanih gljiva do nivoa
vrste, ispitivanjem patogenih i morfoloskih osobhimagetativne kompatibilnosti, kao i
primenom molekularnin metoda. Razvijanje i primepatokola za molekularnu
identifikaciju prouzrokovéa pruza osnovu za brzu i preciznu identifikacij@oKki
odraefivanje ta&ne taksonomske pozicije prouzrokeésa kroz rekonstrukciju
filogenetskih stabala na osnovu viSe gena dkijih u ispitivanja. Od velikog ztaja je
I to Stoce dobijeni rezultati predstavljati uvod u blizu gatku karakterizaciju, kao i
brzo i lako razlikovanje morfoloski shih izolata i vrsta rodaColletotrichum.
Sekvencioniranje viSe odgovaréiln delova genoma izolata, njihovo dusobno
poreienje i odrdivanje filogenetskog niiodnosa sa drugim izolatima u svetu,
doprinose poznavanju strukture populacije vrstaar@lletotrichum, a kroz to
doprinose razvijanju uspesne strategije suzbijama veoma Stetnih patogena. U ovom
radu je dat pregled vegetativhe kompatibilnosticilju dodatnog determinisanja i
utvrdivanja genetike varijabilnosti viSe izolata u okviru populacijerrsta
Colletotrichum detektovanih u Srhbiji.

Veoma zna&ajan cilj ispitivanja u okvitu ove disertacije bje i odrelivanja
postojanja razéitog nivoa osetljivosti komercijalnih sorti lucerkema prevalentnim
vrstamaColletotrichum spp., kojice se dalje koristiti u programima selekcije lucenke

otpornost.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Prikupljanje poéetnog materijala i izolacija gljiva

Ispitivani izolati u ovom radu, dobijeni su iz obbh biljaka lucerke i crvene
deteline koje su prikupljene u periodu 2005-201@dige. Prikupljanje uzoraka
obavljeno je u glavnim proizvodnim podjuma oba useva na teritoriji Republike Srbije
ukljuéujuéi ukupno 17 lokalitetaCurug, A$anja (juzno W& okrug), Srpska Crnja,
Farkazdin (juzno banatski okrug), Trnavci (niSavekrug), Vranesi (raski okrug),
Banatsko Kardordevo, Aleksandrovo (srednje banatski okrug), Banofgemski
okrug), Markovac (podunavski okrug), Selo Varvaigbilje, Globoder, Bela Voda
(rasinski okrug), Kloka (Sumadijski okrug), Daviday (@injski okrug) i Dobréevo
(pomoravski okrug).

Sakupljanje uzoraka obavljeno je posle prvog otktideom meseca jula, u
poljima lucerke i crvene deteline starosti dve $evigodina. Prilikom prikupljanja
uzoraka obolelih biljaka na terenu uzimani su inilaa simptomima hloroze i uvelih
vrhova povijenih na dole u vidu pastirske kuke. ddk uzimani su uzorci korena i
krune obolelih biljaka. Svi uzorci su stavljani aparne kese i tako dopremani do
fitopatoloSke Laboratorije Instituta za krmno hiljeruSevac. Ukupno je sakupljeno i
analizirano 80 uzoraka.

Izolacija patogena obavljena je sa stabla, koregowata i korena lucerke i
crvene deteline. Po donoSenju uzoraka u laboratadprci su najpre ispirani teéom
vodom, a zatim je primenom standardnih fitopatalo$ketoda vrSena izolacija gljiva.
Delovi stabla, korena i korenovog vrata ispirantekicom vodom 2 h, a zatim igeni
na fragmente duzine 1 cm. Fragmenti stabla siemaa prelazu nekr@mog i zdravog
tkiva, povrsinski dezinfikovani pet minuta u 5%tkasu natrijum hipohlorita (NaOCI)
(14% NaOCI, cat. No. 0221007, Centro-hem, Supeismgrad) i isprani tri puta po
pet minuta u sterilnoj destilovanoj vodi. Fragmesuipreneti na sterilan filter papir, da
se odstrani viSak #eosti i postavljeni na hranljivu podlogu. Za izajacpatogena
koris¢ena je podloga krompir dekstrozni agar (potato rdset agar, PDA) oplemenjen
sa 300 pl/I gentamicin sulfata. Ova podloga jernengjena od 200 g krompira, 17-20 g
dekstroze (dectrose, Torlak, Institut za imunolagijvirusologiju, Beograd), 17-20 g

agara (agar-agar, Torlak, Institut za imunologijuvifusologiju, Beograd) i 1 |
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destilovane vodeDhingra and Sinclair, 1995). Zasejane Petri kutije inkubirane su u
termostatu na temperaturi od 24+2°C, u mraku dovajaz kolonija gljiva oko

fragmenata.

4.2. Dobijanje ¢istih kultura, monosporijalnih izolata i njihovo ¢uvanje

Izdvajanjecistih kultura gljiva koje su se razvile prilikomatacije iz razléitih
bilinih delova izvrSeno je presejavanjem fragmenptalloge i kolonije na svezu
podlogu, 3-5 dana posle zasejavanja. Za presegwatgbrane su kolonije koje su po
mikroskopskim osobinama formiranja kolonije odga@tar opisu kolonijama koje
formiraju vrste rodaColletotrichum. Nakon izdvajanja kultura svih izolata pristupsle
dobijanju monosporijalnih izolata koji su kai@hi za dalja ispitivanja.

Monosporijalni izolati ispitivanih gljiva dobijensu odZ¢istih kultura starih 7
dana odgajenih na PDA u termostatu pri temperatdriod 24+2°C, u mraku. U
razvijeneciste kulture gljiva za dobijanje monosporijalnitoliata, dodato je oko 10 ml
sterilne vode i blagim trljanjem staklenim Siggn izvrSeno je osloldanje micelije i
konidija od podloge. Tako dobijena suspenzijaifdtra je, u sterilnim uslovima kroz
dva sloja gaze, da bi se odstranila micelija, dzema u nekoliko koraka po 10 puta i
od svakog razdenja odvajan je po 1ml suspenzije konidija i zaseja vodeni agar
(WA, water agar). Vodeni agar pripreman je od 1¢mra i 1l destilovane vode
(Dhingra and Sinclair, 1995). Nakon inkubacije u trajanju od 4-6 sati,
mikroskopiranjem su obelezene i izdvojene pojethieaproklijale konidije svakog
izolata, a zatim prebacivane na svezu PDA. Inkyhaei obavljena na 24+2°C, u
mraku. Razvojem ovako presejanih pojedmh klijalih konidija dobijeno je viSe
monosporijanih kultura od svakog pojedinag izolata. Dobijeni monosporijalni izolati
presejani su u epruvete sa zakoSenom PDA i gajdan@ u termostatu na“5 Nakon
odgovarajdeg razvoja izolata na zakoSenoj PDA podlozi, epengi pakovane u
plastEne kese Euvane u frizideru na°€ u vidu kolekcije. Ponovno presejavanje ovako

formirane kolekcije izolata obavljano je svakih ésaci.
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4.3. I1zbor izolata za dalja istrazivanja

Nakon dobijanja izolat&olletotrichum spp. iz biljaka sa simptomima u polju,
svi izolati su izdvojeni u vidu monosporijalnih kula i njihova patogenost proverena je
tako Sto je suspenzija konidija nanoSena prskamarklijance lucerkeMould et al.,
1992). Klijanci lucerke odgajeni su u staklenikstltuta za krmno bilje u KruSevcu i u
fazi razvoja 3-4 lista, prskani su suspenzijom ap@woncentracije 10 konidija/ml).
Suspenzija konidija pripremljena je od kultura $tat0 dana, odgajenih na PDA, u
mraku pri temperaturi od 26. U razvijene kolonije nalivena je potrebna Ekmla
sterilne vode i micelija je odvajana od podlogekletaim Staptem u cilju oslobdanja
formiranih konidija. Koncentracija dobijene susp@nzkonidija odrdivana je i
podeSavana na zeljenu koncentraciju hemocitomelako preportuje Muntanola-
Cvetkovi¢ (1987).

Inokulisane biljke odrzavane su u uslovima staldaniU cilju obezbéenja
uslova povisene vilaznosti, bilike su po inokulappkrivene plastinim kesama koje su
2 dana nakon inokulacije uklonjene. Pojava simptgroamatrana je dve nedelje od
inokulacije. Sa biljaka na kojima su se razvili piomi, izvrSena je reizolacija i
dobijene su monosporijalne kulture reizolata kasgem istih metoda kao pri izolaciji.
Dalji rad nastavljen je sa reizolatima.

Nakon potvdivanja njihove patogenosti na Klijancima lucerkeistopilo se
izboru izolatacije ¢e osobine biti detaljnije préavane i na osnovdega ¢e biti
obavljena njihova identifikacija. 1zolati su grugis prema osnovnim morfoloSkim
kriterijumima (izgledu i boji kolonije, brzini posta na PDA podlozi i obliku konidija).
Za dalja ispitivanja patogenih, morfoloskih, mol&kaih osobina i vegetativhe
kompatibilnosti ukupno je odabrano 18 izol&alletotrichum spp. razkitog porekla
(tabela 1).
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Tabela 1 Pregled izolata vrsta iz rodlletotrichum odabranih za dalja istrazivanja

Lokaliteti Okruzi Godina Bilika Sorte Oznaka
izola. dom&in izolata

Kobilje Rasinski okrug 2005. Lucerka K-23 Coll-3

S. Varvarin Rasinski okrug 2005. Lucerka K-28 Coll-4

VraneSi Raski okrug 2005. Lucerka K-28 Coll-8

Globoder Rasinski okrug 2005. Lucerka K-28 Coll-9
B. Voda Rasinski okrug 2006. Lucerka K-28 Coll-10
B.Karaiordev Srednje banatskiokrug| 2006. Lucerka Mediana | Coll-11
Trnavci NiSki okrug 2007. Lucerka K-23 Coll-18
Dolovo Podunavski okrug 2008. Lucerka K-28 Coll-29
Aleksandrovo Srednje banatskiokrug| 2008. Lucerka K-28 Coll-32
Farkazdin JuzZno banatski okrug | 2009. Lucerka K-28 Coll-35
Kloka Sumadijski okrug 20009. Lucerka K-23 Coll-37
Markovac Podunavski okrug 20009. Lucerka K-28 Coll-38
Srpska Crnja Juzno banatski okrug | 2009. Lucerka K-28 Coll-44
Dobricevo Pomoravski okrug 2010. Lucerka K-23 Coll-48
Davidovac Pcinjski okrug 2010. Lucerka K-28 Coll-68
Curug Juzno baki okrug 2010. Lucerka Mediana | Coll-75
ASanja Juzno baki okrug 2010. | C. detelina K-39 Coll-AS
Banovci Sremski okrug 2010. | C. detelina K-39 Coll-Bk

U komparativna protavanja uklj¢ena su i tri referentna izolat&. trifolii (C-
82-2 rasa 1) (kolekcija INRA, Institut National teRecherche Agronomique, France),
C. trifolii (CBS 158.83) (kolekcija CBS Culture Collection Ffingi, Yeast, Bacteria,
Plasmids and Phages, NetherlandS)destructivum (CC657) (Poljoprivredni institut dr
Petar Drezdi, Sremska Mitrovica, nabavljen iz kolekcije CBS @u¢ Collection of

Fungi, Yeast, Bacteria, Plasmids and Phages, Natits).

4.4. Prowavanje uporednih patogenih osobina izolataColletotrichum

spp. sa lucerke

U cilju utvrdivanja detaljnijih patogenih osobina 18 odabranibnosporijalnih
izolata dobijenih iz zarazenog stabla lucerke ieoes deteline utkene su veStke
inokulacije biljke doméina. Odrdivanje patogenosti odabranih izolata obavljeno je
primenom dve metode inokulacijam klijanaca luceukPetri kutiji Chi et al. (1964),
kao i inokulacijom is€aka korena lucerkeK¢njaja , 2005). Oba testa sprovedena su u
in vitro uslovima, u cilju odréivanja pogodnijeg. Takie, u oba testa kao test biljka
koris¢ena je lucerka sorta K-28, iz Instituta za krmngpKruSevac.

Inokulacija korena Klijanca Prvi n&in provere patogenosti obavljen je

inokulacijom korena klijanca lucerke. Seme lucgk@rvo povrsinski dezinfikovano u
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95 % etanolu u trajanju od 10 sekundi, zatim uvast 7 % natrijum hipohlorita u
trajanju 10 minuta, isprano u sterilnoj vodi i puésno na sobnoj temperaturi. dak
kolonije prowavanog izolata pt@ika 5 mnf, starosti 10 dana, postavljen je u centar
Petri kutije sa PDA podlogom. Oko &séa kolonije na rastojanju od 2 cm u fm&u,
raspordeno je 15 semena lucerke. Potom su Petri kutjgbimane pri temperaturi od
25°C. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Dvaaaosle zasejavanja ispitivani izolati
formirali su primarni koren. Sterilnom pincetomijrparni korenovi raspotkni su tako
da im vrhovi dodiruju ivicu kolonije gljive. Kao gativna kontrola posluzilo je seme
lucerke postavljeno na podlogu bez inokuluma. Nak@rdana, od postavljanja ogleda
ocenjivan je stepen patogenosti (virulentnostijateovizuelnim pregledom nekrétiih
povrSina prema skali:

- avirulentan - nema nekretiih povrSina na korenu;

+ slabo virulentan - nekroza pri vrhu korena,

++ srednje virulentan - koren i prizemni deo staf@asu nekrotirani, dok su liske
u gornjem delu stabaoca nisu zaterd nekrozom ili micelijom gljive;

+++ jaka virulentnost - koren, stabaoca i liskeotppnosti zahwgeni nekrozom
ili micelijom gljive, a u nekim sléajevima doslo je do tzv. "topljenja” klijanaca.

Inokulacija is¢aka korena lucerkeU drugom testu patogenosti kae#i su

fragmenti korena zdravih biljaka lucerke. Seme ilkeeposejano je u plaste
kontejnere dubine 5 cm u sterilni supstrat 1 (KlasmviSenamenski supstrat za setvu)
i gajeno u uslovima staklenika. U vreme inokulabijgke su bile starosti 7 nedelja.

Korenovi su prvo dobro oprani pod mlazéesmenske vode kako bi se uklonile
cestice supstrata sa njihove povrSine. Zatim sulister ziletom is&eni na fragmente
duzine 1.5 cm. Iseni fragmenti povrSinski su dezinfikovani u 5 %tvasu natrijum
hipohlorita u trajanju 5 minuta, isprani u sterjinadi, viSak ténosti je uklonjen i
fragmenti korena su zabodeni u kulture ispitivaziblata starih 10 dana, odgajene na
PDA pri temperaturi od 25°C, u mraku. Postavljeea@ 10 isgaka korena po svakom
izolatu. Ogled je izveden u 3 ponavljanja. Zasejae#i kutije inkubirane su na sobnoj
temperaturi od 21-25°C.

Posle 8 dana od zasejavanja merena je duzina rmekizaizduznom preseku
isetaka korena. Sa korenova na kojima su se razvilpimi, izvrSena je reizolacija

koris¢enjem istih metoda kao pri izolaciji.
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Rezultati dobijeni u drugom testu patogenosti istigki su obraeni
jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) po patpuslicajnom planu sa po 30
isetaka po izolatu, odnosno tri ponavljanja. Zaaosti razlika izméu pojedinih

vrednosti podataka utdene su kori@&njem Duncan-ovog testa, jp0.05.

4.5. Prowtavanje eksperimentalnog kruga domaéina ispitivanih izolata
Colletotrichum spp.

Inokulacijama u kontrolisanim uslovima ispitivajea patogenost pr@avanih
izolata Colletotrichum spp. prema razliitim biljnim vrstama, odnosno odtivan je
eksperimentalni niz dondma. U tu svrhu inokulisano je ukupno 15 biljnirsta iz 6
botantkih familija:

- Fam. Fabaceae: lucerkdddicago sativa L.), crvena detelinaTgifolium
repens L.), Zuti zvezdan L(otus corniculatus L.), grahorica Vicia sativa L.), pasulj
(Phaseolus wulgaris L.), grasak Pisum sativum L.), soja Glycine hispida Max.) i
esparzeta@nobrychis sativa Lam.);

- Fam. Brassicaceae: perkgréssica napus L.);

- Fam.Poaceae: ntgi rep (Phleum pretense L.), jeZevica Dactylis glomerata
L.) i bela rosuljaAgrostisalba L.);

- Fam. Solanaceae paprikaapsicum annuum L.);

- Fam. Convolvulaceae popond&o(ivolvulus arvensisL.) i

- Fam. Linaceae lar.{(num usitatissimum L.).

U ogled je ukljgeno po deset biljaka lucerke, Zutog zvezdana, erdsteline,
soje, graska, pasulja, poponca, lana, grahoriqgereste, perka i paprike, po izolatu.
Biljke su inokulisane ubodom i nanoSenjem delovi@hige ispitivanih izolata na mesto
uboda. Pre inokulacije biljke su sterilisane prg&an stabala 96% etil alkoholom u
trajanju od jednog minuta, a zatim su pa@wmapric boce isprane sterilnom vodom.
Nakon inokulacije, biljke su drZane u vlaznoj komua temperaturi od 28 u periodu
od 72 sata, u uslovima stalnog mraka. Kao kontiaaiscene su ozléene, ali
neinokulisane biljke, koje su drzane u istim ushoai

Po deset biljaka po izolatu ®igg repa, jeZzevice, bele rosulje je inokulisano
prskanjem suspenzijom spora testiranih izolata ncéntraciji 4-6x16 konidija/ml
(Mould et al., 1992). Koncentracija konidija je odiena poméu hemocitometra po
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Tomu. Biljke starosti 6-7 nedelja su pre inokulagjokoSene, a nakon toga prskane
suspenzijom konidija ispitivanih izolata.

Za ovaj ogled kori&no je osam izolata i to: Coll-4 koji je okaraksam kacoC.
trifolii i referentni izolat CBS 158.83 i izolati Coll-8, 68, Coll-18, Coll-48, Coll-68 i
Coll-75 koji su okarakterisani ka®. destructivum i njihov kontrolni izolat CC657.

Osim ovih izolata kori&n je i izolat Coll-44, koji po svojim morfolosSkim
osobinama ne odgovara ni jednoj od napred navedasia. Izolati su odabrani na
osnovu njihovih morfoloskih karakteristika. Sve kotacije su obavljene inokulumom
iz kultura gljiva starih deset dana i odgajenih PRA podlozi. Nastanak promena
praten je svakodnevno, u trajanju od 15 dana.

4.6. Prouwtavanje morfoloskih odlika odabranih izolata Colletotrichum
spp.

Prowavane su makroskopske i mikroskopske morfoloSkkedleset odabranih
izolata (Coll-4, CBS158.83, Coll- 8, Coll-9, Col8,1Coll- 48, Coll-68, Coll-75, CC657
i Coll-44). Makroskopski pregled podrazumevao jeisopsnovnih karakteristika
kolonija (izgled, boja i zoniranost lica i ngha kulture)(Muntanola-Cvetkovié¢, 1987).

Od mikroskopskih morfoloSkih karakteristika ptawani su vegetativni organi
(micelija, apresorija), reproduktivni organi anamaofkonidija, acervula, konidiofora) i
reproduktivni organi teleomorfa (peritecija, askaskospora).

4.6.1. Makroskopske morfolosSke odlike

Makroskopske morfoloSke odlike 10 odabranih izol&talletotrichum spp.
prowavane su na PDA podlozi, prema met@&dixteret et al. (1983). Posmatran je
izgled, boja i zoniranost lica i naja kulture. Protavanje morfologije vegetativnih
organa, obuhvatilo je pfanje razvoja i ocenu fenotipskih karakteristika ckoja
Coalletotrichum spp. na PDA podlozi kao i vreme sporulacije i faanje tvorevina za
razmnoZzavanje.

Na PDA podlozi protavan je izgled, struktura, boja i porast micelgpiiivanih
izolataColletotrichum spp. Zasejavanje préavanih izolata gljive na podloge vrseno je

asepttnim nanoSenjem okruglih fragmenata kolordijstih kultura prodavanih izolata
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precnika 10 mm, u centar Petri kutija potuwokopljaste igle. Zasejane Petri kutije

potom su gajene u termostatu na temperaturi 6@ 2%z prisustva svetlosti.

4.6.2. Mikroskopske odlike ispitivanih izolata

Mikroskopske morfoloSke odlike odabranih izolaolletotrichum spp.
prowavane su na podlogama PDA i CLA prema metBdixteret et al. (1983),
posmatranjem pod svetlosnim mikroskopom izgleda hifreproduktivnih organa
parazita. Privremeni mikroskopski preparati pripsgmsu nanoSenjem fragmenata
micelije u kap destilovane vode na povrSinu prediwgtstakla. Na taj g&n nanet
materijal je prekriven pokrovnom ljuspicom i naktoga mikroskopiran. Podloga sa
fragmentima lista karanfila (Carnation Leaf-piecgaf CLA), pripremljena je od 20
grama agara i 1000 ml destilovane vode, u kojwopatpo jedan fragment lista karanfila
na 2 ml podlogeWaller et al. 1998).

Prowavanje izgleda hifa obavljeno je prema metBdkteret et al. (1983), na
PDA podlozi i u viséoj kapi na predmetnom staklu po metdthwksworth (1974).
Metoda poHawksworth (1974) podrazumeva nanoSenje nekoliko kapi korkdijs
suspenzije konidija na sterilne mikroskopsketige. Pl@&ice su tokom 5 dana drzane u
Petri kutijama, koje su sluzile kao vlazne komomnaekon ¢ega je formiranje hifa
posmatrano pod mikroskopom.

Kod morfoloskih karakteristika plodonosnog tela eemule, prodavani su
izgled, dimenzije i n&n njihovog formiranja na prirodnom supstratu (@ekt
inokulisanim billkama lucerke), kao i na kulturargajenim na PDA Baxter et al.,
1983). Veltina konidiomate odrena je merenjem p¥rika (10 potpuno formiranih
acervula na PDA) i izenavanjem prosaih vrednosti. Prisustvo ili odsustvo seta u
kulturi ili acervulama odrdeno je prema metodmith and Black (1990), posmatranjem
pomdaiu svetlosnog mikroskopa 7 do 10 dana starih kyltwlaset potavanih izolata
gajenih na PDA i podlozi od karanfila CLA.

Kod odabranih izolataColletotrichum spp. prodavani su oblik i dimenzije
konidija. Prodavanje oblika konidija obavljeno je tako Sto jekaltura ispitivanih
izolata starih 10 dana posmatrano po 30 potpundgjeaih slitajno izabranih konidija
koje su, na osnovu oblika, prensamith and Black (1990), svrstane u jednu od ftri

grupe: 1) cilindrine, zaobljene na oba kraja; 2) ciliraee, suzene na jednom kraju i
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zaobljene na drugom kraju, i 3) elipsoidne, suzemema vrhovima oba kraja
(‘fusiformne).

Proséne dimenzije konidija oddene su merenjem duzine i Sirine 30¢ajno
izabranih konidija protavanih izolata, gajenih na PDA, poénosvetlosnog mikroskopa
(Olimpus CX41) pri ukupnom direktnom wsanju 400x. Dobijeni rezultati statigki su
obraieni jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) patguino slkkajnom planu sa
po 30 konidija po izolatu. Zgajnosti razlike izméu pojedinih vrednosti podataka
utvrdene su kori&njem Duncan-ovog testa, pri p=0.05.

MorfoloSke karakteristike apresorija protavanih izolata oddene su
koris¢enjem modifikovane metoddawksworth (1974), koja podrazumeva stavljanje
kapi ohlatenog vodenog agara (WA) na sterilne mikroskopsk®iqg# i nanoSenje
nekoliko kapi suspenzije konidija svakog pfavanog izolata na podlogu. Preko ovako
zasejane podloge postavljena je sterilna ljuspiakg da su pléice tokom 5 dana
drzane u Petri kutijama, koje su sluZile kao vlakoeore, nakortega je formiranje
apresorija u dodiru sa ljuspicom posmatrano podraskopom. Kod 10 odabranih
izolata Colletotrichum spp. prodavani su oblik, boja i dimenzije apresorija.
Posmatrano je i mereno 25 apresorija po izolatus\Zki izolat izrdunate su prosee

dimenzije apresorija.

4.6.3. Formiranje teleomorfnog stadijuma

Za pr&enje formiranja teleomorfnog stadijuma 10 pf@anih izolata
Colletotrichum spp. gajeno je na PDA. Kulture su gajene na teatperod 25°C pri
smeni dana i n®, a formiranje peritecija je posmatrano u tri reter nakon 30 dana,
nakon 6 meseci i nakon 12 meseci. Kulture gljieananjene posmatranju nakon 6 i 12
meseci,cuvane su u staklenim Petri kutijama @@ré&a 100mm) u koje je naliveno po
40 ml podloge. Petri kutije su u debljem sloju obbame parafilm trakom &uvane u

termostatu na temperaturi od 25°C. Ogled je postiawl 10 ponavljanja.

4.7. Molekularna detekcija i identifikacija
Detekcija i deliméina molekularna karakterizacija ispitivanih izolata
Colletotrichum spp. obavljena je na osnovu dganjihovog genoma primenom metode

lancane reakcije polimeraze (polymerase chain reacti®@R). Ispitivani izolati
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odgajeni su po proceduri za ekstrakciju DNK, izma&ge ekstrakcija njihove DNK,
primenjen je PCR sa tri para prajmera, obavljenaijeelizacija dobijenih produkata
elektroforetskim razdvajanjem u agaroznom geluhijéni produkti su sekvencionirani.
Takaie primenjen je i testiran protocol za brzu detekcijrsta u okviru roda
Colletotrichum  korisenjem RFLP metode (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), gde su PCR proizvodi podvrgnuti dige sa dve kombinacije
restrikcionih enzima.

Za molekularnu identifikaciju odabran je ukupno @bnosporijalni izolat od
toga je 18 izolat&olletotrichum spp. poreklom iz Srbije: Coll-3, Coll-4, Coll-8, 8,
Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-32, Colls3 Coll-37, Coll-38, Coll-44, Coll-48,
Coll-AS, Coll-BK, Coll-68, Coll-75, i tri referentnizolata CC657C. destructivum), C-
86-2 (C. trifolii) i CBS158.83 C. trifalii).

4.7.1. Ekstrakcija DNK

Kolonije ispitivanih izolata gajene su nha PDA u kuapri temperaturi od 25°C u
trajanju od 7 dana. Ekstrakcija DNK je dema po metodi koju su opisdhay and
Shattock (1997). U prvom koraku, micelije ispitivanih izolata stem Spatulom je
nagrebana sa povrsine podloge i hanete u 2.0 ndetda ténim azotom. Po isparenju
tetnog azota, u tubicu je naliveno 8QD2% CTAB pufera i inkubirano 1 h na 65°C.
Tokom inkubacije, na svakih 15 min sadrzaj tubecsnazno prondkan.

Po inkubaciji, u svaku mikrotubu naliveno je 8dthloroforma i vorteksovano, a
zatim centrifugirano 10 min na 11 000 rpm u ceagifna 4°C (centrifuga Eppendorf
5804 R, Nemé&ka). Dobijeni supernatant (oko 7@0 pipetiranjem je prek#n u novu
1.5 ml tubicu, dodato je 0.6 zapremine (oko 4@0izopropanola i centrifugirano 15
min na 11 000 rpm na 4°C. Po centrifugiranju, soagmt je pazljivo odliven i tubice
su isprane sa 1 ml ledeno-hladnog 70% etanola.r@teomikrotube su ostavljene 10-
15 min na sobnoj temperaturi. Po suSenju, DNK takxyspendovan je u 1Q0 TE

pufera.
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4.7.2. Lartana reakcija polimeraze (Polymerase Chain ReactioRCR)

Za detekciju ispitivanih izolat&olletotrichum spp. primenjena je PCR metoda sa
tri para prajmera: ITS1-ITS4 koji umnozavaju ITSjicem rDNK Eucariota, GSF1-
GSR1 koji omogeava amplifikaciju dela gena za glutamin sinteta@%) i GDF1-
GDR1 amplifikuje fragment koji obuhvata region onrgena za gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenazu (GPDH). U tabeli 2. navedene su selevprajmera i @&kivane veliine
amplikona korigenih prajmera.

Univerzalni prajmeri ITS1-ITS4 . Ovaj par univerzalnih prajmera omdgwa

umnozavanje i kasnije sekvencioniranje ITS reginbhezomalne DNK Eucariota koji
obuhvata ITS1, ITS2 i 5.8S rDNK gen. ITS region isoko varijabilan izméu
razlicitih vrsta i sa druge strane konzervativan na niveste i kod mnogih rodova
fitopatogenih gljiva koristi se za identifikacijufilogenetske analize. Kako je ITS1-
ITS4 par prajmera koji moze da amplifikuje ITS m@gisvih Eucariota, moze da se
koristi za proveru uspesSnosti ekstrakcije DNK ispihih izolata Freeman et al.,
2000a).

Tabela 2 Pregled prajmera primenjenih za detekciju i idiatciju Colletotrichum

spp.
Cillana | Naziv Velicina
sekvenca prajmera Sekvence 5’-3’ fragment| Literani izvor
a
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG | ~495 bp| ' reeman et
al. (2000a)
ITS Freeman et
Eucariota| ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC | ~495 bp
al. (2000a)
Liu et al.
GSF1 ATGGCCGATACATCTGG ~900bp| 5007,
GS | Gsr1 GAACCGTCGAAGTTCCAC ~900 bp "Egoeg;;"
GDF1 | GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA | ~200 bp "Egoeg;;"
GPDH | GDR1 | GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT ~200 bp Légoe(;?"’;"

Pripremanje PCR miksapremine 25 pl koji je sadrzao: 2,5ul 10xPCR bulffer,
0,5 ul 10mM dNTPs, 2ul 25mM MgCh, 15,4l sdH0, 0,2ul (5U/ ul) rTag DNA
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Polymerase (GE Healthcare, Velika Britanija), p2ul 10 mM ITS1 i ITS4 pgmera i
2 ul ciljane DNK.

PCR amplifikacija dobijenihuzoraka izvedena je u termosajkleru Tpersonal,
(Biometra, Germany) prema sléden programu:

- Pcatetna denaturacija na 94°C u trajanju od 5 minuta.

- 30 ciklusa (denaturacija na 94°C u trajanju od 4%ezivanje prajmera na

52°C u trajanju od 45 s i izduZivanje prajmera 8&C7u trajanju od 1 min)
- Finalno izduzivanje na 72°C u trajanju od 5 min.
Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka pkatl @ekivane vekine od
oko 495bp.

Par prajmera GSF1-GSR1koji omogwava amplifikaciju dela gena za glutamin

sintetazu (GS), odnosno koji umnoZzava fragment lawl @0 bp koji obuhvata region
introna ovog gena (tabela 3). Odabrani genski regiokazuje visok polimorfizam
sekvenci izméu blisko srodnih vrsta, tj. sekvenca ovog dela gem@matra se visoko
informativnom na nivou vrste za ceo r@uolletotrichum (Liu et al., 2007;Cai et al.,
2009).

Par prajmera GDF1-GDR1 amplifikuje fragment od oko 200 bp koji obuhvata
region intron gena za gliceraldehid-3-fosfat detggmazu (GPDH) (tabela 3). Ovi

prajmeri omogdavaju amplifikaciju introma gena za gliceraldehid-fbsfat
dehidrogenazu (GPHD). Ovaj region smatra se visofa@mativnim za vrste u okviru
rodaColletotrichum (Liu et al., 2007;Cai et al.,2009;Cannon et al., 2012;Damm et
al., 2012a, 2012b).

Amplifikacija je obavljena sa PCR miksompzemine 25 pl koji je sadrzao: 2,5
ul 10xPCR buffer, 2,51 2,5mM dNTPs, 1,5 25mM MgCh, 15,75ul sdH,0, 0,25l
(5U/ ) rTag DNA Polymerase (GE Healthcare, Velika Brifa), po 0,25ul 10 mM
prajmera (GDF1-GDRL1 ili GSF1-GSR1) i @l DNK.

PCR amplifikacijauzoraka je izvedena u termosajkleru Tpersonal, Bica
Nemaka prema sledem programu:

- Pcatetna denaturacija na 94°C u trajanju od 1 minut

- 30 ciklusa (denaturacija na 94°C u trajanju od h;rmaezivanje prajmera na

60°C u trajanju od 1 min i elongacija prajmera 2a7u trajanju od 1,5 min)

- Finalna elongacija na 72°C u trajanju od 5 min.
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Kao negativha kontrola u svim PCR reakcijama sanskori&enim prajmerima
upotrebliena je PCR clean voda (PCR smeSa sa RiNmserodom), tako Sto je
pripremljena reakciona smeSa na isttingkao za uzorke a potom je umesto ciljane
DNK uzorka dodata PCHsta voda.

4.7.3. Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakge

Analiza dobijenih PCR proizvoda diena je nakon elektroforetskog razdvajanja
dobijenih produkata u 1,5% agaroznom gelu i 0,5XETBuferu. Agarozni gel
pripremljen je rastvaranjem odgovarggukolicine agaroze (USB Corporation, SAD) u
0,5X TBE puferu i zagrevanjem do temperature ddjpya u mikrotalasnoj pgeici.
Nakon kratkog hldenja, gel je razliven u kalupe aparata za horizoatalektroforezu
(Hoefer, SAD). U gel je uronjetesalj postavljanjem u odgovarégulezista kalupa. Po
ocvr&tivanju gela c¢eSalj je izvden i1 kalup sa gelom je postavlen u aparat za
elektroforezu. U aparat je nasut 0,5X TBE pufendma kada je gel potpuno potopljen
u pufer.

Pre unoSenja Qul svakog uzorka je pomeSano sa lj5boje za nalivanje
(Loading dye, MBI fermentas, Lithuania). Pri eleiftrezi kori€en je marker 100 bp
ladder (Amersham Biosciences, SAD), radi ddrenja veltine produkata potkEnjem
sa @ekivanom vekiinom DNK fragmenata markera.

Elektroforeza je obavljena pri naponu od 100 V k80 minuta. Bojenje je
uraieno potapanjem agaroznog gela u@bnl rastvora etidijum-bromida u trajanju od
15 minuta. Amplifikovani fragmenti u gelu posmairan pod UV svetlom pondo

transiluminatora (Biometra, UK).

4.7.4. Sekvencioniranje dela genoma odabranih izdta

Za sekvencioniranje ra#ltih delova genoma odabrano je 12 izolata. Za
sekvencioniranja fragmenta koji obuhvata ITS1, ITiS2.8S rDNK region genoma
odabrano je 5 izolata: Coll-44, Coll-48, Coll-1&IE75 | CC657. Za sekvencioniranje
fragmenta koji je umnozen setom prajmera GSF1-G&dRibrano je 4 izolata: Coll-4,
Coll-9, Coll-68 i Coll-AS. Za sekvencioniranje fragnta koji je umnoZen parom
prajmera GDF1-GDR1 odabrano je 8 izolata: Coll-dll<CO0, Coll-29, Coll-32, Coll-48,
Coll-68, Coll-75i Coll-44.
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Nakon PCR umnozavanja i dobijanja jednog amplikoeza nespeciénih traka,
svi dobijeni amplikoni poslati su na usluzno seloieniranje u Macrogenu
(Amsterdam, Holandija Evropa). Sekvencioniranjehavljeno sa istim prajmerima kao
i PCR amplifikacija, a obavljeno je u oba pravcalirpovéanja sigurnosti dobijene

reakcije.

4.7.5. Molekularna identifikacija i karakterizacija

Molekularna identifikacija odabranih izolatolletotrichum spp., poreklom iz
Srbije obavljena je, nakon sekvencioniranja tri leakna dela genoma, viSestrukim
uparivanjem sa sekvencama drugih gljiva dostupnilGenBank bazi podataka i
proratunom genetike slicnosti. Nakon dobijanja sekvenci gena za GS (Co(dl)-9,
Coll-18 i Coll-AS), sekvenci ITS genomnog regiotetiri ispitivana izolata (Coll-44,
Coll-48, Coll-68, Coll-75 i CC657) i osam ispitivinzolata (Coll-4, Coll-10, Coll-29,
Coll-32, Coll-44, Coll-48, Coll-68 i Coll-75) za geGPDH, kao i njihova obrade,
medusobno su upodivane sa odgovaraiim sekvencama koje su dostupne u
internacionalnoj GenBank bazi podataka (Nationalnt®e for Biotechnology
Information, NCBI, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Nakon dobijanja sekvenci odabranih izolata vrsteobuaiene u programu
Bioedit sequence alignment editor (version 7.0.842)1, 1999). Nakon toga primenom
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizeviSestrukim poréenjem
dobijenih sekvenci sa dostupnim sekvencama odgpsdnagenomnih delova u
GenBank bazi podataka potuw CLUSTAL W programa Thompson et al., 1994),
obavljena je potvrda identifikacije dobijenin sekee Za prordun genetike
udaljenosti i najviSi stepen nukleotidne ¢sbbsti i metiusobno poréenje sekvenci
izolata iz Srbije kao i njihovo podenje sa izolatima iz drugih delova sveta
deponovanih u GenBank bazu podataka, upotrebljasofigerski paket MEGA verzija
5.0. (Tamura et al., 2011). Proréun je obavljen nakon trimovanja svih sekvenci na
duzinu najkrae.

Filogenetska stabla rekonstruisana su pamoodgovarajiih metoda
koris¢enjem distance-matrix metode (neighbor-joining J,NJza proveru pouzdanosti

rekonstruisanog filogenetskog stabla sprovedegstrap test od 1000 ponavljanja.
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Dalja molekularna karakterizacija ispitivanih izialaobavljena rekonstrukcijom
filogenetskih stabala koja pokazuju evolutivhu doygovezanost ispitivanih izolata
Colletotrichum vrsta iz Srbije sa izolatima iz drugih delova svet

Filogenetska analiza vrsta u oviru ro@alletotrichum obavljena je na osnovu
kombinacije DNK sekvenci ITS regiona. Za ova is@tja odabrane su sekvence
izolata koje su identifikovane ka®. destructivum Coll-48, Coll-68, Coll-75, CC657 i
izolat Colletotrichum sp. takson Coll-44 identifikovan do nivoa rodalogenetsko
stablo rekonstruisano na osnovu DNK sekvenci IT@ore uklj&ilo je 33 izolata
razlicitih vrsta iz rodaColletotrichum, poreklom iz raztiitih delova sveta. Kor&njem
Maximum Parsimony metode konstruisano je filogekeetstablo, integrisano unutar
programa MEGA verzija 5.0 i bootstrap analize sa0lfonavljanja.

Za filogenetsku analizu sekvenci regiona intronmagea GS, odabrane su
sekvence izolata identifikovanog k@otrifolii Coll-4 i sekvence izolata Coll-9, Coll-18
I Coll-AS identifikovanih kaoC. destructivum. Uporeiivanje je vrSeno sa 25 dostupnih
sekvenciColletotrichum vrsta (iu et al., 2007). Filogenetsko stablo konstruisano je
koris¢enjem Maximum Parsimony metode, integrisane urpriagrama MEGA verzija
5.0 i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja.

Upotrebom softverskog prograna MEGA verzija 5Tarura et al., 2011),
obavljena je Maximum Parsimony filogenetska analeggon intron gena za GPDH. Za
ova istrazivanja odabrane su sekvence izolata Iiplicoll-29, Coll-32, Coll-48, Coll-
68, Coll-75 identifikovanih kacC. destructivum, izolat Coll-4 identifikovan kacC.
trifolii i izolat Colletotrichum sp. Coll-44 takson identifikovan do nivoa roda. Za
filogenetsku analizu na osnovu sekvenci regionaiva gena za GPDH ukfjano je 34
sekvence izolata vrsta roolletotrichum, poreklom iz razlitih delova svetal(ju et
al., 2007).

4.7.6. Detekcija i identifkacija primenom PCR-RFLP

PCR produkti reakcije sa parom prajmera GSF1-GSRlje dsu analizirani
digestijom sa restrikcionim enzimima u cilju sp&sie detekcije na osnovu speéiiih
profila koje formiraju raztiite vrste Liu et al., 2007). Primenom metode PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR zrodi tretirani su sa dve
kombinacije restrikcionih enzima: (&indlll + Hinfl + Haelll i (b) Hindlll + Hinfl +
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Mspl. PCR produktima u zapremini od 2bdodato je 2ul 10x Fast Digest Buffer-a i
po 1 ul svakog od tri restrikciona enzima u obe kombijgacikljucene u ispitivanja.
Dobijena meSavina inkubirana je u termosajkler8nzC u trajanju od 60 min. RFLP-
PCR proizvodi analizirani su elektroforezom u 5%iglasilamidnom gelu na 150 V
tokom 2,5 sata i bojenjem srebro-nitratom po metS8dhumacher et al.(1986).
Elektroforeza je uiena u aparatu za vertikalnu elektroforezu (Hoef@AD), a
restrikcioni fragmenti posmatrani su na transiluaemu pod belom svetlé8. Dobijeni
profili koji odgovaraju profilu pozitivne kontroleu vidu poznate i prethodno

identifikovane vrste, smatrano je pozitivnom regkuoi

4.8. Prouwavanje vegetativne kompatibilnosti odabranih izolah
Colletotrichum spp.

Prema metodi vegetativne kompatibilnosti (VCG majodkoju su opisali
Puhalla (1985) i Correll et al. (1987) urdeno je protiavanjem prisustva razltih
vegetativno kompatibilnin grupa (Vegetative Comipiéity Groups, VCGs) kod
odabranih 18 monosporijalnih izolamlletotrichum spp izolovanih sa lucerke i crvene
deteline u Srbiji. Primenom VCG metode iz monogpbrih izolata izoluju se
auksotrofni mutanti koji ne koriste nitrate (niganonutilizing mutants), tzvnit
mutanti. Dobijeninit mutanti su izolati koji imaju mutacije u processinailacije nitrata
odnosno ne poseduju enzim nitrat reduktazu. Aksaiu&fninit mutanti poreklom od
razlicitih monosporijalnih izolata prilikom uparivanja mainimalnoj podlozi, ha mestu
dodira kolonija (spajanja micelija), formiraju pottofne heterokarione, Sto se
manifestuje porastom divljeg-tipa micelije, tj. miige robustnog izgleda, ztiada
pripadaju istoj vegetativno kompatibilnoj grupi,ma$no da su gene&ki srodni (eslie
and Summerell 2006).

VCG metoda primenjena je kod ispitivanih izolataadaColletotrichum koji su
svrstani na osnovu morfoloSkih karakteristika wtxipe: | morfoloska grup@. trifolii
(Coll-4, C-86-2, CBS 158.83), Il morfoloSka grufa destructivum (Coll-3, Coll-8,
Coll-9, Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-3Zoll-35, Coll-37, Coll-38, Coll-48,
Coll-68, Coll-75, Coll-AS, Coll-BK i CC657) i lll rarfoloska grupa gde je svrstan
izolat Colletotrichum sp. takson Coll-44 identifikovan do nivoa roda.
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U ovim ispitivanjima korigene su slede podloge: osnovna podloga (BM),
minimalna ili nitratna podloga (MM), minimalna paodja sa hloratom (MMC), nitritna i
hipoksantin podloga.

- Osnovna podloga (BM) sadrzi: 30 g saharoze, 1H3RQ,, 0,5 g MgSQ X
7H,0, 0,5 g KCI, 10 mg FeS&x 7H,O, 20 g agara, 0,2 ml stok mikroelemenata i 1 |
destilovane vode.

- Stok mikroelemenata sadrzi: 5 g limunske kiseliheg ZnSQ x 7H,0, 1 g
Fe(NH,)2(SOy), x 6 H0, 0,25 g CuS®x 5H,0, 50 mg MnS@x H,O, 50 mg HBO;,
50 mg NaMoQ x 2 H,0 i 95 ml destilovne vodd(ihalla, 1985).

- MMC podloga priprema se dodavanjem 2 g NaNI® g— 60 g KCIQ@i 1,6 g
L-asparagina u jedan litar osnovne podloge (BM).

- nitratna/minimalna podloga (MM): 2 g NaNDosnovne podloge
(BM+NaNOs)

- nitritna podloga: 0,5 g NaN{@ osnovne podloge (BM+NaNp

- hipoksantin podloga: 0,2 g hipoksantina/l osnopoadloge (BM+Hipoksantin)

VCG metoddzvedena je u tri osnovne faza:

(1) izolacijanit mutanata

(2) identifikacijanit mutanata

(3) testovi kompatibilnosti izndl nit mutanata

Izolacija nit mutanata Isetak kolonije prodavanog izolata, odgajen na PDA

podlozi u mraku na 25°C, presejan je u centar Ratije (3 100 mm) sa 15 ml MMC
podloge. Za svaki monosporijalni izolat zasejan@@el1l0 Petri kutija, koje su zatim
inkubirane pri sobnoj temperaturi od 25°C.

Za izolate koji na ovoj podlozi nisu formirali reessite i razgranate sektore koji
su indikacija otpornosti prema hloratu, péaea je koncentracija KCkxa 3-6 %.
Proces zasejavanja izolata na MMC podlogu ponaygasve do dobijanja potrebnih
hlorat-rezistentnih sektora iz kojih su kasnijelaz@ni nit mutanti. Hlorat-rezistentni
sektori odlikuju se intenzivnim porastom u jednomludkolonije u kojem je porast
micelije rastresit i razgranat. 1z razvijenih sektodabran je isak micelije prénika 3-

4 mnf | presejan na minimalnu ili nitratnu podlogu (MM} kojoj je identifikovana

vrstanit mutanta posle sedam dana.
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Identifikacija fenotipanit mutanataadena je u skladu sa metodom @orrell et

al. (1987).1sesci kolonije odabranih izolata p¥eika 3-4 mni, uzeti su sa ruba hlorat-
rezistentnog sektora i preneti u centar Petri &usa MM, nitritnom i hipoksantin
podlogom i inkubirani 7-14 dana na temperaturi 6622

Na osnovu porasta i izgleda micelije na supstrasmaaziitim izvorom azota,
izvrSena je identifikacija mutanat@tl, NitM i nit3 (tabela 3). Mutantitl se najeXe
izoluje, dok se mutant NitM izoluje d¢e, ali je neophodan u komplementarnim
testovima jer je najstabilniji od svih poznatihtersit mutanata. Mutamit3 takaie se
izoluje retko i u malom procentu. Posle identifigacnit mutanti secuvaju ili
umnozavaju, za dalja ispitivanja, na MM podlozgaaduzi vremenski periotluvaju se
na kosoj PDA podlozi. Poredit mutanata u testovima vegetativhe kompatibilnosti
cesto se razvijajern mutanti koji imaju divlji porast na MM podlozi iaksu izolovani
iz hlorat rezistentnih sektora. Ovi mutanti se aullpa, jer se ne mogu Koristiti za

odreiivanje komplementarnosti.

Tabela 3 Fizioloski fenotip izolata divljeg tipajit i crn mutanata na podlogama sa
razlicitim izvorima azota

Hranljive podloge
Izolat BM+NaNO; (MM) BM+NaNO, BM-+hipoksantin
(Nitrat) (Nitrit) (Hipoksantin)

Divlji tip + + +
nitl - + +
NitM - + -
nit 3 - - +
crn + + +

Legenda: + bujan vazdusni porast micelije; - ra#tienevazdusni porast micelije

Uparivanje nit mutanata Za testove komplementarnosti vrSeno je uparivanje

izmedu dve vrste mutanataitl x NitM ili nitl x nit3. Uparivanja izméu ove dve vrste
nit mutanata vrSena su maratnoj/minimalnoj podlozi (MM). U ovim testovimaa
svaki prodavani izolat korien je po jedamitl i NitM mutant. U sldaju kada se
mutant razvio u divlji tip micelije vrSena je zan@etog mutanta sa drugim mutantom
iste vrste od istog izolata. Zbog toga je neophodhwsle izolacije i identifikacijenit
mutanata, saivati najmanje po dva mutanta istog tipa za kompla@arne testove. U
centar Petri kutije sa 15 ml MM podloge zasejanisgak mutanta NitM svakog

ispitivanog monosporijalnog izolata. Oko njega pukéni su na rastojanju od 2 cm
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najvise po 4 iskka nitl mutanta prénika 3-4 mmni, s tim $to je jedan oritl mutanata
od istog monosporijalnog izolata kao mutant NitMesft autokompatibilnosti ili
samokompatibilnosti), a ostafitl mutanti od razéitih monosporijalnih izolata (test
kompatibilnosti). Test uparivanja mutanata dea je u dva ponavljanja, za svaki
prowavani izolat. Zasejane Petri kutije inkubirane suspbnoj temperaturi, a ocena
komplementarnosti (autokompatibilnosti i kompatbsti) me&u izolatima @itana je
posle sedam do 14 dana. Na osnovu dobijenih reaukiampatibilnosti u testovima
ukrStanja, ispitivani izolati svrstani su u odg®jaéi broj grupa vegetativhe

kompatibilnosti.

4.9. Osetljivost razlgitih genotipova lucerke prema izolatima
Colletotrichum spp.

U cilju iznalaZzenja potencijalnih izvora otpornodticerke na vrste roda
Colletotrichum, u uslovima razéitih inokulacija odrdena je reakcija ukupno 10
komercijalnih sorti lucerke, razitog porekla. U ispitivanja su ukienecetiri domae
komercijalne sorte lucerke (KruSeka-1 (K-1), KruSevéka-28 (K-28), Zajeéarska 83 i
NS Slavija), kao i dve sorte iz blize (O&a 12 i Banja Luka), prema antraknozi u
kontrolisanim eksperimentalnim uslovima, uslovimakienika. U ogled su take
ukljucene i referentne amekie komercijalne sorte (Affinity 401 + Z (HR), Flda 77
(MR), Vernal S (S) i Perry (LR)) koje su opisanepiékazuju razliite nivoe otpornosti
prema vrstama rod@olletotrichum (O’Neill, 1996,Gray et al., 2003). Affinity 401 +
Z se opisuje kao visoko otporrsorta Gray et al., 2003), Vernal S kao osetljiva
(Ostazeski et al., 1969, Elgin and Ostazeskj 1982), dok se Florida 77 navodi kao
srednje otporna i Perry kao osetljiva so@eNeill, 1996;Gray et al., 2003).

Izolati za ova istrazivanja su odabrani na osnowrfofoskih i molekularnih

osobina, kao i na osnovu ispitivane vegetativne patbilnosti. U ispitivanja je
ukljuceno 8 izolata poreklom iz Srbije i dva referentnalata za vrst€. trifolii (C-86-
2 rasa 1) iC. destructivum (CC657). lzolati poreklom iz Srbije svrstani sutni
morfoloSke grupe: izolat Coll-4 (I morfoloSka grgp@entifikovan kaoC. trifalii,
izolati (Coll-3, Coll-8, Coll-9, Coll-10, Coll-18 iColl-75) identifikovani kaoC.
destructivum (Il morfoloSka grupa) iColletotrichum sp. izolat Coll-44 raztit takson
identifikovan do nivoa roda (11l morfoloSka grupa).
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Ogled je postavljen u prale 2010. godine u uslovima staklenika Instituta za
krmno bilje, KruSevac, kao dvofaktorijalni ogledjegsu jedan faktor bili genotipovi
lucerke, a drugi ispitivani izolati. Seme lucerkaspjano je u plastne kontejnere na
dubini od 2 cm u sterilni supstrat (Klasman 1). dhtejnerima biljke lucerke gajene su
cetiri nedelje i nakon toga rakene u vée saksije. Tri nedelje po raBaanju, biljke su
inokulisane. U vreme inokulacije biljke su bile rststi sedam nedelja. Suspenzija
konidija pripremljena je od kultura ispitivanih iata, koje su gajene 10 dana na PDA
podlozi pri temperaturi od 25°C, u mraku. Koncerifeaspora odréena je poméu
hemocitometra po Thom-u i iznosila je 4-6 X*Epora/ml. Biljke lucerke povdene su
kosidbom i prskane suspenzijom spora. Ogled jeapfish u deset ponavljanja po
izolatu i po sorti, a kao negativha kontrola pos&uzsu biljke lucerke inokulisane
sterilnom vodom.

Osetljivost razltitih genotipova lucerke prema ispitivanim izolatima
Colletotrichum spp. odrdivana je po modifikovanoj metoddstazeski et al.(1969),
prema skali od 0-5.

0- Biljke bez simptoma,

1- Pojedinane vodenaste pege u osnovi,

2- Prisutne udubljene lezije,

3- Pojava lezija duz stabla,

4- Nekroza celog stabla,

5- Uvenie i suSenje celih stabala.

Dobijeni podaci obrdeni su primenom dvofaktorijalne analize varijanse
(ANOVA) i dobijena jep vrednost.
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi bolesti na biljkama u polju
Pregledom useva lucerke i crvene deteline u vigaliteta gajenja lucerke u
nasoj zemlji tokom svih Sest godina istraZivan@emi su simptomi uverda. Biljke sa

simptomima sakupljene su na 17 lokaliteta (slika Bybiji.

® Izolati sa crvene deteline

O lzolati sa lucerke

Jnouak KOCOBCKA
) MMTPOBMI e
ayown rorox g oA NlaGaire

<)
Bywurrow NoAVIesD

Messeha

 O6unuh
O nPAITAHA

Slika 1. Lokaliteti gajenja lucerke i crvene deteline ukgui u istrazivanja u Srbiji
(okruzi obojeni u crveno - uklfieni u istrazivanja)

Pregledani lokaliteti: Curug, A3anja (juzno k& okrug), Srpska Crnja,
Farkazdin (juzno banatski okrug), Trnavci (niSavekrug), VraneSi (raski okrug),
Banatsko Kardordevo, Aleksandrovo (srednje banatski okrug), Banofsremski
okrug), Markovac (podunavski okrug), Selo Varvatgbilje, Globoder, Bela Voda
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(rasinski okrug), Kloka (Sumadijski okrug), Davigav (ginjski okrug) i Dobrtevo
(pomoravski okrug) ustanovljeno je da se u tokie cedgetacije, pojavljuju obolele
biljke sa karakteristnim simptomima antraknoze.

Najce&i tip uocenih simptoma utava se na zarazenim biljkkama tako Sto po
nekoliko stabala dobija slamno Zutu do sedefasju, b@konéega venu obolele biljke
ispoljavaju povijen vrh na dole, Sto je simptomiksg ozn&ava kao "pastirska kuka"
(slika 2).

Slika 2. Simptom antraknoze lucerke "pastirska kuka", igdma lucerke (levo) i
crvene deteline (desno)

Simptomi antraknoze najviSe su se javljali poslegdg otkosa (tokom mesec
jula) u svih Sest godina istrazivanja bez obzirasremenske uslove. Bolest se Sirila na
susedne biljke i u poljima lucerke i crvene detlubrzo su mogle da se vide povrsine
sa proSaranim zonama sa Zuto-sedefastim biljkamastZjanje biljaka u porastu posle
koSenja takde je bio jedan od karakterigtih simptoma antraknoze na biljkama
lucerke i crvene deteline. U istraZzivanja su uldjia zasadi starosti jedne, dve, tri i viSe
godina. Bolest je naj§ée najj@&e izrazena u zasadima koji su u drugoj ¢djegodini
iskori&avanja. Udeno je da u godini setve nije dolazilo do pojavenggbma u
agroekoloSkim uslovima Srbije, dok &epd druge godine rastecestalost pojave
simptoma. Na zaraZzenim biljakama zapazene su lerijprizemnom delu stabla,
nage&e na donjoj tréni, svetlo do tamno braon boje, nepravilnog ohlika tamno
braon ivicama (slika 3).
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Slika 3. Lezije na stablu lucerke izazvane prouzrokova iz rodaColletotrichum

Na stabljikama obolelih biljaka, u centru pegacedje uaavaju sitna crna
plodonosna tela gljive - acervuli. Pege &esto proSiruju i prstenasto zahvataju
stabljiku, nardito blizu osnove pa se tu biljka veonmiasto lomi. Vrhovi stabljike su
karakteristéno povijeni na dole, liske se suSe, postaju Zutegten ruzéaste boje, sto
pri jakom napadu celom polju daje rédst izgled. Na gornjem delu stabljika priija
infekcijama javljaju se pege, uglavnom mnogo sitmniesto bez sporulacije.

Tokom perioda od 2005. do 2010. godine vrSene slovree kontrole na
povrSinama pod lucerkom i crvenom detelinom u $rpgpsebno u lokalitetima gde je
intenzivna semenska proizvodnja. Prvi pregled gbave u periodu pre prvog otkosa
(maj/jun). U tom periodu uglavnom nije bilo pojavalljivih simptoma antraknoze.
Medutim, posle drugog otkosa (sredina jula mesecegvira lokalitetima simptomi su
prisutni u velikoj @estalosti.
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Slika 4. Simptomi antranoze lucerke na kruni korena

Uoceno je da infekcija krune moze biti sa ili bez jezia stabljici (slika 4). U
centralnom delu korena, neposredno ispod korenawatp, udéene su svetlosnie
zone obolelog tkiva. Ove promene Sirile su se a@kovog vrata i prema vrSnom delu
korena. Parazitirana tkiva veordesto izumiru, dolazi do pucanja korena i suSenja ce
biljaka. Na obolelom korenu zapazaju se zone taihoevenkasto-smée boje. Obolele

biljke uglavnom su propadale u toku vegetacionesezli kao znaajno oslabljene,

cesto podlegnu izmrzavanju tokom zime.

o U AT
- MR R

S ] PR o
Slika 5. Simptomi antraknoznog uvedaulucerke u polju
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Pojava simptoma péana uvenéem biljaka i lako i brzo Sirenje inokuluma
dovodi do prordivanja luceriSta, usledega se smanjuje i period iskd@a&anja useva.
Prema procenama tokom ovih istrazivanja lucerist@zena antraknozom (slika 5) u
¢etvrtoj godini toliko su proena da nije ekonomski isplativo da se usev gaji za

semensku proizvodnju, niti za senazu.

5.2. Dobijanje ¢istih kultura, monosporijalnih izolata i njihovo ¢uvanje

Iz biljaka lucerke i crvene deteline sa simptomiar@raknoze, obavljena je
izolacija patogena primenom standardnih fitopatalodmetoda. Tokom Sest godina
istrazivanja sa 17 lokaliteta ukupno je sakupljeanalizirano 150 uzoraka. Za izolaciju
su odabrani fragmenti biljnog tkiva sa prelaza idmedravog i obolelog, koji su
povrSinski sterilisani i postavljeni na PDA. Poslekubacije od 3-5 dana, oko
fragmenata razvile su se kolonije gljiva, odabraue kolonije koje ispoljavaju tip
porasta karakterigtan zaColletotrichum spp. i potom su presejavane na PDA podlogu i
posluzile su za dobijanje monosporijalnih izolata.

Iz patetnog materijala biljaka sa simptomoma ukupno @vaeno 80 izolata
Colletotrichum spp. i to: 65 poreklom sa lucerke i 15 poreklonecis@ne deteline.

Patogenost i dobijenih monosporijalnin izolata,oy@rena je veStkim
inokulacijama klijanaca lucerke. Patogenim izolatismatrani su oni izolati koji su
izazvali pojavu nekrotnih pega na inokulisanim sejancima. Pege su sevipoe

posle 7-10 dana od inokulacije.

5.3. Izbor izolata za dalja istrazivanja

Izolacijom fitopatogenih gljiva iz zaraZzenih bk lucerke i crvene deteline u
polju, izdvojeno je ukupno 80 izolat&olletotrichum spp. kojima je potdena
patogenost vestkim inokulacijama klijanaca lucerke. Tokom izol&cij proverom
patogenosti uiene su izvesne morfoloSke osobine (izgled i bojborke, brzina
porasta na PDA podlozi i oblik konidija) koje suebtajedntke za pojedine izolate, na
osnhovucéega su oni grupisani. Kako dalje ptavanje nije bilo mogte izvesti sa svim
izolatima zbog njihovog velikog broja, pristupile edabiru pojedinih koji su razvrstani

po slinosti sa standardnim izolatima poreklom iz Holamd{fBS 158.83) i Francuske
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(C-86-2) u tri morfoloSke grupeColletotrichum spp. grupa | (Coll-4)Colletotrichum
spp. grupa Il sa 16 izolata (Coll-3, Coll-8, Coll;IColl-11, Coll-18, Coll-29, Coll-32,
Coll-35, Coll-37, Coll-38, Coll-48, Coll-68 i Colfb) i Colletotrichum spp. grupa lli
izolat (Coll-44). Odabrani izolati ndesobno su upodévani na osnovu patogenih,

morfoloSkih i molekularnih osobina u cilju praviligentifikacije.

5.4. Prowavanje patogenih osobina izolataColletotrichum spp. sa

lucerke

Patogenost dobijenih izolata proverena je primendwe razléite metode:
inokulacijom klijanaca i inokulacijom korena. U pm n&inu provere patogenosti,
inokulacijom klijanaca lucerke (genotip K-28) u d¢ahtorijskim uslovima utdeno je
da su svi protavani izolati Colletotrichum spp. ispoljili izrazenu patogenost.
Patogenost 12 izolata, koji su bili svrstni u skiemorfoloSke grupe ocenjena je kao
izrazena, dok je preostalih devet izolata iz prvéruge morfoloSke grupe ispoljilo
srednju patogenost (tabela 4). 1zolata sa slabpatogeno&u prema odabranoj sorti
lucerke nije bilo. Dva dana posle kontakta koremakslonijom gljive pojavila se
nekroza na vrhovima korena kod svih prawanih izolata. Nekroza se potom uzduzno
Sirila, i kod jako virulentnih izolata posle 10 @an potpunosti je zahvatila koren, mlada
stabaoca i listove klijanaca.

Ova reakcija posebno je bila izrazena kod izolatdl-& ( C. trifolii), Coll-3,
Coll-9, Coll-10, Coll-29, Coll-32, Coll-35, Coll-3&o0ll-48, Coll-68 C. destructivuim)
i Coll-44 (Colletotrichum sp.) i u ovim sldajevima prouzrokovala topljenje klijanaca
(slika 6). Nekrotino tkivo korena bilo je trulo i raspadnuto. Zeljastlovi klijanca, koji
nisu bili zahvéeni nekrozom, prilikom w#enja iz substrata lako su se kidali i odvajali
od dezintegrisanog i razmekSanog tkiva korena kmdiaia koji nisu prouzrokovali

Sirenje nekroze dalje od korena.
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Tabela 4 PatogenosColletotrichum spp. izolata na Kklijance lucerke u laboratoriski
uslovima

Grupe Izolati Ocena patogenosti | Kontrola
Coll-4 +++ -
I CBS158.83 ++ -
CC-86-2 At -
Coll-3 SR -
Coll-8 ++ -
Coll-9 +++ -
Coll-10 SR -
Coll-11 ++ -
Coll-18 SR -
Coll-29 +++ -
Coll-32 SR -
I Coll-35 +++ -
Coll-37 ++ -
Coll-38 SR -
Coll-48 +++ -
Coll-68 SR -
Coll-75 ++ -
Coll-AS ++ -
Coll-Bk A -
CC657 At -
1 Coll-44 SR -

Legenda: - avirulentni; + slabo virulentan; ¥eédnje virulentan; +++ jako virulentan

Slika 6. Colletotrichum sp.:oljeje i eroza klijanaca lucerke nakestg&kih
inokulacija izolatom Coll-68
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Slika 7. Colletotrichumspp.: Izgled nekrotnih klijanaca lucerke, izolat Coll-8

Reakcija inokulisanih klijanaca ogledala se u pront®je nekrotinih delova
korena u svetlo snde, smeu ili izrazito crnu boju (slika 7). Na klijancimaok su
posluzili kao negativna kontrola koji su postavijaa sterilnu PDA podlogu, nije doslo
do pojave simptoma.

Drugi n&in ocene patogenosti odabranih izolata inokulacijsaiaka korena
lucerke (sorta K-28) pokazao je da su svi pemani izolatiColletotrichum spp. ispoljili
patogenost u vidu pojave nekkstih zona na is&ima korena. Zarazeno tkivo korena
ispoljilo je nekrozu smie, crvenosmie ili tamno smée boje. Kod izolata Coll-9, Coll-
10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-32, Coll-37 C( destructivum), Coll-44
(Colletotrichum sp.) i C-86-2 (referentni izolat. trifolii rasa 1) nekroza je potpuno
zahvatila iséke. Ovakvi iséci su mekog i dezintegrisanog tkiva sa simptomitaane

trulezi (slika 8).

Slika 8. Colletotrichum spp: nekroza iseka korena izazvana ispitivanim izolatima
razlicite patogenosti Coll-4 izraZenije patogenosti (evcColl-8 slabije patogenosti
(desno)
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Na uzduznom preseku tska intenzivnija nekroza zapazena je u centralnom

tkivu korena. Kod manje virulentnih izolata Col{€. trifalii), Coll-3, Coll-75 C.

destructivum) nekroza je ograténa na donji deo igka koji je bio u dodiru sa

kolonijom ispitivane gljive. Posle osam dana od tpaiganja is€éaka na koloniju

prowavanog izolata merena je duzina nekroze (tabela 5).

Tabela 5.Pros€na ocena reakcije nekroze natisea korena inokulisanim ispitivanim

izolatimaColletotrichum spp.

Vrsta Izolati Pros€na duzina nekratne
zone
Coll-4 0.5333
C. trifolii CBS158.83 0.9333
C-86-2 1.0333
Coll-3 0.9333
Coll-8 0.3667
Coll-9 1.1333
Coll-10 1.0667
Coll-11 1.0667
Coll-18 1.2333
Coll-29 1.0333
C. destructivum Coll-32 1.0000
Coll-35 0.9000
Coll-37 1.0000
Coll-38 0.8333
Coll-48 0.8000
Coll-68 0.8000
Coll-75 0.5333
Coll-AS 0.9333
Coll-Bk 0.8333
CC657 0.8333
Calletotrichum sp. Coll-44 Coll-44 1.1333

Kod izolata Il grupe Coll-8 i Coll-75 ispoljili swstatistéki znatajno maniji

intezitet nekroze u odnosu na druge ispitivaneaizoiste grupe. U drugoj grupi izolata

najvei intezitet nekroze ispoljili su izolati Coll-9, @0, Coll-11, Coll-18, Coll-29,

Coll-32i Coll-37.
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Tabela 6 Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse AW® za vrstu C.
destructivum

Izvor varijacije | Sume Stepeni Varijansa | F- kolicnik | p-vrednost
kvadrata| slobode
Izmedu grupa 2.140 16 0.134 5.684 0.000
U grupi 0.800 34 0.24
Ukupno 2.940 50

Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse ANO\piikazani su u tabeli 6.
Dobijenap vrednost manja je od 0.0p 0.000) Sto ukazuje da na prdése vrednost

duzine nekroze ute izolat.

Tabela 7. Homogene grupe za duZinu nekroze ispitivanih taolaa vrstuC.
destructivum

Izolati Homogene grupe (duzina nekroze)
1 2 3 4 5

Coll-8 0.3667

Coll-75 0.5333 0.5333

Coll-48 0.8000 0.8000

Coll-68 0.8000 0.8000

Coll-38 0,8333 0,8333 0.8333

Coll-Bk 0,8333 0,8333 0,8333

CC657 0,8333 0,8333 0,8333

Coll-35 0.9000 0.9000

Coll-3 0.9333 0.9333 0.9333

Coll-AS 0.9333 0.9333 0.9333

Coll-32 1.0000 1.0000 1.0000

Coll-37 1.0000 1.0000 1.0000

Coll-29 1.0333 1.0333 1.0333

Coll-10 1.0667 1.0667 1.0667

Coll-11 1.0667 1.0667 1.0667

Coll-9 1.1333 1.1333

Coll-18 1.2333
p vrednost 0.192 0.051 0.082 0.051 0.114

Parna poréenja duzine nekroze ispitivanih izolata vrst& destructivum
pokazala su izdvajanje pet homogenih grupa kojsesstatistiki znatajno razlikovale
(tabela?).

Medu prowavanim izolatima | grupe Coll-4C( trifolii) je ispoljio statistki
zn&ajno manji intenzitet nekroze, odnosno manju vimtriest u odnosu na ostale
prowtavane izolate | grupe CBS 158.83 i C-86-2, kojiisuoljili statisticki znatajno

vedi intezitet nekroze (tabele 8 i 10). Parna derga duzine nekroze ispitivanih izolata
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vrste C. trifolii pokazala su izdvajanje dve homogene grupe kojesesistatistiki
znaajno razlikovale (tabela 8).

Tabela 8 Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse AW®za vrstuC. trifolii

Izvor varijacije | Sume Stepeni Varijansa | F- kolicnik | p-vrednost
kvadrata| slobode
Izmedu grupa 0.420 2 0.210 7.875 0.021
U grupi 0.160 6 0.027
Ukupno 0.580 8

Tabela 9.Homogene grupe za duzinu nekroze ispitivanih taata vrst.C. trifolii

Homogene grupe (duzina nekroze)
Izolati 1 2
Coll-4 0.5333
CBS 158.83 0.9333
C-86-2 1.0333
p vrednost 1.000 0.482

Treca grupa kojwini izolat Coll-44 Colletotrichum sp.) je ispoljio statistki
zn&ajno vei intezitet nekroze u odnosu na izolate druge dupg (tabela 10).

Parnim poréenjem duzine nekroze ispitivanih vr&atrifolii, C. destructivum i
Colletotrichum sp. Coll-44 pokazano je izdvajanje dve homogengerkoje su se
statisttki znaajno razlikovale. U prvu homogenu grupu svrstanersteC. trifolii i C.

destructivum, dok drugu homogenu grugini izolat Colletotrichum sp. Coll-44.

Tabela 10. Homogene grupe za duzinu nekroze pemanih izolata vrsta
Colletotrichum spp.

Homogene grupe (duzina nekroze)
Vrsta 1 2
C. trifolii 0.83333
C. destructivum 0.9000
Colletotrichum sp. Coll-44 1.1333
p vrednosti 0.460 1.000

Reizolacija patogena sa svih ve&iainokulisanih biljaka na kojima su

.....

zadovoljeni osnovni Kohovi postulati. Dobijeni reiati po izgledu micelije i

morfologiji reproduktivnih organa u potpunosti odgoaju izvornim izolatima.
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5.5. Prowtavanje kruga eksperimentalnih domaina ispitivanih izolata

Colletotrichum spp.

Ispitivanje kruga eksperimentalnih doémea 10 izolata fitopatogenih gljiva iz
roda Colletotrichum spp. svrstanih u tri morfoloSke grupe obuhvatdoukupno 15
bilinih vrsta iz Sest botatkih familija. Tako je patogenost 10 pk@mvanih izolata
Coalletotrichum spp., osim na biljkama lucerke, crvene detelinépguvezdana i soje
koje su opisane kao prirodni doéia vrstaC. trifolii i C. destructivum, prowavana i na
grahorici, esparzeti, nigem repu, perku, jezevici, beloj rosulji, pasulgrasku, paprici,
poponcu i lanu.

Reakcije na inokulisanim billkama koje su se pokazeao eksperimentalni
dom&ini ispitivanih izolataColletotrichum spp. (lucerka, crvena detelina) uglavnom su
bile ujedngene. Oko inokulisanog mesta razlikovale su se yelublnekrotine pege
svetlo braon do tamno braon boje. Posle pet dan&gvele su se promene u vidu
nekroze listova i suSenja vrSnih biljaka delovakirsanih izolatima Coll-4 i CBS
158.83 koji pripadaju vrstC. trifolii i sa izolatima Coll-8, Coll-9, Coll-18, Coll-48,
Coll-68, Coll-75, CC576 koji pripadaju vrs@. destructivum. Slicno su reagovale i
biljke inokulisane sa izolatom Coll-44 koji je midikovan kao Colletotrichum sp.
(tabela 11).

Od ispitivanih vrsta koje su reagovale na inokyla@oja se moze izdvojiti kao
neosetljiva prema vrstan@ trifolii (Coll-4 i CBS 158.83) Colletotrichum sp. (Coll-
44). Meiutim, ova biljna vrsta je ispoljila veliku osetlpgt prema izolatimaC.
destructivum (Coll-8, Coll-9, Coll-18, Coll-48, Coll-68, Collyi CC576) (slika 9abc).
Na billkkama soje oko mesta inokulacije formirale s udubljene nekrgéte pege
tamno braon do skoro crne boje. Posle 15 dana oklulacije, sve testirane biljke,
inokulisane izolatim&C. destructivum ispoljile su uvenée i potpuno propanje.

Kod biljaka Zutog zvezdana pozitivhu reakciju szazvali izolati Coll-8, Coll-
48, Coll-68, Coll-75 i CC657 koji pripadaju vrdi. destructivum ili 11 morfoloskoj
grupi. Meiutim izolati iste vrste Coll-9 i Coll-18 nisu izaalv nikakve promene na
testiranoj biljnoj vrsti, iako pripadaju vrs@. destructivum. 1zolat Coll-4 koji pripada
vrsti C. trifolii i izolat Coll-44 koji je identifikovan ka&olletotrichum sp. nisu uspeli

da ostvare zarazu zutog zvezdana.
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Slika 9. Colletotrichum spp.: soja zarazena |zlato Coll-75 (kntrolavo]ezaraiena
biljka — desno) (a), poponac zarazen izolatom @él(kontrola - levo, zarazena biljka —
desno) (b), pasulj zarazen izolatom Coll-48 (c)

Esparzeta kao eksperimentalni déma nije mogla biti zarazena testiranim
izolatima Coll-4 C. trifolii) i Coll-44 (Colletotrichum sp.) i oni nisu izazvali pojavu
simptoma. Nakon inokulacije sa iyolatima Coll-8, I Coll-18, Coll-48, Coll-68,
Coll-75 i CC657 C. destructivum) na biljkama esperzete doSlo je do razvoja simptoma
slabije izraZenosti Sto ukazuje da ispitivani iziofasu ispoljili uobtajenu agresivnost.
Nekroza tkiva oko mesta inokulacije bila je slabfezena, sporije se razvijala i posle
izvesnog vremena potpuno je zaustavljena.

Biljke grahorice, nisu mogle biti zarazene ni jednod prodavanih izolataC.
destructivum. Medutim, izolati Coll-4 C. trifolii) i Coll-44 (Colletotrichum sp.) ispoljili
su patogenost i ostvarili su zarazu biljne vrstefeRentni izolatC. trifolii CBS 158.83
nije ispoljio patogenost na grahorici, ukaziijna razlike izméu, izolata iste vrste u
pogledu patogenosti.
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Tabela 11.PatogenodsColletotrichum spp. poreklom sa lucerke i crvene deteline premiaam biljkama pri vestaékoj inokulaciji

MorfoloSke grupe C. trifolii C. destructivum Colletotri
chum sp.
Izolati Coll-4 CBS Coll-8 Coll-9 | Coll-18 | Coll-48 | Coll-68 | Coll-75 | CC 657 | Coll-44
158.83
Biljke
Medicago satia +2(10F | + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10)
Trifolium repens + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10)
Lotus corniculatus P - +(7) - - + (6) + (8) +(8) +(7) -
Vicia sativa + (6) - - - - - - - - + (10)
Onobrychis sativa - - +/-(10) | +/-(10) | +/- (10) | +/- (10) | +/- (10) | +/- (10) | +/- (10) -
Phleum pratense - - - - - - - - - -
Dactylis glomerata. - - - - - - - - - -
Agrostis alba - - - - - - - - - -
Brassica napus - - - - - - - - - -
Phaseolus vulgaris - - + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) -
Pisum sativum + (8) + (8) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) -
Glycine hispida - - + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) + (10) -
Capsicum annuum - - - - - - - - - -
Convolvulus arvensis. - - - - - - - - - + (10)
Linum usitatissmum - - - - - - - - - + (10)

a - pozitivha reakcija
b - negativna reakcija

c - hipersenzitivha reakcija

d - kontrola

e - broj biljka sa simptomima od 10 inokulisanih
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GraSak se pokazao osetljiv prema izolatima viGtatrifolii (Coll-4 i CBS
158.83) iC. destructivum (Coll-9, Coll-18, Coll-48, Coll-68, Coll-75, CC6h70ko
inokulisanog mesta dolazilo je do nastanka uduliljeekroteénih pega svetlo braon do
tamno braon boje. Veoma brzo nakon inokulacijejay® nekrotnih pega oko mesta
inokulacije u@avale su se promene na vrSnom delu biljke u vickraze listova i
suSenja vrdnih delova biljaka.

Izolati C. destructivum (Coll-8, Coll-9, Coll-18, Coll-48, Coll-68, Coll% i
CC657) pokazali su se patogenim za biljke passljag 10c). Nakortetiri nedelje od
inokulacije,formirala su secrna plodonosna tela-acervule (slika 10a)dien, izolati
C. trifolii (Coll-4 i CBS 158.83) nisu izazvali nikakve proneema pasulju, kao i izolat
Coalletotrichum spp. (Coll-44).

Slika 10. Colletotrichum spp.;si_rnptomi na: 'pulju (pojava acervula) iz@atl-9 (C.
destructivum) (a), poponcu izolat Coll-443plletotrichum sp.) (b), posl€etiri nedelje i
simptomi na lanu (nekroz&gtiri dana posle inokulacije, izolat Coll-4€dlletotrichum

spp.) (€)

Poponac i lan reagovali su pojavom simptoma jededkon izolacije sa izolatom
Coll-44 Colletotrichum sp. (slika 10bc), dok ostali préavani izolati nisu uspeli da

izazovu nikakvu reakciju na ovim biljnim vrstamaolat Coll-44, na inokulisanim
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biljkama lana i poponca, postetiri nedelje od inokulacije nije formirao acervuhéa
inokulisanim biljkama mé&jeg repa, perka, jeZevice, bele rosulje i paprilje doslo do
promena i razvoja simptoma nakon veéEida inokulacija. Izolati ni jedne od tri
ispitivane vrste iz rodeColletotrichum nisu bili u stanju da zaraze ni jednu od

ispitivanih biljaka.

5.6. Morfoloske odlike proutavanih izolata Colletotrichum spp.

U okviru ovih istrazivanja ispitivane su makroskk@si mikroskopske
morfoloSke karakteristike deset ispitivanih izoledavrstanih u tri morfolosSke grupe.

Od makroskopskih morfoloskih osobina ptauane su osnovne karakteristike
kolonija (izgled, struktura i boja) a odlena je i brzina porasta micelije. Od
mikroskopskih morfoloskih karakteristika pksn je izgled vegetativnih organa —
micelije | apresorija i reproduktivnih tvorevina anorfa (acervula, konidiofora,
konidija) i odreiene su njihove dimenzije. Formiranje reproduktivoiana teleomorfa
(peritecija, askusa, askospora) ispitivanih izolataslovima postavljenih istrazivanja

nije zabelezeno.

5.6.1. Makroskopske morfoloSke odlike

Svi izolati Colletotrichum spp. na PDA podlozi, 24 h nakon zasejavanja,
obrazuju z&etak micelije, bele boje i vazduSastog izgleda¢mika oko 3-4 mm. Nakon
par dana dolazi do promena u konzistenciji i obogtnkultura, a primetan je i

neujedn&en porast ispitivanih izolata. Na osnovu ispoljeRdrakteristika, kolonije

gljiva Colletotrichum spp. se mogu svrstati u tri morfoloSke grupe (slika

Slika 11. Colletotrichum spp.: Izgled kolonije izolata | grupe Coll-4 (al);grupe Coll-
18 (b); i 11l grupe Coll-44 (c) starih sedam darmaRDA podlozi
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Prva grupa izolata (Coll-4, CBS 158.83 identifikov&ao C. trifolii) na PDA
podlozi, vé& prvog dana od zasejavanja, obrazuje&etak beltaste micelije, sa
preinikom kolonije 3-4 mm oko mesta zasejavanja. Dasnka micelija ima prénik
oko 10 mm, bela je i vazduSasta. Kad kolonija doti40 mm u paiku (Sto se
deSavaietvrtog ili petog dana), u sredini nje da tamni i prelazi u maslinasto zelenu
boju, dok obod kolonije i dalje zadrzava BaBtu boju (slika 11a). lvice kolonija su
cele, blago talasaste. ¢via zona je bela do prljavo bela. Centralna zonark@ je
tamno maslinasto zelene do sive boje. Satjaakolonije ivicha zona je prljavo bele
boje sa tamno maslinastim centralnim delom. Nemaifanja stromatinih tvorevina.
Lice kolonija je izbrazdano, micelija somotastan@&ja kolonija izbrazdana.

Druga grupa izolata (Coll-8, Coll-9, Coll-18, Cdi8, Coll-68, Coll-75, CC657)
takade, v& prvog dana od zasejavanja formira &mdtu miceliju 5 mm, oko mesta
zasejavanja i ima nesto brzi tempo porasta. Pashegpdana kolonije dostizu 55 mm u
pre¢niku, u sredini pdinju da tamne. lvice kolonije su blago fibrozneiche zone su
prljavo bele boje. Centralni deo kolonije je paast, od somotasto sive boje do svetlo
maslinasto zelene (slika 11b). dwa zona natja kolonije je svetlo maslinasto zelena
dok je centar svetlije maslinasto zelen, sgeezana stromathih tvorevina.

Tréa grupa izolata \eod prvog dana od zasejavanja formira dasdtu miceliju
oko mesta zasejavanja pngka 4-5 mm (Coll-44). Posle petog dana od zasejava
kolonije dostizu 50 mm u p¥aiku i u sredini poinju da tamne. lvice kolonija su blago
fibrozne. Micelija je pamiasta sa tamnijim centrom koji je sive do svetlo Imasto
zelene boje (slika 11c). Naje kolonija je maslinasto zeleno sa centralnim atetamno
maslinasto zelene boje. Jedino kod ove grupe &alateno je formiranje stroméih
tvorevina.

Na PDA i CLA podlogama izolati sve tri morfoloSkeipe pdinju da sporuliSu
posle sedam dana od zasejavanja (tabela 12)d&akei prodavani izolati posle sedam

dana od zasejavanja obrazuju plodonosno telo kamtiu.
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Tabela 12.Grupisanje ispitivanih izolat@olletotrichum spp.na osnovu makroskopskih morfoloskih osobina

zelena

ravnomeran

Podl. PDA CLA
Obilnost i Obilnost i
Gr.| Ozn, Opis kolonija | Tip porasta| Sporulacija| raspored | Opis kolonija | Tip porasta| Sporulacija raspored
izol. konidiomata konidiomata
Coll-4 Somotasta, | Porast spor Obilna 7. Obilno, VazduSasta | Slab porast| Obilna 7. Obilno
tamno [ dana od nepravilno maslinasto dana od nepravilno
I CBS maslinasto | ravnomerarn zasejavanjg rasporéene | zelene boje zasejavanja| raspordene
158.83*| zelene boje
Coll-8 Pamuasta, | Porastbrzi Obilna 7. Obilna, VazduSasta | Brzi porast| Obilna 7. Obilno
Coll-9 | svetlomaslinast( ravhomerann dana od | koncentréan | maslinasto do dana od nepravilno
Coll-18 | do maslinasto zasejavanjg raspored zelene boje zasejavanja| raspordene
I | Coll-48 zelene boje
Coll-68
Coll-75
CCB57*
Pamuasta Porast Obilna 7. Obilno, VazduSasta | Srednje brz| Obilna 7. Obilno
micelija krem | srednje brzj dana od razbacane | maslinasto dg  porast dana od nepravilno
Il | Coll-44 | do maslinasto [ zasejavanja zelene boje zasejavanjal raspordene

*Referentni izolatColletotrichum spp.
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Jasno su une razlike u obilnosti i rasporedu acervula na RI@AA podlogama kod
sve tri prodavane morfoloSke grupe, izolata. Kod izolata | rom$ke grupe
okarakterisanih ka. trifolii na obe protavane podloge konidiomate su nepravilno
raspordene. lzolati 1l morfoloSke grupe okarakterisani Kaodestructivum, na PDA
podlozi obilno formiraju konidiomate i one su kont&no rasporéene. Na CLA
podlozi konidiomate su nepravilno raspiere kod svih pratavanih izolata ove grupe.
Izolat 1l morfoloske grupe okarakterisan ka&colletotrichum sp. Coll-44 na obe
prouwavane podloge obilno formira konidiomate koje spraeilno rasporéene.

Kod svih prodavanih izolata posle deset dana od zasejavanjaébrbijfe
stvaraju tamna, stromatia zadebljanja, koja kasnije evoluiraju u acervlilepak,
ostaju u obliku nepravilnih stromatiih tvorevina u kojima ne dolazi do stvaranja
reproduktivnih organa (slika 12).

Slika 12.1zgled tamnih stromatnih tvorevina formiranih od micelije koje sedawaju
sa nal§ja kolonija izolata Coll-18 (a) i lica kolonija ifata Coll-18 (b) na PDA podlozi,
starih 10 dana

5.6.2. Mikroskopske morfoloSke odlike ispitivanih zolata

Mikroskopskim pregledom kolonija izolaGolletotrichum spp., gajenih na PDA
i CLA podlogama pri temperaturi od 25°C tokom 7 alan@eno je da ne postoje
zna&ajne razlike u morfoloSkim osobinama micelije. Mdadife su razgranate,
hijalinske i granuliranogelijskog sadrzaja. Zidovi hifa su tanki, a vrhodobljeni
(slika 13a). Starije hife u centru kolonije su Sidebljih zidova i tamnije boje (slika

13b),cesto sa proSirenim vrhovima i sa izraZzenim poépira pregradama.
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Slika 13. Colletotrichum spp.: Hife na miceliji izolata Coll-44, starih &k (a) i Coll-
18, starih 14 dana (b)

Duzina somatskiltelija u hifi, odnosno udaljenost izihe dve septe je od 7,5
pum do 20 pm, u proseku 12,5 um. Sirina hifa séekoel 2,75-5 um, u proseku 3,83 pm
(tabela 13). Sirina hifa, kao i duZigalija u hifama veoma je sha za sve ispitivane

izolate.

Tabela 13 Dimenzije hifa protiavanih izolataColletotrichum spp.

Grupa/Vrsta Izolati Duzina hifa (um)| Sirina hifa (um)
| (C. trifolii) Coll-4 7.5°2 3.75
CBS 158.83 12.5 3.75
Coll-8 10 3.75
Coll-9 20 5
Il (C. destructivum) Coll-18 12.5 3
Coll-48 15 3.75
Coll-68 17.5 5
Coll-75 12.5 3.75
CC657 7.5 3.75
Il (Colletotrichumsp.) Coll-44 10 2.75

a - proseéna vrednost iz 30 ponavljanja (merenja)

U uslovima postavljenog eksperimenta, prilikom @aanja razvoja hifa
odabranih izolataColletotrichum spp. iz konidija u viséj kapi, ustanovljeno je da
nain porasta hifa zavisi od polozaja spore u kapievddkoliko se hife razvijaju u
uslovima tankog sloja vode, onda je njihov poragt, ka hife se izduzuju i postaju tanje.

U takvim uslovima one se granaju i na vrhovima ogkacesto se obrazuju mlade
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konidije. Hife se oliino normalno razvijaju dok svojim vrhom neddou dodir sa
staklom, Sto izaziva stvaranje apresorija. Akoige $lobodno razvijaju u kapi vode one
se posle izvesnog vremena granaju, péstg se ovi ogranci mogu zavrsiti apresorijom
ili se na njihovim vrhovima mogu formirati mlade rikdije. Svi prodavani izolati
Colletotrichum spp. pokazali su siost u pogledu rigna formiranja hifa, tako da se
ova osobina ne mozZe koristiti kao taksonomski Kjiten za razlikovanje vrsta unutar
ovoga roda.

Plodonosno telo (konidiomatalSvi prowavani izolati Colletotrichum spp.

obrazuju plodonosna tela — acervule, koje se fajoikako na obolelim biljkama
lucerke tako i u kulturi. Na obolelim biljkama Iuke acervule se formiraju u vidu
koncentrénih krugova ili su razbacane u centralnom ili pambm delu nekratne
pege. Raspored acervula na biljnom materijalu mgeisio od vrste izolata. Acervule
prowavanih izolata su sitne, nepravilnog do okruglotjkah bledo do tamno srde,
skoro crne boje, formirane na stromi. \éela acervula varirala je kod sve tri ispitivane
vrste od 100-28@m sa razbacanim setama. U zavisnosti od izolatavaleese ohino
obrazuju subepidermalno, na stromi, sastavljenonekibliko do viSe gustih slojeva
¢elija, a delom izbijaju na povrSinu. Bazalni decermala prekriven je fijalidnim

konidioforama na kojima se formiraju konidije.

Slika 14. apljice matriksa izolata Coll-4 na podlozi CLA)(&apljice matriksa izolata
Coll-9 na PDA podlozi (b), kulture stare deset dana
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Prowtavani izolatiColletotrichum spp. pri gajenju na podlogama u kulturi td&o
formiraju acervule 7 dana nakon zasejavanja, koj@kuiru kolonija mogu biti
grupisane u centralnom delu, razbacane ili kongegmrasporéene.

Acervule formirane u kulturi su crne boje, jako ehljalih zidova. Svi
prowavani izolati Colletotrichum spp. u kulturi obrazuju stromé&tia zadebljanja iz
kojih se kod svih izolata oslofaju konidije u vidu guste, u obliku kapljice iliziavene

Zelatinozne mase (matriksa) narandzaste do bleidasié boje (slika 14).

Tabela 14. Pre&nik acervula ispitivanih izolat&olletotrichum spp. na PDA podlozi
(um)

Grupe/ Vrsta Izolati min. max. prosek
I Coll-4 100 250 200"
(C. trifalii) CBS 158.83 100 300 250
Coll-8 110 210 160
Coll-9 80 200 100
I Coll-18 100 300 250
(C. destructivum) Coll-48 100 300 200
Coll-68 110 350 250
Coll-75 100 450 280
CC657 100 350 280
[l (Colletotrichum sp.) Coll-44 100 300 200

a — proséna vrednost iz 10 merenja

Pros€ne vrednosti vetine acervula ispitivanih izolata iz sve tri morfska
grupe prikazani su u tabeli 14. Uzimé&jw obzir na preklapanja vrednosti, dimenzije
acervula ne mogu biti kodéne kao pouzdan taksonomski kriterijum za difejacgu
ispitivanih izolata.

Morfologija setaosam odabranih izolat&olletotrichum spp., poreklom sa

lucerke i crvene deteline iz Srbije, gajeni u kudltu njihovim uporetivanjem sa
kontrolnim identifikovanim izolatimaC. trifolii (CBS158.83)i C. destructivum
(CC657) utvrdeno je da se sete morfoloski razlikuju kod izolswastanih u raziite
morfoloSke grupe. Nije zapazena fertilnost setapsdo pojava da se na njihovom vrhu
formiraju konidije. Ova osobina nije zapaZzena nd ednog od pratavanih izolata
Colletotrichum spp. Pored toga, uieno je da dimenzije seta mogu da se koriste kao
veoma zné&ajan morfoloski kriterijum, za razlikovanje tri iipane morfoloSke grupe,

odnosno vrste.
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Kod | grupe protavanih izolata (Coll-4, CBS 158.83) u okviru kowidiata
formiraju se brojne sete u kulturi na hranljivimdb@mgama pri temperaturi od 25°C, u
uslovima stalnog mraka. Sete se formiraju poslersedana od zasejavanja kod oba
izolata ove vrste. Sete su svetlo do tamnije braoje, blago nakrivljene, glatke ili
blago naborane povrsSirdesto proSirene u osnovi, zaSiljene i nesto tammajerhu. Na
setama se wavaju 1-3 septe u proseku 2, sa dimenzijama od0D5x12,5um u
proseku 91,1 x 2,5 um (slika 15a). Set&esto skrivene u blizini svetlo narandzaste do
bledo roze mase konidija.

Slika 15. Colletotrichum spp.: Izgled seta u kulturama sfarim 7 dana odgajea PDA
podlozi, izolati Coll-4 (a) i Coll-18 (b)

Il grupa prodavanih izolata (Coll- 8, Coll-9, Coll-18, Coll- 480ll-68, Coll-75,
CC657) u okviru konidiomata posle pet dana od zaseja formiraju brojne sete, koje
imaju smeéu boju, neSto su tamnije pri osnovi i svetlije peeurhu, septirane su imaju
od 1-7 septi u proseku 3, prave su ili neSto pagjesa glatkom ili naboranom
povrSinom (slika 15b). Set€. destructivum mogu se Koristiti kao taksonomski
kriterjum, na osnovu dimenzija, oblika i broja Sema determinaciju vrsta
Colletotrichum. Prowavani izolati obilno formiraju sete u konidiomatiimenzija od
50-150 x 2,5-7,5 pm u proseku 118,9 x 5,2 um.

Treca grupa izolata rod€olletotrichum (Coll-44) u kulturi posle pet dana od

zasejavanja formira brojne sete, koje su pri osmegito tamnije a pri vrhu, septirane i
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imaju 1-3 septe u proseku 2. Dimenzije seta su @@1B5,5 x 2,5-5 pm u proseku
160,9 x 3,12 pm.

Konidiogene¢elije. U bazalnom delu konidiomata, formiranih na hramij

podlogama obrazuju se konidiofore koje su izduZeaoitigdri¢cnog oblika, prave ili
blago povijene, hijaline ili svetlosnie boje, glatke, jednostavne ili retko razgranate
blizu osnove. U kulturi se fialidne konidiogeé&lije, osim u konidiomatama, formiraju

i na miceliji kao bone grane i tada su cilindrie, hijaline do svetlosnde i teSko se
razlikuju od sterilnih hifa. Njihove dimenzije sl d7-25 x 4-4,5 um u proseku 21,5 x
4,1 um, za sve préavane izolate nema razlike u dimenzijama.

Formiranje konidija- Prowavani izolatiColletotrichum spp. u kulturi formirali

su konidije na konidiogenintelijama u konidiomati. Konidije se formiraju i na
fialidnim konidiogenim¢elijama formiranim na bimim granama micelije.

Iz acervula, kod svih pr@avanih vrsta konidije se oslatagu u sluzavoj masi
(matriksu), koji je bledonarandzaste do kremtagie boje. Do pmtka formiranja
konidija kod svih protavanih izolata dolazi nakon sedam dana na svimljiviam

podlogama ukljenim u istrazivanjima. Ispitivane hranljive podlogisu imale uticaj

na sporulaciju ispitivanih izolata. Posle toga kiye, osim u acervulama, stvaraju se
na vrhovima bénih ogranaka micelije, ali i na njihovom vrSnomuwddPrimeéeno je da
se one veoma lako oslatsgu sa fialidnih konidiogenilielija formiranih na ograncima
micelije, na kojima su nastale.

Morfologija konidija- Na osnovu morfologije konidija svih préavanih izolata

Colletotrichumvrste izolovane iz lucerke i crvene deteline &ane su u tri grupe i to:

Prvu grupucine izolati Coll-4 i CBS 158.8%ije su konidije cilindréne i
zaobljene na oba kraja. Morfologija konidija izelaColl-4, kao i kontrolnog izolata
CBS 158.83, odgovara opisu konidi@. trifolii (slika 16a). Kod oba izolata
prevladavale su jedielijske, glatke, bezbojne sa sitno granuliranim rzaem,
cilindri¢cne konidije, zaobljene na oba kraja.

Drugu grupucine izolati Coll-8, Coll-9, Coll-18, Coll-48, Cob8, Coll-75,
CC657¢ije su konidije cilindréne i zaoStrene na jednom kraju, a zaobljene naodnug
Tako se morfoloski izgled konidija préavanih izolata uklapa u opis konidija za vrstu
C. destructivum. Kod svih prodavanih izolata preovladavale su jedelgske, glatke,
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bezbojne, prave, cilindine konidije, sa sitno granuliranim sadrzajem, zaolel na
jednom kraja, a na drugom blago suzene (slika 16b).

Trecu grupu ¢ini samo jedan izolat Coll-44 identifikovan do na/oroda
Colletotrichum sp., ¢ije su konidije prave cilindéne na jednom kraju zaobljene a na
drugom blago zaoStrene. Morfologija konidija ovamplata Coll-44 razlikuje se od
prethodne dve vrste kao i od ostalih vrsta opisar@hlucerki u svetu. Ovaj izgled
konidija morfoloSki preliminarno odgovara vr€li linicola. Konidije su jednéelijske,

glatke, bezbojne, sa sitno granuliranim sadrzajeraye, cilindréne blago suzene na

jednom kraju a na drugom suzene (slika 16c).

Slika 16. Oblik knidija izolata Coll-4 . trifalii) (a), izolata Coll-18. destructivum)
(b) i izolata Coll-44 Colletotrichum sp.) (c), kulture stare deset dana na CLA podlozi

Dimenzije konidija prowavanih izolata C. trifolii, C. destructivum i

Colletotrichum sp. Coll-44 razlikuju se ndgisobno. Ustanovljeno je da postoje ¢ajae
razlike u dimenzijama konidija izolata ispitivanirsta, i to kako u progaim, tako i u

ekstremnim vrednostima.
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ija (&), starih 7 darea n
PDA podlozi, izgled konidija (b), seta (c) i aprago(d) izolata Coll-4 poreklom sa
lucerke

Izolat Coll-4 koji pripada vrstC. trifolii ima konidije cilindréne zaobljene na
oba kraja, dimenzija 12,5-17,5 x 5-7;n u proseku 15 x 5,6um (slika 17b).
Referentni izolat za vrstC. trifolii CBS158.83 takide, ima cilindréne konidije
zaobljene na oba kraja i njegove dimenzije su 6d12,5 x 5,0um u proseku 10,25 x
5,0um (tabela 15).

Slika 18. Colletotrichum destructivum: MorfoloSke osobine kolonija-kulture stare 7
dana na PDA podlozi (a), konidije (b), sete (cpiesorije (d) izolata Coll-18 poreklom
sa lucerke

Prosé€na veltina konidija za izolate koji pripadaju vr<Ii destructivum iznosila
10-25 x 2,5-7,5 um u proseku 18,78 x 3,37 um (slitla, tabela 15).
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Tabela 15 Dimenzije konidija ispitivanih izolat@olletotrichum spp. izolovanih sa lucerke

Konidije Odnos
Grupa/Vrsta Oznaka Duzina (um) Sirina (um) duz./Sir.
izolata min. max. prosek min. max. proseR
I Coll-4 12.5 17.5 15 5 7.5 5.67 2.75
C. trifolii CBS158.83 7.5 12.5 10.25 5 5 5 2.05
Coll-8 12.5 25 19.25 5 5 5 3.85
Coll-9 12.5 25 19.5 2.5 7.5 4.2 5.09
Il Coll-18 10 25 18.5 2.5 5 4.42 4.65
C.destructivum Coll-48 15 25 19.17 25 25 2.5 7.83
Coll-68 12.5 25 18.25 2.5 2.5 2.5 7.27
Coll-75 10 25 17.5 2.5 2.5 2.5 6.7
CC657 15 25 19.32 2.5 2.5 2.5 7.97
lll Colletotrichum sp. Coll-44 12.5 25 19.83 2.5 7.5 4.42 5.69

a - Prosta vrednost iz 30 ponavljanja
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Slika 19. Colletotrichum sp. izolata Coll-441zgled kolonija 7 dana starih na PDA (a),
konidija (b), seta (c) i apresorija (d)

Izolat Coll-44 identifikovan kadColletotrichum sp. ima konidije vetine 12,5-
25 x 2,5-7,5 um, u proseku 19,83 x 4,42 um (slida) 1

Duzina konidija, Sirina konidija, iztanavanje odnosa duzina/Sirina su parametri
koji su pojedinano statisitki analizirani u cilju odréivanja njihove pogodnosti kao
kriterjuma za razlikovanje | oddevanje taksonomskog mnde odnosa izmiu

ispitivanih izolataColletotrichum spp.

Tabela 16.Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse dimgnkonidija ispitivanih

izolataColletotrichum spp.

Suma Stepeni | Varijanse | F-koli¢nik | p-vrednosti
Izvor varijacije kvadrata | slobode
Duzina | lzmeiu grupa| 2424.667 9 269.407 22.853 0.000
konidija U grupi 3418.750 290 11.789
Ukupno 5843.417 299
Sirina Izmedu grupa| 419.402 9 46.600 65.398 0.000
konidija U grupi 206.644 290 0.713
Ukupno 626.046 299
Odnos | lzmedu grupa | 1208.820 9 134.313 32.655 0.000
duz./Sir. U grupi 1192.817 290 4.113
Ukupno 2401.637 299

DuZina konidija predstavlja prvi merni parametdobijeni rezultati obrdeni su
analizom varijanse kao jednofaktorijalan ogled, geefaktor bila duzina konidija
(tabela 16).
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Poreienjem F koknika je utvdeno da izméu izolata postoje statigki vrlo
zn&ajne razlike. Nakon iztmnavanja analize varijanse pristupilo se parnim

poreienjem izolata pomi Duncan testa 0.05 (tabela 17).

Tabela 17.Analiza varijanse duZzine konidija ispitivanih izta&olletotrichum spp.

Homogene grupe

Izolati 1 2 3 4
CBS 158.83 10.2500

Coll-4 15.0000

Coll-75 17.5000

Coll-68 18.2500 18.2500

Coll-18 18.2500 18.5000

Coll-8 19.2500 19.2500

Coll-48 19.4167 19.4167

Coll-9 19.5000

Coll-44 19.5833

CC657 19.9167
p-vrednosti 1.000 1.000 0.053 0.108

Analizom rezultata moZze se dith da duzina konidija, kao zaseban morfoloSki
Kriterijum, grupisao u izvesnoj meri ispitivane la®. Tako su se na osnovu duzine
konidija, jasno izdvojile grupe izolata iz prve fasoSke grupel. trifolii (CBS 158.83
I Coll-4) koji su svrstani u dve homogene grupe.dKdruge morfoloSke grupeg.
destructivum (Coll-75, Coll-68, Coll-18, Coll-8, Coll-48) izolasu taka@e svrstani u
dve zasebne homogene grupe.c@renorfoloska grup&olletotrichum sp. Coll-44 se
jasno ne razlikuje od izolata druge morfoloSke grupnalizom rezultata moze secito
da duzina konidija, kao zaseban morfoloski kriterj ne moze potpuno da podrzi sva
prethodno ugena grupisanja ispitivanih izolata gljiva.

Rezultati merenja Sirine konidija ispitivanih iztaa Colletotrichum spp.
statistéki su obr@eni analizom varijanse kao jednofaktorijalni ofglegtie je faktor
Sirina konidija. Rezultati su prikazani u tabeli. Boreienjem F koknika sa tabtinim

vrednostima, ustanovljeno je da iztngzolata postoje statigki vrlo znaajne razlike.
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Tabela 18 Analiza varijanse Sirine konidija ispitivanih lata Colletotrichum spp.

Homogene grupe
Izolati 1 2 3 4
Coll-48 2.5000
Coll-68 2.5000
Coll-75 2.5000
Coll-657 2.5000
Coll-9 4.1750
Coll-18 4.4167
Coll-44 4.4167
CBS158.83 5.0000
Coll-8 5.0000
Coll-4 5.6667
p-vrednosti 1.000 0.300 1.000 1.000

Nakon izr&unavanja analize varijanse pristupilo se parnimegenjima izolata
pomaiu Duncan testa, a dobijeni rezultati prikazani siaheli 18. Sirina konidija kao
morfoloSki kriterijum nije razlikovala izolat€. trifolii (Coll-4 i CBS 158.83) u odnosu
na sve ostale grupe izolata. Ova dva izolata sma&kisobno statistki razlikovala.
Takade, kod izolata druge morfoloSke grupe na osnovneskonidija kao morfoloskog
kriterijuma nisu se jasno razlikovali izolati (Gdl8, Coll-68, Coll-75, Coll-9, Coll-18 i
CC657), skni C. destructivum u odnosu na izolate prve morfoloSke grupe. Kodhizo
trece morfoloSke grupe (Coll-44) nije &ena statistki znatajna razlika u odnosu na
izolate prve i druge morfoloSke grupe. Tako da kedlata prve, druge i tée
morfoloSke grupe, nije mogda koristiti Sirinu kao zaseban taksonomski kriterj za
razlikovanje vrsta.

Nakon merenja duzine i Sirine konidija, pristupde izr&unavanju koknika,
odnosno odnosa duzina/Sirina, kao karakteru zéoaanje pojedinihColletotruchum
vrsta. Dobijeni rezultati statiski su obraeni analizom varijanse kao jednofaktorijalni
ogled, gde je faktor odnos duzine/Sirine konidigbéla 16). Podenjem F kokénika
ustanovljeno je da iznde izolata postoje statigki vrlo znaajne razlike. Nakon
izratunavanja analize varijanse pristupilo se parnimejgemjima izolata pomd

Duncan testa 0.05, a dobijeni rezultati prikazani $abeli 19.
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Tabela 19. Analiza varijanse odnosa duzine/Sirine konidija itiggnih izolata
Colletotrichum spp.

Izolati Homogene grupe
1 2 3 4 5

CBS 158.83] 2.0500

Coll-4 2.7503

Coll-8 3.8500

Coll-18 4.6500 4.6500

Coll-9 5.0917 5.0917

Coll-44 5.9943

Coll-75 7.0333

Coll-68 7.2667

Coll-48 7.8333

CC657 7.9667
p-vrednosti 0.182 0.128 0.400 0.086 0.105

Odnos duzina/Sirina konidija kao zaseban morfold&kierijum, grupisaolo
donekle ispitivane izolate. Unutar prve morfologkepe izolata koji odgovaraju vrsti
C. trifolii, izolati CBS 158.83 i Coll-4, parnim paienjem ispitivani izolati grupisani su
u istu homogenu grupu, ali ukupno posmatrano, ouapa izolata uspesSno se
razlikovala od grupeC. destructivum. U pogledu izolata slede, druge morfoloSke
grupe, koji po ostalim karakteristikama odgovarapsti C. destructivum, parnim
poreienjem ispitivani izolati su grupisani ¢etiri homogene grupe. Kod izolata dee
morfoloSke grupe nema statidi znaiajnih razlika u odnosu na izolate druge
morfoloSke grupe. Tako da kod izolata druge i¢dremorfoloSke grupe odnos
duzina/Sirina konidija kao zaseban morfoloski kijten ne moze samostalno koristiti
za razlikovanje vrsta.

Nacin klijanja konidija- Tokom klijanja, uéeno je da konidije svih ispitivanih

izolata trpe izvesne morfoloSke promene. Najpreziado izvesnog bubrenja konidija,
posle ¢ega one vremenom gube granulirani sadrzaj i postepar&nije, dok se u
ekvatorijalnom delu konidije formira ili ne formiraepta, Sto je bitan taksonomski
kriterijum vrsta rodaColletotrichum. Izolatai | morfoloSke grupe okarakterisani Kao
trifolii (Coll-4, CBS 158.83) tokom klijanja konidija neralauju septu u ekvatorijalnom
delu. Izolati 1l morfoloSke grupe okarakterisanol@. destructivum (Coll-48, Coll-68,
Coll-75, Coll-9, Coll-18 i CC657) formiraju ekvat@nu septu. lll morfoloSka grupa
izolat Coll-44 okarakterisan do nivoa vrsi€olletotrichum sp. takde formira

ekvatorijalnu septu.
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Slika 20. Klijanje konidija progavanih izolata Colletotrichum spp. Formiranje
apresorije direktno na konidiji izolata Coll-4€d]letotrichum sp.) (a); temeno klijanje
konidija izolata Coll-44 Colletotrichum sp.) (b); obrazovanje apresorija na inicijalnoj
hifi izolata Coll-8 C. destructivum) (c); baino-temeno klijanje konidija izolata CBS
158.83 C. trifalii) (d)

Pri klijanju konidije prodavanih izolata C. trifolii, C. destructivum i
Colletotrichum sp. Coll-44formiraju inicijalne hife, apresorije i sekundarkenidije.
Konidije klijaju uglavnom obrazujii jednu ili dve, a veoma retko tri iietiri inicijalne
hife (slika 20b). Inicijalne hife obho se formiraju na jednom ili na oba vrha konidije,
Sto se oznsmva temeno klijanje (slika 20d). Veomiastohife polaze i iz neposredne
blizine vrha konidije, Sto se opisuje kao temendrao klijanje. Iskljwivo batno
klijanje je u@denosamo u sltiajevima kada se formira viSe od dve inicijalne hife

Sekundarne konidije sle su primarnim konidijama, ali su nesto tanjihoxi i
manjih dimenzija. Obrazuju se direktno na konidgaith na krajevima inicijalnih hifa.
Ukoliko se obrazuju direktno na konidijama, sekundakonidije locirane su uglavnom
na temenu mainskih konidija, a u izuzetnim stajevima ustanovljeno je i njihovo
bo¢no obrazovanje. Umno je takde, da je u sltaju brojnog formiranja sekundarnih
konidija duzina isklijalih inicijalnih hifa manjanego u slgaju da konidija klija samo
putem inicijalnih hifa. Tokom ovih istrazivanja udeno je da nema razlike u klijanju
konidija kod svih protavanih izolata, sve tri morfoloske grupe.

Apresorije - Oblik, velina, boja i struktura apresorija pk@vanih izolata
odreieni su 5 dana nakon postavljanja eksperimenta.p&ibgene gljive iz roda
Colletotrichum spp. poseduju osobinu da formiraju organe za mjajge, kada
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infekciona hifa dde u dodir sa tvrdom povrSinom. Smatra se da owamrgrvenstveno
sluze da ptivrste patogena za povrSinu danma u p@&etnim stadijumima infekcije

U ovim istraZivanjima apresorije formirane na kvajea hifa koje su rasle u
vodi, predstavljaju reakciju na mehékii stimulans, nastao usled njihovog dodira sa
cvrstom povrSinom, koja je premia njihov vrSni porast. Pri glhom stimulansu
apresorije nastaju i na onim hifama koje su rarmgivno proizvodile konidije.
Apresorije se formiraju pri klijanju konidija, dkéno na konidiji (slika 21) ili na kikapj
ili duzoj inicijalnoj hifi. NajceZe se na jednoj konidiji obrazuje jedna, derelve ili tri
apresorije. One nastaju tako Sto se vrh hife ¢gprévrdom povrSinom u porastu, prosSiri
I formira se otekna. Kasnije aimio pri njihovoj osnovi, pojavljuje se inicijalnafaiu
koju prelazi sadrzaj apresorije i koja osiguravdji dazvoj micelije. Po nastanku
apresorije su svetlo sme ili hijalinske, ali sa vr.emenom u njima se forajr uljane

globule, njihovi spoljni zidovi zadebljavaju, poskega dobijaju mrku boju.

Slika 21. Colletotrichum trifolii izolat Coll-4 klijanje apresorija direktno u konidi
kulture stare pet dana u vieg kapi

Tokom ovih istrazivanja utdeno je da svi praiavani izolati formiraju brojne
apresorije. lIzolatiC. trifolii formiraju apresorije u kulturi, koje su si&rog i
glavicastog oblika (slika 22). Dimenzije apresorija sy9i?7,4 x 5-7,5 pm, u proseku
15,21 x 6,25 pm.
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Slika 22. Colletotrichum trifolii. Apresorije izolata Coll-4, kulture stare pet dana
u viseoj kapi

Formirane apresorije uglavnom su nepravilnog oblikgpaetku bezbojne, a
kasnije postaju mrke sa zadebljalom spoljnom menta Svi ispitivaniizolati C.
destructivum formiraju apresorije. Dimenzije apresorija su y26318,75 x 5,7- 9,6 um,

u proseku 12,94 x 6,35 pum (slika 23). Apresoriji sspitivanih izolataC. destructivum
su nepravilnog oblika, u petku bezbojne, a sa starenjem postaju tamno briaon,

zadebljalih zidova.

Slika 23. Calletotrichum destructivum. Apresorije izolata Coll-8, kulture stare pet dan
u viseoj kapi

Izolat Coll-44 (Colletotrichum sp.) u kulturi formira apresorije. Dimenzije
apresorija su od 5-17,5 x 2,5-7,5 um, u prosek8 15,9 um. Nastale apresorije su
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izduZenog i jajolokog oblika, u petku bezbojne, a kasnije postaju mrke sa zadehljali

spoljnim zidovima (slika 24).

Slika 24.Coalletotrichum sp.: izolat Coll-44, apresorije formirane u kuitstaroj 5 dana

Na osnovu sprovedenih istrazivanja konstantovandajese apresorije, izrde
prowtavanih vrsta, veoma razlikuju. Razlike u obliku egmrija ispitivanih vrsta su:
izolati C. trifolii formiraju apresorije koje su sféniog i glavtastog oblika, dok izolati
C. destructivum obrazuju apresorije izduzenog i nepravilnog oblikeolat Coll-44
Colletotrichum sp. obrazuje apresorije izduzenog i jajolokog kabliOblik i dimenzije
apresorija predstavljaju veoma koristan taksonorkgkerijum za razlikovanje vrsta u

okviru rodaColletotrichum.

5.6.3. Reproduktivni organi teleomorfnog stadijumaispitivanih izolata

Colletotrichum spp.

Svi prowavani izolatiColletotrichum spp., poreklom iz Srbije (Coll-4, Coll-8,
Coll-9, Coll-18, Coll-44, Coll-48, Coll-68, Coll-j5ao i referentni izolati CC657TC(
destructivum) i CBS 158.83C. trifolii), poreklom iz Holandije, nisu formirali peritecije
u kulturi. | pored toga Sto je formiranje perit@cfjosmatrano u viSe navrata, nakon 30
dana, nakon 6 i 12 meseci, do potpunog iscrplje&uijtura.
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5.7. Molekularna detekcija i identifikacija gljiva

Molekularna metoda la&ane reakcije polimeraze (PCR) i sekvencioniranje
umnoZenih fragmenata DNK, uspesSno je primenjenaleatifikaciju i karakterizaciju
ispitivanih izolataColletotrichum spp. prouzrokows antraknoze na lucerki i crvenoj
detelini. Nakon ekstrakcije ukupne DNK ispitivanikolata gljiva prouzrokowsa
antraknoze, obavljene su PCR reakcije sa parovimgerzalnih prajmera u cilju
dobijanja specitinog fragmenta DNK koji obuhvata ITS genomni regigleo 18S
rRNA, ITS1, 5.8 rRNA, ITS2 i deo 28S rRNA) i dvazldita regiona proteinskih
nuklearnih gena region introna gena za glutamitegau (GS) i region introna gena za
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GPDH).

Primenom raztiitih prajmera prilikom izvdenja PCR metode, razlika u
specifenosti i pogodnosti detekcije ciljanih DNK fragmeaasva tri razliita dela
genoma iz ispitivanih izolata bila je izrazena.

Molekularna detekcija 18 odabranih izoldtalletotrichum spp. poreklom sa
lucerke i crvene deteline, kao i tri referentnalata C. trifolii (C-86-2, rasa 1)C.
trifolii (CBS 158.83) IC. destructivum (CC657) obavljena je kodénjem univerzalnih
prajmera ITS1/ITS4, koji omodgavaju umnozavanje ITS regiona ribozomalne DNK
Eucariota. Pordenjem amplifikovanih fragmenata ispitivanih izoldtiaerke, prisustvo
fragmenata &ekivane veltine od oko 495 bp utden je kod svih izolata (slika 25).
Prinosi ovih reakcija bili su nizi kod izolata ¢e morfoloske grupe (Coll-44), Sto se
ogleda u vidu prisustva tanjih traka. Do amplififaoije doSlo kod negativne kontrole.

8 9 10 11 121314 1516 1718 1920 212223 M

Slika 25. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenilidéenjem para prajmera
ITS1-ITS4. Kolone: 1- izolat Coll-4, 2- izolat Cédl 3- izolat Coll-AS, 4- izolat Coll-3,
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5- izolat Coll-9, 6- izolat Coll-10, 7- izolat Celll, 8- izolat Coll-18, 9- izolat Coll-29,
10- izolat Coll-35, 11- izolat Coll-37, 12- izol@wll-44, 13- izolat Coll-48, 14- izolat
Coll-Bk, 15- izolat Coll-68, 16- izolat Coll-75 ,71 referentni izolatC. dematium
(CC560), 18- izolat Coll-31, 19- referentni izottrifolii (CBS158.83), 20- referentni
izolatC. trifolii rasa 1 (C-86-2), 21- referentni izoatdestructivum (CC657), 22-izolat
Coll-32, 23 izolat- Coll-38, (-) - negativha konmp M- DNK Ladder Amersham
Biosciences.

Primenom para prajmera GSF1-GSR1 koji ondagaju amplifikaciju introna
gena koji kodira glutamin sintetazu (GS) i ptewjem amplifikovanih fragmenata
testiranih izolata, sa koignim markerom (M), ustanovljeno je prisustvo ampuh&
ocekivane velkine oko 900bp kod izolata | morfoloSke grupe (ChllE-82-2 i CBS
158.83) i izolata Il morfoloske grupe (Coll-3, G8ll Coll-9, Coll-11, Coll-18, Coll-29,
Coll-32, Coll-35, Coll-37, Coll-38, Coll-48, Coll& Coll-75, Coll-AS, Coll-Bk, i
CC657). Kod Il morfoloske grupe (Coll-44) nije dosdo amplifikacije kao i kod

negativne kontrole (slika 26).

Slika 26. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenthigenjem para prajmera
GSF1-GSRL1. Kolone: 1-izolat Coll-4, 2- izolat C8|I-3- izolat Coll-AS, 4- referentni
izolat C.gleosporioides (AVO-37-4B), 5- izolat Coll-3, 6- izolat Coll-9,-1zolat Coll-
10, 8- izolat Coll-11, 9- izolat Coll-18, 10- izol€oll-29, 11- izolat Coll-35, 12- izolat
Coll-37, 13- izolat Coll-44, 14- izolat Coll-48, 1%olat Coll-Bk, 16- izolat Coll-68,
17- izolat Coll-75, 18-referentni izoldf. dematium (CC560), 19-izolat Coll-31, 20-
referentni izolaC. trifolii (CBS158.83), 21- referentni izol@t trifolii rasa 1 (C-86-2),
22- referentni izolaC. destructivum (CC657), 23-izolat Coll-32, 24-izolat Coll-38, M-
DNK Ladder Amersham Biosciences, (-) - negativnatkaa.

Molekularna detekcija odabranih izolata izvrSengpjgnenom para prajmera
GDF1-GDR1, koji umnozavaju=200 bp regiona introna gliceraldehid-3 fosfat
dehidrogenaze (GPDH). Potwovih prajmera uspesno je amplifikovan intron gan
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GPDH gen kod svih 18 ispitivanih izolata iz sve mrorfoloSke grupe (slika 27). Do
amplifikacije nije doSlo u negativnoj kontroli, uadk pripremljen sa molekularnom
H-0.

6 7 & 9 10 11 12 13 1415 1617 18 1920 212223 M

Slika 27. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenthigenjem para prajmera
GDF1-GDRL1. Kolone: 1-izolat Coll-4, 2- izolat Cd@l-3- izolat Coll-AS, 4- referentni
izolat C.gleosporioides (AVO-37-4B), 5- izolat Coll-3, 6- izolat Coll-9,-4zolat Coll-
10, 8-izolat Coll-11, 9-izolat Coll-18, 10-izolato{-29, 11- izolat Coll-35, 12- izolat
Coll-37, 13- izolat Coll-44, 14- izolat Coll-48, 1%zolat Coll-Bk, 16- izolat Coll-68,
17- izolat Coll-75, 18-referentni izol&. dematium (CC560), 19- izolat Coll-31, 20-
referentni izolatC. trifolii rasa 1 (C-86-2), 21- izolat Coll-32, 22- izolatliE38, 23-
referentni izolat Cdestructivum (CC657), M- DNK Ladder Amersham Biosciences, (-)
- negativna kontrola

5.7.1. Molekularna identifikacija Colletotrichum vrsta detektovanih na

lucerki

Tokom molekularne identifikacije ispitivanih izotat uspeSno je
sekvencionirano viSe genomnih regiona 12 izolatadefjenih u tri grupe i
okarakterisanih na morfoloSkom nivou. Sekvencionirau PCR produkti dobijeni
primenom prajmera koji omogavaju amplifikaciju gena GS, a koji je visoko
informativan na nivou vrste za ceo r@dlletotrichum. Pored toga, za sekvencioniranje
I pror&un genetike slicnosti sekvenci izolata koiéni su PCR produkti dobijeni
primenom prajmera koji omogavaju amplifikaciju ITS regiona rDNA i introna gena
za gen GPDH (prilog 1)ije sekvence nisu zavedene u GenBank bazu podaihkag.
duzine manje od 200 bp. Dobijene sekvence regiomana za gen GS i ITS regiona r
DNA prijavljene su u GenBank bazi podataka, a awbipristupni brojevi prikazani su
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u tabeli 20. Identifikacija odabranih izolata izm& je viSestrukim uparivanjem i
prora&&unom genetike slicnosti dobijenih sekvenci mdasobno, kao i sa sekvencama
drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podatakiapgnom Blast analize i Clustsy

programa integrisanog unutar programskog paketa Miz.5.0.

Tabela 20.Pregled sekvenci ispitivanih izola@mlletotrichum spp.

Oznaka GenBank pristupni broj
Grupa izolata Vrsta ITS intronGSgen

I Coll-4 C. trifolii - JX908368
Coll-9 C. destructivum - JX908366
Coll-18 C. destructivum - JX908367
Coll-48 C. destructivum JX908361 -

Il Coll-68 C. destructivum JX908362 -
Coll-75 C. destructivum JX908363 -
Coll-AS C. destructivum - JX908369
CC657 C. destructivum JX908365 -

I Coll-44 Colletotrichum sp. JX908364 -

Molekularna identifikacija Colletotrichum trifolii. Molekularna identifikacijaC.
trifolii izvrSena je viSestrukim uparivanjem i pr&araom genetike slicnosti sekvenci
odabranog izolata sa sekvencama drugih izolataipogt u GenBank bazi podataka. Za
ovo ispitivanje odabran je izolat Coll-4 sa loket& Selo Varvarin, predstavnik
morfoloSke grupe I. Amplifikovani fragmenti odaboan izolata, podvrgnuti su
sekvencioniranju u cilju utdivanja sekvence umnozenog genomnog regiona introna
GS gena.

Nakon sekvencioniranja PCR produkata dobijenog #ikgatijom iz micelije
uzorka Coll-4, kori€&enjem para prajmera GSF1-GSR1 koji om@mya amplifikaciju
region intron za GS gen, konsezus nukleotidna seleve&leponovana je u GenBank
bazu podataka i dobijen je pristupni broj JX9083@&bela 20). BLAST analiza
sekvence u duzini od 912 bp, pokazala je 99 do%M@8kleotidne identnosti sa
sekvencaméetiri izolataC. trifolii deponovanih u GenBank bazi podataka. ViSestruko
uparivanje i proréun nukleotidne stnosti odabranih sekvenci obavljen je nakon
trimovanja na duzinu od 910 bp. Pré&wmaom genetike sliénosti izolat Coll-4 pokazao
je najvisi stepen nukleotidne idefriosti od 99,8 %, sa razlikom u jednom nukleotidu,
sa sekvencom izolata ON7 (DQ792872) poreklom sarke iz SAD. Nizi stepen
nukleotidne identinosti od 99,4% sa razlikom od tri nukleotida isghi izolat ispoljio
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je sa sekvencom izolata 14-2-63 (DQ792877) poreldantucerke iz SAD. Isti stepen
nukleotidne identinosti od 99,4% sa razlikom od tri nukleotida isg@hi izolat ispoljio
je sa sekvencom izolata ON12 (DQ792875) poreklotnesarke iz SAD.

Nakon sekvencioniranja PCR produkata dobijenog #ikgatijom iz micelije
izolata Coll-4, korigenjem para prajmera GDF1-GDR1 koji omégwa amplifikaciju
regiona introna za gen GPHD (prilog 1), obavljema molekularna identifikacija
odabranog izolata pomio BLAST analize i pokazala 100% nukleotidne id&mdisti sa
tri sekvence izolataC. trifolii deponovane u GenBank bazi podataka. ViSestruko
uparivanje i proréun nukleotidne stnosti odabranih sekvenci obavljen je nakon
trimovanja sekvenci na duzinu od 220 bp. Najvi®psh identinosti od 100%,
sekvenca odabranog izolata pokazala je sa tri tedla trifolii iz SAD 14-2-63
(DQ792877), ON7 (DQ792872) i ON12 (DQ792875), ptweksa lucerke.
Molekularna identifikacija Colletotrichum destructivum. Molekularna identifikacija
odabranih izolataC. destructivum obavljena je nakon sekvencioniranja i ptoma
genettke slicnosti sekvenci izolata dobijenih primenom prajmé&mi omoguvaju
amplifikaciju ITS regiona rDNK, introna gena za G8trona gen za GPDH gena.

Za identifikaciju na osnovu ITS regiona odabra@odtiri izolata 11 morfoloSke
grupe (Coll-48, Coll-68, Coll-75 i referenti izola€C657). Svi odabrani izolati
prethodno su na osnovu morfoloskih i patogenih wsolokarakterisani kacC.
destructivum. Nakon sekvencioniranja PCR produkata dobijenoglidikacijom iz
micelije uzoraka kori&njem para prajmera ITS1/ITS4, konsezus nukleotsdkeence
deponovane su u GenBank bazi podataka i dodeljemm ristupni brojevi JX908361,
JX908362, JX908363 i JX908365 (tabela 20).dsobnim poréenjem i upotrebom
MEGA 5.0 softvera izvrSen je pranan genetike slicnosti sekvenci izolata kotiénih u
ovim istrazivanjima, utvden je najvisi stepen ideftiosti od 100%.. Protan genetike
slicnosti odabranih sekvenci iz GenBank baze podatakalen je nakon trimovanja
sekvenci na duzinu od 520 bp. NajviSi stepen nuklee identtnosti od 98,3%
pokazuje sekvenca ispitivanog izolata, koji je pa&l kao referentni u ovim
istrazivanjima CC657, sa sekvenc@ndestructivum izolat ATCC11995 (AF3205663)
poreklom iz Kanade, iz duvanhli¢otiana tabacum). Stepen nukleotidne ide&tiosti od
97,8 % sa razlikom od 12 nukleotida, ispitivanil@&bpokazali su sa sekvencom izolata
C. destructivum C08077 (GU935874) poreklom iz Koreje iz nepoznatiognaina.
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Stepen nukleotidne ideritiosti od 97,9% ispitivani izolati pokazali su s&sncomC.
destructivum izolata CBS14934 (JQ005764) poreklom iz Holandgenepoznatog
doma&ina. Nivo nukleotidne identhosti od 97,2% sa razlikom od 15 nukleotida
ispitivani izolati pokazali su sa sekvencof destructivum izolat ATCC10921
(AF3205663) iz Kanade, poreklom iz duvahacptiana tabacum).

Za sekvencioniranje regiona introna za GS gena radalsu amplifikovani
fragmenti tri izolata iz 1l morfoloSke grupe izolawih iz prizemnog dela stabla lucerke
Coll-9, Coll-18 i Coll-AS. Konsenzus nukleotidnekgence deponovane su u GenBank
bazu podataka i dodeljeni su im pristupni brojeP08366, JX908367 i JX908369
(tabela 20). Méusobnim poréenjem sekvenci izolata Coll-9, Coll-18 i Coll-AS
koris¢enjem MEGA 5.0 softver, utden je najviSi stepen rdasobne identnhosti od
100%. BLAST analiza sekvence produkta duzine od 884 bp, pokazala je 96%
nukleotidne identinosti sa jednim izolator@. destructivum deponovanim u GenBank
bazi podataka. Za prafan genetike slicnosti sve sekvence su svedene na duzinu od
910 bp, koliko je iznosila duzina najkeasekvence koré&ne u analizi, a svi ispitivani
izolati pokazali su najviSi stepen nukleotidne i&rmosti od 96 % sa sekvencarGa
destructivum izolata C08077 (GU935814), porekla iz Koreje.

Za sekvencioniranje regiona introna gena za GPBé&biano je i amplifikovano
Sest izolata iz 1l morfoloske grupe (Coll-10, C28; Coll-32, Coll-48, Coll-68 i Coll-
75) (prilog 1). Korigenjem MEGA 5.0 softvera izvrSeno je éusobno poréenje
sekvenci 6 protavanih izolata i utvdena je 100% homologija sekvenci ispitivanih
izolata II morfoloSke grupe. Nakon sekvencioniraff@gmenata umnozenog u PCR
reakciji korigenjem regiona introna za GPHD gen koji om&ya amplifikaciju
GPDH gena, obavljena je molekularna identifikasg&vence produkta u duzini od oko
250 bp, poméu BLAST analize pokazala je &hiost od 99,4% sa razlikom od pet
nukleotida saC. destructivum izolatom C08077 (GU935854) poreklom iz Koreje iz
nepoznatog dontaa.

Molekularna identifikacija Colletotrichum spp. Delimi¢cna molekularna identifikacija
odabranog izolata Colletotrichum sp. izolat Coll-44 obavljena je, nakon
sekvencioniranja i protana genetke slcnosti sekvence izolata, dobijene parom
prajmera koji omogtavaju amplifikaciju ITS regiona rDNK i regiona intta za GPHD

gen.Molekularna identifikacija odabranog izolata obemk je nakon sekvencioniranja
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ITS regiona rDNK. Konsenzus nukleotidna sekvengaodevana je u GenBank bazu
podataka i dodeljen joj je pristupni broj JX90836bela 20). BLAST analiza sekvence
produkta duzine 550 bp, pokazala je 91,3 do 100%entidne identinosti sa ITS
rDNK sekvencama 28 izolata deponovanih u GenBank fppadataka, dvanaest izolata
vrste C. destructivum, jednim izolatom vrste&€. higginsianum, jedanim izolatom vrste
C. trifalii, tri izolata vrsteC. orbiculare, dva izolataC. lindemuthianum koji su
GenBank bazi zavedeni kaGlomerella lindemuthianum, jedan izolat vrsteC.
graminicola, jedan izolat vrsteC. linicola, jedan izolat vrsteC. fuscum, jedan izolat
vrste C. dematium, jedan izolat vrsteC. lineola, dva izolataC. gleosporioides, dva
izolata vrsteC. boninense, jedan izolat vrsteC. spaethianum, jedan izolat vrsteC.
acutatum koji je u GenBnk bazi podataka zaveden Kaomerella acutatum i jednim
izolatom vrsteC. lupini.

Nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 520 bp,Semrje pror&un genetike
slicnosti najvisSi nivo homologije od 100 % ispitivardoiat Coll-44 pokazao je sa
jednom sekvencom izolata CBS 172. 51 (JQO005765g s linicola, poreklom iz
Holandije iz nepoznatog doiiaa. Prema izolatima vrst€. destructivum C08077
(GU935874) poreklom iz Koreje i DAOM196849 (EU408)5poreklom iz Kine
pokazuje nukleotidnu idertiost od 98,9%. Isto tako prema izolatu vrsie
higginsanum C00112 (GU935872) poreklom iz Koreje, pokazuje leakdnu
identicnost od 98,9%. Nukleotidnu ideériosti od 98,8% ispitivani izolat je pokazao sa
sekvencama izolafd. destructivum CBS 149.34 (JQ005764) poreklom iz Holandije.

Nakon sekvencioniranja fragmenta umnozenog u PCRRcije kori€enjem
prajmera GDF1 i GDR1 regiona introna za gen GPHDOekwarna identifikacija
odabranog izolata obavljena je BLAST analizom sekeeprodukta u duzini od 250 bp
i pokazala je 94,3% ide®tiosti sa jednom sekvencom vr&te destructivum C08077
(GU935854) poreklom iz Koreje i jednom sekvencorste/C. higginsianum C97027
(GU935850) poreklom iz Koreje. Ispitivana sekverrmmdata Coll-44Colletotrichum sp.
pokazala je 91,3% idegtiosti sa drugim izolatomC. higginsianum C00112
(GU935852) takde poreklom iz Koreje.

Kako se sekvence ITS regiona rDNK ne smatraju paippouzdanim za
identifikaciju i razlikovanje Colletotrichum spp., nardito blisko srodnih vrsta, a

rezultati sekvencioniranja i nukleotidna idéntst introna gena GPHD nisu bili
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potpuno informativni, izolat Coll-44 (prilog 1) Bijmogao pouzdano biti identifikovan
do nivoa vrste. To je razlog zasto ovaj izolat kmedstavnik Il morfoloSke grupe u
daljem tekstu se oztava kaoColletotrichum sp. deliméno identifikovan takson Coll-
44. Sa istrazivanjima u cilju potpune identifikaciolletotrichum sp. Coll-44 bie

nastavljeno primenom dodatnih konvencionalnih iekalarnih metoda i taksonomskih

Kriterijjumima.

5.7.2. Molekularna karakterizacija vrsta roda Colletotrichum patogena

lucerke

Dalja molekularna karakterizacija ukdjla je filogenetske analize vrsta roda
Colletotrichum, patogena lucerke. Za filogenetske analize kerié su nukleotidne
sekvence tri raztita genomna regiona: ITS rDNK, intron GS genaliantGPDH gena.
U ova ispitivanja ukljgeno je ukupno 12 sekvenci izolata identifikovanitsta C.
trifolii (Coll-4), C. destructivum (Coll-9, Coll-10, Coll-18, Coll-29, Coll-32, Co#s8,
Coll-68, Coll-75, Coll-AS, CC657)Colletotrichum sp. (Coll-44).

Dobijene sekvence vrst&. trifolii, C. destructivum i Colletotrichum sp.
Analizirane su sa odgovargjm sekvencama 3Zolletotrichum vrste, dostupnim
GenBank bazi podataka i rekonstruisana su tri dilmjska stabla na osnovu
odgovarajdih delova genoma, primenom Maximum Parsimony metsaebootstrap
podrskom od 1000 ponavljanja.

Filogenetska analiza na osnovu ITS regiona rDNKSekvence ITS regiona r DNK
izolata Coll-48, Coll-68, Coll-75 i CC657C( destructivum) i izolata Coll-44 C.
linicola) sa lucerke poreklom iz Srbije, i 33 dostupne seke Colletotrichum vrsta
medusobno su uparene i rekonstruisano je filogenettkialo.

Analizom filogenetskog stabla (slika 28) rekonstamog na osnovu sekvenci
ITS regiona rDNK udljiva je podela na osam klastera. Utgno je da su ispitivani
izolati Coll-48, Coll-68, Coll-657, CC657C( destructivum) i Coll-44 (Colletotrichum
spp.) smesteni unutar prvog klastera destructivurakviru ovog klastera grupisano je
dvanaest izolat&. destructivim (tabela 21). Pored ovih vrsta u ovaj klaster gralpisu
se vrsteC. linicola, C. fuscum i C. higinisaimi ukazuji¢i na njihovu véu srodnost na

osnovu ovog dela genoma
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Slika 28 Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu emtikinin sekvenci ITS
regiona rDNK 38 izolataColletotrichum vrsta, korisenjem MEGA 5 softvera
upotrebom Maximum Parsimony metode sa bootstrajizanau 1000 ponavljanja gde
su bootstrap vrednosti(>50%) prikazane pored odggwah grana. lzolati iz lucerke
sekvencionirani u ovom radu ozesi su crvenom bojom
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Filiogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu mtikieih sekvenci GPHD
gena, izolata Coll-4Q. trifolii), Coll-10, Coll-29, Coll-32, Coll-48, Coll-68, Cel5 (C.
destructivum) i Coll-44 (Colletotrichum sp.) poreklom iz lucerke iz Srbije kao i 26
dostupnih sekvencColletotrichum pokazalo je razdvajanje odabranih izolata u pet
klastera (slika 29). Sekvenca izolata Coll@. (rifolii) grupisana je u prvi klaster
orbiculare, méu kojima su vrsteC. orbiculare, C. malvarum i C. lindemuthianum
poreklom iz SAD iz nepoznatog dotmaa (tabela 22).

Sekvenca izolata Coll-44( linicola) svrstana je u klaster destructivum zajedno
sa vrstamaC. destructivum, C. higginsianum poreklom iz Koreje. Ostale sekvence
izolata Coll-10, Coll-29, Coll-32, Coll-48, Coll-a8Coll-75 (C. destructivum) takaie su
svrstane u klaster destructivum sa vrstabnéinicola i C. higginsanum. Grupisanje u

okviru klastera snazno je podrzano sa “bootstrapdnostima od 100 %.
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Slika 29. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sek¥ePDH gena 34 izolata
Colletotrichum vrsta kompleksa, kodénjem MEGA 5 softvera upotrebom Maximum
Parsimony metode sa bootrstrap analizom u 1000 vjang gde su bootstrap
vrednosti (>50%) prikazane pored odgovatdju grana. Izolati iz lucerke

sekvencionirani u ovom radu ozai su crvenom bojom
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Na osnovu nukleotidnih sekvenci introna GS gendataoColl-4 C. trifalii),
Coll-9, Coll-18 i Coll-AS C. destructivum) sa lucerke i crvene deteline poreklom iz
Srbije, kao i 25 dostupne sekvertelletotrichum vrsta, rekonstuisano je filogenetsko
stablo i pokazalo razdvajanje odabranih izolataet kdastera (slika 30). Sekvence
izolata Coll-4 C. trifolii) svrstane su u prvi klaster orbiculare, sa vrst@mabiculare,

C. malvarum i C. lindemuthianum poreklom iz SAD. Dok su sekvence ostalih izolata
Coll-9, Coll-18 i Coll-AS C. destructivum) svrstani u peti klaster destructivum, sa
vrstom C. higginsanum (tabela 23). Grupisanje u okviru oba klastera soajke

podrzano sa "bootstrap” vrednostima od 100%.
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Slika 30. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu wotiklieih sekvenci
intron GS gena 29 izolata vrsGolletotrichum kompleksa, kori&njem MEGA 5
softvera upotrebom Maximum Parsimony metode sarswap analizom u 1000
ponavljanja gde su bootstrap vrednosti (>50%) pake pored odgovardjh

grana. Izolati iz lucerke sekvencionirani u ovorduazngeni su crvenom bojom
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Tabela 21.Sekvence ITS regiona rDN&olletotrichum vrsta korigene za filogenetske analize

GenBank
Vrsta Domatin Poreklo lzvor
Kolekcija Acc. No
C. destructivum nepoznat Koreja C08077 GU935874 | O'Connell et al., 2012
C. destructivum nepoznat Engleska 319 AJ558107 | O'Connell et al., 2012
C. destructivum nepoznat Australija UuQ343 AF451908 | O'Connell et al., 2012
C. destructivum Vigna unguiculata Kina CD-hz-02 EU070912 | Sun and Zang, 2009
C. destructivum Vigha unguiculata Kina CD-hz-01 EU070911 | Sun and Zang, 2009
C. destructivum Vigha unguiculata Kina CD-hz-03 EU070913 | Sun and Zang, 2009
C. destructivum nepoznat Kina DAOM196849 EU400156 Neobjavljeni rad
C. destructivum Nicotiana tabacum Kanada ATCC11995 AF3205663 Shen et al., 2001
C. destructivum Nicotiana tabacum Kanada ATCC10921 AF320562 Shen et al., 2001
C. destructivum nepoznat Kina 3199 FJ490758 Neobjavljeni rad
C. destructivum nepoznat Kina S32 EF016298 | O'Connell et al., 2012
C. destructivum nepoznat Holandija CBS 149.34 JQO005764 | O'Connell et al., 2012
C. destructivum Robinia pseudoacacia Japan MAFF410037 AB105061 | Moriwaki et al., 2002
C. destructivum Trifolium repens Japan MAFF511453 AB105062 | Moriwaki et al., 2002
C. higginsanum nepoznat Koreja C00112 GU935872 Neobjavljen rad
C. linicola Linum usitatiss mum Holandija CBS 172.51 JQO005765 | O'Connell et al., 2012
C. fuscum Ixodes scapularis SAD DR3 EU886770 Neobjavljen rad
C. spaethianum Hosta sieboldiana Nemaka CBS 167.49 GU227807 Damm et al., 2009
C. dematium Eryngium campestre Francuska CBS 125.25 GU227819 Damm et al., 2009
C. lineola Heracleum sp. Holandija CBS 125.333 GU227832 Damm et al., 2009
C. boninense Rubus glaucus Kolumbija R0O01 JN15846 Neobjavljeni rad
C. boninense Solanum betaceum Novi Zeland CBS 128.503 JQ005237 Neobjavljeni rad
C. gleosporioides Citruc sinensis Italija IMI 356878 JX010152 Weir et al., 2012
C. gleosporioides Ficus habrophylla Nemaka C12757 JX010181 Weir et al., 2012
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C. graminicola nepoznat Holandija M 5.001 JQO005768 | O'Connell et al., 2012
C. lupini nepoznat Holandija CBS 109225 JQ948155 Damm et al., 2012
G. acutatum nepoznat Holandija CBS 112996 JQO005776 | O'Connell et al., 2012
C. orbiculare nepoznat Holandija STE-U5296 AY3765541 Lubbe et al., 2004
C. orbiculare Citrullus vulgaris Kina XC010625 HQ839785 Neobjavljen rad
C. orbiculare nepoznat Holandija 104-T JQO005778 | O'Connell et al., 2012
C. trifalii Medicago satia Japan MAFF510847 AB087223 | Moriwaki et al, 2002
G. lindemuthianim nepoznat Holandija CBS 144.31 JQO005779 | O'Connell et al., 2012
G. lindemuthianim Phaseolus vulgaris Holandija CBS 151.28 GU227800 Damm et al., 2009
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-48 JX908361 Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-68 JX908362 Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-75 JX908363 Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Holandija CC657 JX908365 Ova istrazivanja
Colletotrichum spp Medicago satia Srbija Coll-44 JX908364 Ova istrazivanja
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Tabela 22.Sekvence intron GPHD gefalletotrichum vrsta korigene za filogenetske analize

GenBank
Vrsta Dom&in Poreklo GG Ac NG lzvor
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD JX13 DQ792865 Liu et al., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD RL1 DQ792868 Liu et al., 2007
C. orbiculare Cucumis sativum SAD JC1 DQ792866 Liu et al., 2007
C. orbiculare Cucumis sativum SAD DARG61396 DQ792862 Liu et al., 2007
C. orbiculare Cucurbita pepo SAD AK9 DQ792861 Liu et al., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD JX10 DQ792864 Liu et al., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD CP6 DQ792867 Liu et al., 2007
C. orbiculare Cucumis sativum SAD MH2 DQ792863 Liu et al., 2007
C. malvarum Citrullus vulgaris SAD 3711 DQ792869 Liu et al., 2007
C. malvarum Citrullus vulgaris SAD 4312 DQ792870 Liu et al., 2007
C. orbiculare Xanthium spinosum SAD LW1 DQ792860 Liu et al., 2007
C. orbiculare Xanthium spinosum SAD LW6 DQ792859 Liu et al., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD 14263 DQ792854 Liu et al., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD ON12 DQ792852 Liu et al., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD ON7 DQ792853 Liu et al., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD 14239 DQ792856 Liu et al., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD JK12 DQ792858 Liu et al., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD JK7 DQ792857 Liu et al., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD JK10 DQ792855 Liu et al., 2007
C. destructivum nepoznat Koreja C08077 GU935854 Neobjavljen rad
C. higginsanum nepoznat Koreja C97027 GU935850 Neobjavljen rad
C. higginsanum nepoznat Koreja C00112 GU935852 Neobjavljen rad
C. acutatum nepoznat SAD A38 DQ792848 Liu et al., 2007
C. dematium nepoznat SAD JG13 DQ792851 Liu et al., 2007
C. magna nepoznat SAD AK7 DQ792850 Liu et al., 2007
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C. gleosporioides nepoznat SAD NC329 DQ792849 Liu et al., 2007
C. trifolii Medicago satia Srbija Coll-4 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-10 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-29 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-32 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll- 48 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-68 - Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-75 - Ova istrazivanja
Colletotrichum sp. Medicago satia Srbija Coll-44 - Ova istrazivanja
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Tabela 23.Sekvence intron GS gealletotrichum vrsta korigene za filogenetske analize

GenBank

Vrsta Dom&in Poreklo Kolekcija Acc. No lzvor
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD JX13 DQ792888 | Liu et al., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD RL1 DQ792891 | Liuetal., 2007
C. orbiculare Cucumis sativum SAD JC1 DQ792889 | Liu etal., 2007
C .orbiculare Cucumis sativum SAD DARG61396 DQ792885 | Liu etal., 2007
C. orbiculare Cucurbita pepo SAD AK9 DQ792884 | Liuetal., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD JX10 DQ792887 | Liu etal., 2007
C. orbiculare Citrullus vulgaris SAD CP6 DQ792890 | Liu etal., 2007
C. orbiculare Cucumis sativum SAD MN2 DQ792886 | Liu etal., 2007
C. orbiculare Xanthium spinosum SAD LW1 DQ792883 | Liu et al., 2007
C. orbiculare Xanthium spinosum SAD LW6 DQ792882 | Liu etal., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD 14263 DQ792877 | Liuetal., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD ON12 DQ792875 | Liu et al., 2007
C. trifolii Medicago satia SAD ON7 DQ792876 | Liuetal., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD 14239 DQ792879 | Liuetal., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD JK12 DQ792881 | Liuetal., 2007
C. lindemuthianum Phaseolus vulgaris SAD JK7 DQ792880 | Liuetal., 2007
C. destructivum nepoznat Koreja C08077 GU935814 | Neobjavljen rad
C. higginsianu nepoznat Koreja C97027 GU935810 | Neobjavljen rad
C. higginsianu nepoznat Koreja C00112 GU935812 | Neobjavljen rad
C. acutatum nepoznat SAD A38 DQ792871 | Liuetal., 2007
C. dematium nepoznat SAD JG13 DQ792874 | Liuetal., 2007
C. magna nepoznat SAD AK7 DQ792873 | Liuetal., 2007
C. gleosporioid nepoznat SAD NC329 DQ792872 | Liuetal., 2007
C. malvarum Sda spinosa SAD 3711 DQ792892 | Liu etal., 2007
C. malvarum Sda spinosa SAD 4312 DQ792893 | Liu et al., 2007
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C. trifolii Medicago satia Srbija Coll-4 JX908368 | Ova istraZivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-9 JX908366 | Ova istrazivanja
C. destructivum Medicago satia Srbija Coll-18 JX908367 | Ova istraZivanja
C. destructivum Trifolium repens Srbija Coll- A JX908369 | Ova istrazivanja
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5.7.3. RFLP-PCR analiza

Za RFLP-PCR analizu kofidno je ukupno 18 izolata su podeljeni u tri
morfoloSke grupe. Izolati | morfoloSke grupe okdesisanih kacC. trifolii i uklju;ili su
tri iyolata, Coll-4 i dva referentna izolata C-86-ZBS158.83. Izolati Il morfoloSke
grupe okarakterisani su k&b destructivum uklju;ili su 16 izolata (Coll- 3, Coll-8, Coll-
9, Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-32, deB5, Coll-37, Coll-38, Coll-48, Coll-
AS, Coll-BK, Coll-68, Coll-75) i referentni izold&8C657. U analize ukljten je i izolat
Coll-44 Colletotrichum sp. takson identifikovan do nivoa roda i ozea kao pripadnik
[l morfoloSke grupe. Kao referentni izolati kar&hi su i izolati AVO-37-4BC.
gloeosporioides i CC560C. dematium.

PCR produkti dobijeni umnozavanjem parom prajmer8FGGSR1 Kkoji
umnozavaju region introna gena za glutamin sinteté@S) tretirani su sa dve
kombinacije restrikcionih enzima: (a&jindlll + Hinfl + Haelll i (b). Hindlll + Hinfl +
Mspl. Analizom RFLP proizvoda u agaroznom gelu dohignrestrikcioni profili koji
su jasno pokazali razlike izrie analiziranih uzoraka (slike 31 i 32). Kod uzorgkee
morfoloSke grupe (Coll-4, CBS 158.83 i C-86-2) debi profili restrikcionih
fragmenata koji odgovaraju vr<il. trifolii. Kod uzoraka Il morfoloSke grupe dobijeni
su restrikcioni profili devet izolata (Coll-3, Céll, Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29,
Coll-35, Coll-37 i Coll-AS) koji su se jasno razbkali od profila vrsteC. trifolii. Ovi
izolati pokazali su mi#usobno identine restrikcione profile, Sto z&iada kod ovih
izolata nije izrazen polimorfizam.

Medutim, ostalih osam izolata Il morfoloSke grupe (€l Coll-32, Coll-38,
Coll-48, Coll-68, Coll-75, Coll-Bk i CC657) okarakisani kaoC. destructivum i
jednim izolatom trée morfoloSke grupe (Coll-44) okarakterisan do nivoada
Colletotrichum sp. u kombinaciji sa Sest enzima Aindlll + Hinfl + Haelll i B:
Hindlll + Hinfl + Mspl dali su vrlo slabu reakciju sa regionom intromgng za glutamin
sintetazu (GS) od oko 900 bp, tako da nije mogladdie do digestije primenjenim
enzimima.

Dobijeni profili ne odgovaraju nijednom od profitbobijenih za viSe vrsta iz
rodaColletotrichum (C. orbiculare, C. malvarum, C. dematium, C. acutatum, C. magna

i C. lindemuthianum).
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C. trifolii C. destructivum
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Slika 31. RFLP analiza 900 bp introna GS gena odabranihataolUmnozeni PCR
proizvod €900 bp) tretiran je kombinacijom tri enzima (&)ndlll + Hinfl + Haelll,
(kolone: 1-izolat Coll-4, 2- referentni izol@ trifolii (CBS 158.83), 3- referentni izolat
C. trifolii rase 1 (C-86-2), 4- referentni izolat gleosporioides (AVO-37-4B), 5- izolat
Coll-AS, 6- izolat Coll-3, 7- izolat Coll-9, 8- ifat Coll-10, 9- izolat Coll-11, 10- izolat
Coll-18, 11- izolat Coll-29, 12- izolat Coll-35, 1&olat Coll-37, 14- referentni izolat
C. dematium (CC560)) i analiziran u poliakrilamidnom gelu. Mharker-100 bp DNK
Ladder: uzorci: 1-3: 50 bp, 60 bp, 90 bp, 140 89 Bp; uzorak: 4-20 bp, 60 bp, 80 bp,
100 bp, 150 bp, 210 bp, 220 bp; uzorci: 5-13: 2@&@pHp, 60 bp, 80 bp, 100 bp, 190 bp,
300 bp, 400 bp; uzolrak: 14-20 bp, 40 bp, 80 b, iH, 160 bp, 220 bp

Kod prve kombinacije enzima Aindlll + Hinfl + Haelll izolati | morfoloSke
grupe (Coll-4, CBS 158.83 i C-86-2) formirali susBeestrikcionih traka, dok izolati iz
Il morfoloSke grupe (Coll-3, Coll-9, Coll-10, Cdll1, Coll-18, Coll-29, Coll-35, Coll-
37 i Coll-AS), koji su dali pozitivnhu reakciju, fionirali su osam restrikcionih traka.

Analizom rezultata za | morfoloSku grupu okaralganu kacC. trifolii mozemo
da konstatujemo da nije izrazen polimorfizam iZmézolata bez obzira Sto ispitivani
izolati imaju razléito geografsko poreklo. 1zolat Coll-4 je iz lucerizeSrbije (rasinski
okrug) dok su ostali izolati (CBS 158.83) iz Holgad (C-68-2) iz Francuske.

Na osnovu analize izolata Il morfoloSke grupe ks okarakterisani ka€.
destructivum kod devet izolata dosSlo je do formiranja restkah traka, izolati su
dobijeni iz lucerke Coll-3, Coll-9, Coll-10 (raskisokrug), Coll-11 (srednje banatski),
Coll-18 (niski), Coll-29 (podunavski), Coll-35 (jo@ banatski), Coll-37 (Sumadijski) i
crvene dateline Coll-AS (juzno #4d) iz Srbije. Kod ovih izolata nije izrazen
polimorfizam bez obzira na geografsko poreklo.
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Kod osam izolata Il morfoloSke grupe, okaraktenldw@o C. destructivum, nije
doSlo do formiranja restrikcionih traka. Sedam atalje dobijeno iz lucerke Coll-8
(raSki okrug), Coll-32 (srednje banatski), Coll-G®&dunavski), Coll-48 (pomoravski),
Coll-68 (pinjski), Coll-75 (juzno ba&ki okrug) i jedan izolat iz crvene dateline Coll-Bk
(sremski okrug) iz Srbije, dok je referentni izolE657 iz Holandije. Dobijeni rezultati

ukazali su na izvesnu varijabilnost prisutnu u akyaopulacijeC. destructivum u Srbiji.

C. trifolii C. destructivum
18 2@ 3 | 4 M¥54/ 6 7 8’9“10711 12 13 | 14

) e | ’ proreresrd

Slike 32. RFLP analiza 900 bp introna GS gena odabranitatzaolUmnozeni PCR
proizvod €900 bp) tretiran je kombinacijom tri enzima (bjindlll + Hinfl + Mspl
(kolone: 1-izolat Coll-4, 2-referentni izol&t trifolii (CBS 158.83), 3-referentni izolat
C. trifolii rase 1 (C-86-2), 4- referentni izolat gleosporioides (AVO-37-4B), 5- izolat
Coll-As, 6- izolat Coll-3, 7- izolat Coll-9, 8-izat Coll-10, 9-izolat Coll-11, 10-izolat
Coll-18, 11- izolat Coll-29, 12- izolat Coll-35, 43olat Coll-37, 14- referentni izol&l.
dematium (CC560)) i analiziran u poliakrilamidnom gelu. M-amker-100 bp DNK
Ladder: uzorci: 1-3; 180 bp, 220 bp, 400 bp; uzodekO bp, 130 bp, 140 bp, 160 bp,
180 bp; uzorci: 5-13: 180 bp, 190 bp, 200 bp, 300380 bp; uzolark: 14-170 bp, 180
bp, 190 bp, 200 bp, 290 bp.

U drugoj kombinaciji enzima BHindIll + Hinfl + Mspl izolati | morfoloSke
grupe (Coll-4, CBS 158.83 i C-86-2) formirali su pestrikcionih traka, dok izolati iz Il
morfoloSke grupe (Coll-3, Coll-9, Coll-10, Coll-1CplI-18, Coll-29, Coll-35, Coll-37 i
Coll-AS), koji su dali pozitivhu reakciju, formirasu osam restrikcionih traka. Kod 1l
morfoloSke grupe, izolata Coll-44 (juzno banatdkiug) dobijenog iz lucerke iz Srbije,
okarakterisanog kag@olletotrichum sp., nije doSlo do formiranja restrikcionih traka,

odnosno digestije primenjenim restrikcionim enziraim
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5.8. Prouavanje vegetativne kompatibilnosti odabranih izolaa

Colletotrichum spp.

Odretivanje grupa vegetativne kompatibilnosti (VegetativCompatibility
Groups, VCG), kao jedne veoma Zapme genetike osobine kod askomiceta kojom se
jedna subpopulacija moZze identifikovati kao posepeettka grupa, primenjeno je na
populaciji vrsta iz rod&olletotrichum patogena za lucerku i crvenu detelinu u Srbiji.

Vegetativno kompatibilne grupe u populac(. trifolii, C. destructivum i
Colletotrichum sp. odreiene su na osnovu izdvajanja hlorat-rezistentnihtosak
odabranih izolata, njihovim gajenjem na podlogamaazItitim izvorima azota radi
utvrdivanja fenotipa i komplementarnosit mutanata.

Hlorat-rezistentni sektori na minimalnoj podlozi ldaratom razvili su se posle
7-14 dana kod svih prdéavanih izolata. Kod v@ne ispitivanih izolata nagge je
zapazen razvoj jednog sektora (slika 33), dok j@ izmlata vrsteC. trifolii (C-86-2,
Coll-4) i vrsteC. destructivum (Coll-10, Coll-32, Coll-37, Coll-68 i Coll-BK) razjeno
dva sektora. Samo izolat CBS 158.83 {rifolii), formira tri sektora oko centralnog
isecka kolonije. Varijabilnost u broju sektora koje liath formiraju zabeleZzena je kod
sve tri vrste ukljdgene u ova istrazivanja.

Iz hlorat-rezistentnih sektora kod svih p¥auanih izolata izolovani su mutanti
koji su se odlikovali retkom, tankom substratnontefijom na MM podlozi. Izolati iz
hlorat-rezistentnih sektora, koji su na MM podleazvili bujnu vazdusnu miceliju, tzv.
divlji-tip micelije odbacivani su i nisu dalje amarani.

Iz hlorat-rezistentnih sektora svih ispitivanih let@a izdvojene su dve vrstet
mutanata,nitl i NitM. Mutantnitl je razvio retku i tanku, nevazdusnu miceliju n&1M
podlozi i divlji-tip micelije na nitritnoj i hipokantin podlozi (slika 34), dok je mutant
NitM razvio retku i tanku, substratnu miceliju naw hipoksantin podlozi, a divlji-tip
micelije na nitritnoj podlozi (slika 34). Mutamit3 razvija retku i tanku, nevazdusSnu
miceliju na MM i nitritoj podlozi i divlji-tip micdije na hipoksantin podlozi ali u ovim
istrazivanjima nije zabelezeno prisustvo takvoca tiputanata. M#utim, izolati na
podlogama sa razitim izvorima azota mogu imati porast koji jecsln divljem-tipu i to
su crn mutanti koji mogu koristiti nitrite i otporni surgma hloratima. Ovi mutanti se

odbacuju jer ne mogu formirati heterokarione na dddilozi.
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Slika 33. Colletotrichum trifolii: Izolat CBS 158.83 izgled hlorat rezistentnog sektor
na MMC podlozi

Slika 34. Colletotrichum destructivum: Izolat Coll-35: levo - izgled mutanatatl na
nitratnoj (BM+NaNQ), nitritnoj (BM+NaNQ) i hipoksantin (BM+hipoksantin)
podlozi, desno — izgled mutanta NitM na nitratndBM+NaNO;s), nitritnoj
(BM+NaNGQO,) i hipoksantin (BM+hipoksantin) podlozi

Broj hlorat-rezistentnih sektora sa MMC podlogomidtivha @estalost sektora)
i fenotip nit mutanata varirao je mde prowavanim izolatima. Westalost hlorat-
rezistentnih sektora bila je kod izolata vr&terifolii (Coll-4, C-86-2 i CBS 158.83) od
22 do 66 sektora. Dok kod izolafa destructivum ucestalost hlorat-rezistentnih sektora
bila je od 5 za izolat Coll-11 do 28 sektora zalazoColl-48 (tabela 24). Kod
Colletotrichum sp. (Coll-44) destalost hlorat-rezistentnih sektora je 10.

Kod 18 pro¢avanih izolata mutantitl je ceXe izolovan u odnosu na mutante
NitM i nit3. Formiranjenit3 mutanata nije zabeleZzeno u ovim istrazivanjirkad jedne
od prodavanih vrsta iz rodaColletotrichum. Relativha destalost mutanataitl za

izolate vrsteC. trifolii: izolat Coll-4 imao je 13nitl mutanta, C-86-2, 12itl mutanta i
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CBS 158.83, 14nitl mutanta. Kod izolate vrst@. destructivum ucestalost mutanata
nitl je bila od dva za izolat Coll-3 do 17 za izolabllE32 (tabela 24). Relativha
ucestalost mutanataitl za izolat Coll-44 Colletotrichum sp.) iznosila je tri. Procene
relativne @estalostinitl mutanta za sve préavane izolate iznosilo je 8,57. Opseg
relativne @estalosti mutanata NitM je kod izolata vr§tetrifolii bio od tri (C-86-2),
osam (Coll-4) do 18 (CBS158.83). Kod izolata vrsie destructivum relativha
ucestalost mutanata NitM je iznosila od jedan zaatlIColl-38 i Coll-48 do 12 za
izolat Coll-29 (tabela 24). Opseg relativngestalosti mutanata NitM za izolat Coll-44
(Colletotrichum sp.) iznosio je dva. Prosek relativngestalost NitM mutanta za sve
prowavane isolate iznosila je 4,4Za izolate C. trifolii relativna w@estalostcrn
mutanata je bila od 7 (C-86-dp 29 (Coll-4), za izolat€. destructivum od 0 (Coll-10,
Coll-11 i Coll-35) do 20 (Coll-3) i za izolat Coll4 (Colletotrichum spp.) 5 (tabela 24).
Prosé€na relativha testalostrn mutanata za sve préavane izolate je 7,23.
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Tabela 24.Ucestalost hlorat rezistentnih sektora, izolaita(nitl, NitM) i crn mutanata
kod ispitivanih izolataColletotrichum spp.

Broj
Vrsta Izolati

sektora| nitl | NitM crn znit

Coll4 50 13 8 29 21

C. trifolii C-86-2 22 12 3 7 15
CBS 158.83 66 14 18 34 32

Coll3 25 2 3 20 5

Coll8 10 6 3 1 9

Coll9 9 3 4 2 7

Coll10 7 5 2 0 7

Coll11 5 3 2 0 5

Coll18 15 10 4 1 14

_ Coll29 17 3 12 2 15

C. destructivum Coll32 26 17 3 6 20
Coll35 15 10 5 0 15

Coll37 9 2 2 5 4

Coll38 14 11 1 2 12

Coll48 28 12 3 13 15

Colle8 20 14 1 5 15

Coll75 25 16 3 6 19

CollAS 20 14 4 2 18

Coll BK 20 5 8 7 13

CC657 12 5 2 5 7

Colletotrichum sp. Coll44 10 3 2 5 5

Prosek - 20.23 | 857 | 4.43 | 7.23 | 12.90

Testovi uparivanja (test autokompatibilnosti i katibilnosti meu nit

mutantima).U testovima uparivanja na nitratnoj/minimalnoj foxl (MM), zapazeno je
da nakon sedam dana kod izolata viStdrifolii doSlo je do uparivanjaitl i NitM
mutanata, odnosno &eno je formiranje prototrofnih (vidljivin) heterokana na
mestima dodira kolonija koje se dava u vidu bujnog porasta vazdusSne micelije. Kod
izolata vrsteC. destructivum i izolata Coll-44 Colletotrichum sp.) do uparivanja doslo
je zn&ajno kasnije, posle 14 dana. Pozitivha reakcijapsdo formiranje heterokariona
izmedu nitl i NitM mutanata istog izolata, ocenjen je kaoo&ompatibilnost ili

samokompatibilnost pr@éavanog izolata (slike 35 i 36).
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Ukoliko prilikom uparivanja mutanata istog izolatee dale do formiranja
heterokariona, ocenjeno je kao heterokarionska irdegmpatibilnost (HSI) ili
nesamokompatibilnost préavanog izolata. Pozitivha reakcija izdéoenitl i NitM
mutanata raztitih izolata ocenjena je kao kompatibilnost pfavanih izolata (slika 37)

i ovakvi izolati svrstani su u istu VCG.

Slika 35. Colletotrichum destructivum: Izgled prototrofnog heterokariona iztheNitM
I nitl mutanata monosporijalnog izolata Coll-3 (autokatifplnost) i nekompatibilnost
izolata Coll-3 sa izolatima Coll-4, CBS 158.83 B6-2, na MM podlozi

o
Slika 36. Colletotrichum destructivum: Izgled prototrofnog heterokariona izdweNitM
I nitl mutanata monosporijalnog izolata Coll-3 (autokatifplnost) i nekompatibilnost
izolata Coll-3 sa izolatima Coll-4, CBS 158.83 B6-2, na MM podlozi
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Slika 37. Calletotrichum destructivum: 1zgled prototrofnih heterokariona na MM
podlozi izmetu NitM i nitl od izolata Coll-18 (autokompatibilnost) i izdweNitM od
izolata Coll-18 initl od izolata Coll-29 i Coll-35 (kompatibilnosthitl od izolata Coll-
32 (nekompatibilnost)

Za identifikaciju vrsta i populacija patogenih g§i koriste se morfoloske,
filogenetske i populaciono gengék&e metode u kojima se porede osobine nukleinskih
kiselina. Sistem vegetativhe kompatibilnosti veoaoristan metod u pr@éavanju
populacione dinamike gljiva. Za determinaciju vegehe kompatibilnosti-
nekompatibilnosti koristi se makroskopska ocenaomplementarnim testovima. U
toku rada na determinaciji VCG pravane su populacije tri vrste iz roda
Coalletotrichum: C. trifalii (Coll-4), C. destructivum (Coll-3, Coll-8, Coll-9, Coll-10,
Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-35, Coll-37, CollZ Coll-38, Coll48, Coll-68, Coll-75,
Coll-Bk, Coll-AS) i Colletotrichum sp. (Coll-44) iz Srbije. U komplementarnim
testovima odabrani izolati iz Srbije upareni suedarentnim izolatimaC. trifolii rase 1
(C-86-2) iz Francuske i Holandije (CBS158.83) il&tom C. destructivum (CC657) iz
Holandije.

U komplementarnim testovima 18 izolata poreklontuzerke i crvene deteline
iz Srbije, i tri referentna izolata, grupisalo seaglam VC grupa. VC grupa su obelezene
velikim slovima latinEnog pisma (tabele 25, 26 i 27). 8eustanovljenih sedam VC
grupa, dve VC grupe sadrze najvbroj izolata, VCG B (Coll-3, Coll-8, Coll-10, Cel
11, Coll-AS), VCG C (Coll-18, Coll-29, Coll-35, @687, Coll-BK) odnosno po pet
izolata (tabela 25), dok VCG A (C-86-2, CBS158.88]l-4) i VCG D (Coll-9, Coll-
32, Coll-38) sadrze po tri izolata (tabela 26).dbstgrupe VCG E (Coll-44), VCG F
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(Coll-68), VCG G (Coll-75) sadrze po jedan izoléabela 27). Auto nekompatibilni
izolati bili su izolatiC. destructivum Coll-48 i CC657.

Na osnovu metode vegetativhe kompatibilnosti déwo je da izolat Coll-4 iz
rasinskog okruga, nakon uparivanja sa referentaotaiima za vrstiC. trifolii svrstan
su u istu VC grupu, VCG A (C-86-2, CB158.83, Coll-8to ukazuje da je izolat Coll-4
poreklom iz Srbije genetki identican sa referentnim izolatima vrstetrifolii.

Ostali izolati koji su na osnovu morfoloskih i mbklgarnih osobina
okarakterisani kadC. destructivum su svrstani u pet razltih VCGs. Ovim grupama
pripadaju izolati VCG B (Coll-3, Coll-8, Coll-10,dl-1, Coll-AS); VCG C (Coll-18,
Coll-29, Coll-35, Coll-37, Coll-BK) i VCG D (Coll-9Coll-32, Coll-38) sadrze izolate
sa raznih lokaliteta, a osim lucerke kao déoma, dva izolata su poreklom iz crvene
deteline i to su: Coll-AS i Coll-BK, koji pripadajdvema raztiitim VCGs. VCG F
(Coll-68) i VCG G (Coll-75) svaki izolatini grupu za sebe i nisu genddi srodni.
Treca grupa koja je na osnovu morfoloSkinh osobina i ekolarne karaterizacije
identifikovana kadColletotrichum sp. je posebna grupa VCG E (Coll-44) (tabela 27).

109



Tabela 25.VCG grupe B i C protavanih izolata poreklom sa lucerke u Srbiji

B C
Vrsta Nit Coll-3 | Coll-8 | Coll-10| Coll-11 | CollAS | Coll-18 | Coll-29 | Coll-35 | Coll-37 | CollBk

Coll-4 - = = = - - - - - i
C. trifolii C-86-2 - - = = - - - - - -
CBS158.83 - - = = - - - - - i

Coll-3 1 1
Coll-8 1 1
Coll-10 + +
1 1
+ +

Coll-11
Coll-AS
Coll-9 i i i i i i i i i i

_ Coll-32 i i i i i i i i i i
C.destructivum Coll-38
Coll-48 i i i i i i i i i i
Coll-68 i i i i i i i i i i
Coll-75 i i i i i i i i i i
Coll-18 i i i i i T
Coll-29 i i i i i T
Coll-35 i i i i i T
+

+

Coll-37 - - - - -
Coll-BK - - - - -
CC657 - - - - - - - - - -

Colletotrichumsp. | Coll-44 - - - - - - - - - -

*rezultati testova uparivanja: pozitivna reakcignetena je simbolom ”+”’a negativna simbolom -”
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Tabela 26.VCG grupe A i D protiavanih izolatgporeklom sa lucerke u Srbiji

Vrsta

Nit

A

Coll-4

C-86-2

CBS 158.83

C. trifolii

Coll-4

C-86-2

CBS158.83

C. destructivum

Coll-3

Coll-8

Coll-10

Coll-11

Coll-AS

Coll-9

Coll-32

Coll-38

Coll-48

Coll-68

Coll-75

Coll-18

Coll-29

Coll-35

Coll-37

Coll-BK

CCo657

Colletotrichum sp.

Coll-44

*rezultati testova uparivanja: pozitivha reakcignetena je simbolom ”+”’a negativnha simbolom ”-”
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Tabela 27.VCG grupa E, F i G praavanih izolata poreklom sa lucerke u Srhbiji

Vrsta

Nit

E

Coll-68

C. trifolii

Coll-4

C-86-2

CBS158.83

C. destructivum

Coll-3

Coll-8

Coll-10

Coll-11

Coll-AS

Coll-9

Coll-32

Coll-38

Coll-48

Coll-68

Coll-75

Coll-18

Coll-29

Coll-35

Coll-37

Coll-BK

CCo657

Colletotrichum sp.

Coll-44

*rezultati testova uparivanja: pozitivna reakcignaena je simbolom "+’a negativnha simbolom ”-
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5.9. Ocena nivoa otpornosti razliitih genotipova lucerke prema

testiranim izolatima Colletotrichum spp.

Za ispitivanje osetljivosti raalitih genotipova lucerke prema pojedinim vrstama
iz rodaColletotrichum u uslovima staklenika, odabrano je 8 izolata & svmorfoloSke
grupe: | morfoloska grupa Coll-£( trifolii), Il morfoloSka grupa Coll-3, Coll-8; Coll-
9, Coll-10, Coll-18 i Coll-75 €. destructivum) i IlI morfoloska grupa Coll-44
(Colletotrichum sp.) poreklom iz Srbije. U ova istrazivanja ukgma su i dva referentna
izolata C-86-2 €. trifolii) i CC657 C. destructivum). Svi izolati prethodno su
okarakterisani na morfoloSkom i molekularnom nivixao i metodom vegetativhe
kompatibilnosti. Za testiranje odabrano je 10 shrterke razkiitog porekla i to: K-1,
K-28, Zajearska 83, Osjka 12, NS Slavija, Banja Luka, Affinity 401 + Z (HRsoko
otporna na antraknozu), Florida 77 (MR srednje wtap Vernal S (S osetljiva) i Perry
(LR neotporna).

Izolati iz sve tri morfoloSke grupe su na staldjika biljaka lucerke izazvali
tipicne simptome antraknoze. Posle 15 dana od inokelaaijtestiranim biljkama javile
Su se pre svega nekrote lezije na stablu i lagano povijanje vrha gotngéine stabla.
Nekroticne lezije Sirile su se dalje na celu bilijku i kodjgdinih biljaka dovele do
potpunog suSenja i propadanja biljaka. Ocena iitetazrazvoja bolesti vrSena je na
osnovu skale od 0-5. Reakcija ispitivanih genotgpducerke kao i ocenjeni nivo
razvoja oboljenja nakon inokulacije svim odabraniolatima Colletotrichum spp.
prikazani su u tabeli 28.

Dobijeni rezultati obrdeni su analizom varijanse, kao dvofaktorijalni aglgde
je prvi faktor sorta, a drugi izabrani izolati. enom dvofaktorijalne analize varijanse
(ANOVA) za zn&ajnost utvdenih razlika izméu sorti, dobijena jep vrednost od

0.057, koja je véa od 0.05, Sto zkada te razlike nisu statigii znatajne (tabela 29).

113



Tabela 28.Prosé€na ocena reakcije raziiih genotipova lucerke na inokulaciju izolatir@alletotrichum spp.

C. trifolii C. destructivum Colletotric.

Genotipovi Coll-4 | C-86-2 | Coll-3 | Coll-8 | Coll-9 | Coll-10 | Coll-18 | Coll-75 | CC657 | Coll-44 K
K-1 3.90 3.70 3.70 3.70 3.50 3.60 2.80 3.30 3.40 3.30 0.00
K-28 4.70 2.30 4.10 2.90 3.50 2.40 2.90 3.70 2.80 3.10 0.00
Zajetarska 83 3.30 3.60 2.50 3.20 3.50 2.80 2.50 3.30 4.10 2.60 0.00
Osjetka 12 4.30 3.90 2.70 4.50 3.60 3.10 2.20 4.20 3.90 2.60 0.00
NS Slavija 3.90 2.40 2.40 3.40 2.40 4.20 3.60 3.60 2.70 3.50 0.00
Banja luka 3.20 2.30 4.00 2.40 3.10 3.00 2.40 3.70 2.90 3.50 0.00
Affinity 401 + Z 2.40 3.60 2.20 3.70 3.70 4.00 2.80 2.40 2.70 3.90 0.00
Florida 77 2.50 2.40 2.40 4.00 3.30 3.80 3.20 3.90 2.30 3.50 0.00
Vernal S 2.70 2.00 2.50 3.60 3.10 3.80 2.90 3.00 2.30 3.40 0.00
Perry 3.60 2.70 3.00 3.10 3.70 3.80 3.00 3.30 3.40 3.30 0.00
Prosek 3.45 2.89 2.95 3.45 2.97 3.07 2.83 3.44 3.05 3.27 0.00

Tabela 29.Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse oceaglicitih genotipova lucerke u uslovima vedta inokulacije ispitivanim
izolatimaColletotrichum spp.

Izvor varijacije Suma kvadrata | Stepeni slobode Varijanse F koli¢nik p vrednosti
Genotip 28.645 9 3.183 1.841 0.057
Izolat 60.125 9 6.681 3.865 0.000
Genotop x Izolat 282.305 81 3.485 2.016 0.000
Greska 1555.700 900 1.729
Ukupno 1926.775 999
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Kod zn&ajnosti razlika prosmih ocena za izolatg vrednost je 0,000 i manja
je od 0,01. Ovakva vrednost ukazuje na z¥gnost razlike izmé&u prosénih ocena
pojedinih izolata. Ono Sto je bitno &t je da jep vrednost za interakciju sorte i izolata
manja od 0,01 (tabela 29), Sto Znse izolati ne ponaSaju isto po pojedinim sortama,

isto tako se sorte ne ponaSaju na istimao pojedinim izolatima.

Tabela 3Q Proséna ocena reakcije raziiih genotipova lucerke na inokulaciju tri
ispitivane vrsteColletotrichum spp.

Vrste

Genotipovi C. trifolii C. destructivum Colletotrichum sp.
K-1 3.8 3.4 3.3
K-28 3.5 3.0 3.1
Zajetarska 83 3.5 3.2 2.6
Osjetka 12 4.1 3.6 2.6
NS Slavija 3.2 3.3 3.5
Banja luka 2.8 2.9 3.5
Affinity 401 + Z 3.0 3.2 3.9
Florida 77 2.5 3.4 3.5
Vernal S 2.4 3.1 3.4
Perry 3.2 3.4 3.3
Prosek 3.2 3.3 3.3

m C. trifolii
M C. destructivum

m Colletotrichum sp.

Grafik 1. Ocena patogenosti izola@olletotrichum spp. prema raalitim genotipovima
lucerke

Na osnovu osetljivosti ispitivanih sorti prema &tiina | morfoloSke grupe
okarakterisanih kag. trifolii (Coll-4 i referentni izolat C-86-2 rsa 1) sorteiidla 77,
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Vernal S i Banja Luka, su pokazale otpornost néateoove morfoloSke grupe, dok su
genotipovi K-1, NS Slavija, Osika 12, Zajéarska 83 i K-28 pokazale veliku
osetljivost prema ispitivanim izolatima (tabele 28,i 30).

Zarazene biljke ispoljile su simptome prvenstvemopoejedingnim stablima u
prizemnom delu, u vidu svetlo braon pega sa ivicteanano braon boje. Kako je bolest
napredovala pege su se Sirile po celom stablu. WiraraZzenih stabala povijali su se na
dole karakteristino za antraknozu. Kako je bolest napredovala kskee susile i biljke
Su u potpunosti propadale (slika 38). Dobijeni letuukazuju na veliku varijabilnost u
osetljivosti ispitivanih genotipova lucerke prenestiranim izolatima okarakterisanim
kao C. trifolii. U toku ovih istraZivanja utdeno je da su dondagenotipovi lucerke K-
1, K-28, Zajéarska 83 i NS Slavija pokazali veliku osetljivosteqma ispitivanim
izolatima. Ipak, sorta Banja Luka pokazala je otpst prema izolatima vrst@ trifolii,
Sto se vidi i po pros®oj oceni (tabela 30).

P

Slika 38. Colletotrichum trifolii: ekija sorte NS Slavija inokulisane izolatoml|@o

Zabelezene su razlike u osetljivosti ispitivaniltisucerke prema izolatima |l
morfoloSke grupe okarakterisanih k&odestructivum (Coll-3, Coll-8, Coll-9, Coll-10,
Coll-18, Coll-75 i referentni izolat CC657). Regfcispitivanih genotipova lucerke na
inokulaciju izolatima Il morfoloSke grupe pokazadarazliku izmeu genotipova K-1,
K-28, Zaje&arska 83, Osjka 12, NS Slavija, Banja Luka, Affinity 401 + Z,dfida 77,

Vernal S i Perry. ZaraZzene biljke ispoljile su & simptome za antraknozu. Vrhovi
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biljaka su pdeli da se povijaju na dole, a sa Sirenjem infekpgstepeno bi i cele biljke
pocele da venu i da se suSe.

\ ,mu:\

Slika 39. Colletotrichum destructivum: Reakcija sorte Banja Luka inokulisane
izolatom Coll-3

Ispitivanjem reakcija genotipova lucerke premaitasim izolatima, utwteno je
da je sorta Banja Luka (slika 39) pokazala otpdrpwema ispitivanim izolatim&C.
destructivum. Ostale domé& sorte K-28, K-1 (Slika 40), NS Slavija i Z&geska 83
pokazale su veliku osetljivost prema ispitivaniral&ima vrsteC. destructivum (grafik
1).

~_, - B =
Slika 40. Colletotrichum destructivum: Reakcija sorte K-1 inokulisane izolatom
Coll-18
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Americke sorte Affinity 401 + Z, Vernal S, Florida 77 effy su prema ispitivanim
izolatimaC. destructivum ispoljile zn&ajnu osetljivost.

Izolat Coll-44Colletotrichum sp.takson identifikovan do nivoa roda predstavnik
je Il morfoloSkegrupe koji jeprouzrokovao znsjan intezitet simptoma na biljkama
ispitivanih genotipova lucerke. Najniza ocena iiteda oboljenja je zabeleZzen na
biljkama genotipova Zajarska 83 i Osjgka 12, tako da se oni mogu smatrati otpornim
prema ispitivanom izolatu, dok najviSa ocena ine&tai oboljenja zabelezena je kod
biljka genotipova Affinity 401+Z, Florida 77, Banjauka i NS Slavija. Treba
napomenuti da dondagenotipovi K-28 (slika 41, grafik 1) i K-1 su pakali osetljivost
prema ispitivanom izolatima. Ameki genotip Vernal S prema ispitivanom izolatu

pokazao se tolerantnim.

s L g K Sty : -
Slika 41.Coalletotrichum sp. Coll-44: Reakcija sorte K-28 inokulisane izotatColl-44
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6. DISKUSIJA

Lucerka je jedna od najstarijih i ekonomski najvgzrvisegodisnjin krmnih
biljaka. Od lucerke se dobija prvoklasnacsi@ hrana, pogodna za ishranu svih déhma
Zivotinja, posebno prezivara. Kao leguminozna hiljkzahvaljujdi aktivhostima
simbiotskih mikroorganizamaRbisobium meliloti), ona zemljiSte obogaje azotom,
utice na poboljSanje strukture, odnosno c¢kin svojstava, biogenosti i plodnosti
zemljiSta, Sto ovoj vrsti daje veliki ekoloski ziaq (Pukié i sar., 2009). Ona je cenjena
krmna kultura zbog svoje raznovrsne primene, kaseskontinuirano 4-5 godina, dé&ju
godidnje 4-5 otkosa uz prass godisnji prinos sena i preko 15 thal nasim
prouzvodnim uslovima pro&ei prinosi sena lucerke u praksi kvese od 4 do 6 tha
Jedan od razloga za postizanje manjih prinosa,egis@nju useva lucerke, kéam
periodu iskorigavanja je i neadekvatna borba protiv bolegtigkovié¢, 1999). Mnoge
bolesti prouzrokuju uginie biljaka, smanjenje prinosa i kvaliteta lucerke.
Prouzrokovai bolesti napadaju pojedine delove ili celu biljgurazlcitim fenofazama
razvica (Vuckovi¢, 1999). Antrarknoza lucerke je jedna od vrlo vazhblesti koje
smanjuju prinos lucerkeQ(Neill et al., 1997; Mackie et al., 2003; Vasi¢, 2007),
izazvana gljivama iz rod@olletotrichum spp.. One se u prirodi &%e nalaze u vidu
kompleksa od viSe vrsta i verovatno kao takwestvuju u patoloskim procesima
izazivajuiti meSane infekcije. Kao najz&egniji prouzrokovdi antraknoze lucerke u
svetu se navod€. trifolii i C. destructivum, s tim Sto se vrsta. trifolii smatra
patogenijom $tuteville and Erwin, 1990;Mackie et al.,2003).

6.1. Simptomi antraknoze na biljkama u polju

Tokom viSegodiSnjeg pregleda r&#ih lokaliteta gajenja lucerke i crvene
deteline u Srbiji, u periodu od 2005. do 2010. matena je pojava velikecastalosti
simptoma antraknoze na stablu i korenu. Prisustesti doprinosilo je da se usev
lucerke prorduje i dovodi do skrévanja perioda iskoriStavanja luceriSta. Biljke u
poodmaklim fazama razvoja bolesti u gornjem dediblst su povijene u vidu kuke, Sto
je tipican simptom $tuteville and Erwin, 1990). Kako bolest napreduje, infekcija se

Siri i sa stabljike prelazi u zonu korenovog vrigkarena.
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Micelija parazita prorasta niz stablo i kada sélgke osuSe, nastupa antraknoza
krune. Infekcija krune i korena karakteriSe se soavtulezi sa promenom boje
napadnutog tkiva u plavo-crniLukezié, 1974). Infekcija krune moze biti sa ili bez
stabljicnih lezija. Obolele biljke na ovaj tim mogu da propadnu u toku jedne
vegetacione sezone ili ptiho oslabljeneg¢esto podlegnu mrazu u zimskim uslovima
(Henderson and Smith, 1948; O’Rourke and Millear, 1966;Barnes et al.,1969;
O'Rouke, 1976). Antraknoza uniStava biljku ili pravi ozhdé oStéenja na stabljikama
tokom porasta i novim kruémim pupoljcima lucerkeBarens et al. (1969) navode da
su slab vigor biljaka u prate i proreiivanje biljaka posledica napada prouzrokiava
antraknoze. U regionima sa toplom i umerenom klim@mtrifolii i C. destructivum
odrzavaju se u stabljikama i kruni lucerke.

Formiranje konidija i razvoj bolesti pospeSeni splim i vlaznim vremenom.
Glavni n&ini Sirenja infekcije su konidije. Topli, vlazni @menski uslovi u letnjem
periodu povoljni su za razvoj bolesti. Prema regutta dobijenim tokom ovih
istrazivanja bitan je sklop samog useva, jer kaetista koja su g8, intezitet bolesti
je j&i za razliku od réih, gde ima manje biljaka. Gusto zbijeni redovjdkh, koje su
prislonjene i dodiruju se smanjuju cirkulaciju vaba i obezbéuju povoljne uslove za
lako Sirenje infekcije. U takvim uslovima, kadalsgke dodiruju i inokulum se lakSe
prenosi sa biljke na biliku kapima kiSe. Kako bolaapreduje, infekcija se Siri i sa
stabljike prelazi u krunu korena i koren. Micelparazita prorasta niz stablo i kada se
stabljike osuSe, nastupa antraknoza krune. d@ktreba napomenuti da osim napred
navedenih n@na odrzavanja inokuluma u poljima Zagu ulogu imaju i korovske
biljke koje su prirodni domani vrste C. destructivum. Za vrstu C. destructivum
znaajnu ulogu u Sirenju infekcije imaju i parazitneetvice kao Sto je vilina kosica
(Latunde-Dadaet al., 1997;Latunde-Dadaet al., 1999).

Postojanost konidijeC. trifolii i C. destructivum u Zetvenim ostacima i na
povrSini Zetvene opreme vazan su izvor Sirenjagsta u narednoj setvi. Inokulum
koji se nalazi u polju izvor je sekundarnog Siremjaeloj zaraZzenoj oblasti kao i izvor
primarnih infekcija ovom gljivom pri povoljnim vreemskim uslovima. U regionima sa
hladnim zimama, konidije. trifolii i C. destructivum mogu da opstanu do 100 dana
(Lukezi¢, 1974).
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6.2. Patogene osobine izolat@olletotrichum spp.

Izolacijom iz zarazenih biljaka lucerke u polju ywkw je dobijeno 80 izolata, a
za dalja istrazivanja je odabrano 18 izol@walletotrichum spp. koji su svrstani u tri
morfoloSke grupe. Infektivnost 18 odabranih izol@w@lletotrichum spp. proverena je
primenom dve metode, koje su se pokazale podjednagesne. Svih 18 ispitivanih
izolata izazvali su pojavu jakih simptoma antralaaza inokulisanim klijancima
lucerke sorte K-28.

Kod inokulacije klijanaca doSlo je do pojave simpto dva dana nakon
inokulacije. Simptomi su se tavali u vidu nekroze na vrhovima korena kod svih
prowtavanih izolata. Nekroza se potom uzduzno Sirileod svih izolata je posle 10
dana u potpunosti zahvatila koren, stabaoce iviestkljanaca. Vreme potrebno za
razvoj simptoma odgovara rezultatima provere patoge vrsta C. trifolii, C.
destructivum i C. linicola koje navodeGraham et al. (1976); O’'Neill et al. (1997);
Vasi¢, (2007);Latunde-Dada and Lucas(2007)i Frasyssinet(2008).Graham et al.
(1976) su u svojim istrazivanjima dokazali raitli infektivnostcetiri Colletotrichum
vrste C. trifolii, C. destructivum, C. dematium i C. truncatum) ka i razltitu otpornost
genotipova lucerke n vitro uslovima.

Primenom druge metode provere patogenosti, inokatacisetaka korena
lucerke, svi protavani izolatiColletotrichum spp. ispoljili su patogenost u vidu pojave
nekrottnih zona na iseima korena. Zarazeno tkivo korena ispoljilo je nozki smde,
crvenosmée ili tamno smée boje. Ovakvi isé&i su bili meki sa dezintegrisanim
tkivom, sa simptomima vlazne trulezi. Na uzduznomespku is€aka intenzivnija
nekroza zapazena je u centralnom delu tkiva koit®sam dana od postavljanjadaka
na koloniju, kod svih ispitivanih izolata doSlode zn&ajne nekroze na korenu. Razvoj
simptoma u saglasnosti je sa rezultatiKrajaja (2005). O’Neill et al. (1996) su
utvrdili da C. trifolii, C. destructivum i C. gleosporioides, ispoljavaju izrazenu
patogenost za klijance lucerkerwitro uslovima.

Obe metode za inokulaciju koég&ne u ovom radu imaju odiene prednosti u
poreienju sa poljskim ogledima, jer se do rezultata dbeze, koristi se uniformna i
tatno odreena kolEina inokuluma, Sto omogava t&nije poreienje, ponovljivost
ogleda i otvara mogdgmost da se metode koriste za preliminarno ocerjgvan

otpornosti/osetljivosti genotipova lucerke.
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6.3. Prouwavanje eksperimentalnin dom&ina ispitivanih izolata

Colletotrichum spp.

U ispitivanje eksperimentalnog kruga dahima 10 izolata raziitih vrsta iz roda
Colletotrichum uklju¢eno je ukupno 15 biljnih vrsta iz Sest bot&it familija. Biljne
vrste koje su ukljene u ova istrazivanja odabrane su kao srodne kojgesecesto
gaje u zajednici sa lucerkom u meSanim usevima,unbitgsusedni usevi koji se gaje u
blizini lucerista ili suceste korovske vrste prisutne u i oko njiva pod fkom.
Osetljivost ovih biljaka ukazala bi na njihovu ettgadnu ulogu u epidemiologiji vrsta
rodaColletotrichum, patogena lucerke jer bi se mogle ponasSati kagrvear inokuluma
patogena. Ova istrazivanja ¢bi nastavljena, Sirenjem broja vrsta ué&foih u
istraZivanja, kao i pokuSajima detekcije lateniliiharaza sa slabijim simptomima.

Odabrani izolati ispoljili su razlitu sposobnost da ostvare infekciju na
ispitivanim test biljkama, a na biljkama koje suebzarazene, razvili su se simptomi
nekroze i suSenja. Na billkama je dosSlo do formaammanje-viSe udubljenih
nekroténih pega tamno braon do skoro crne boje, oko insknbg mesta. Posle 15
dana od inokulacije kod svih osetljivih biljaka tiofe do uginga ¢itavih biljaka.

Izolat Coll-4 kao i standardC. trifolii CBS 158.83, ispoljili su ujedtano
delovanje na test biljke. Nakon inokulacije, izoki izazvali pojavu nekratnih pega i
susenje svih inokulisanih sejanaca lucerke i crvedeeeline, ispoljavajti visoku
infektivnost. Oba izolata ispoljila su visoku spalizaciju zaraZzavajti sejance lucerke
i crvene deteline. Takie treba napomenuti da izolat Coll-4 je izazvao ¢ajre
simptome na biljkama grahorice i graska Sto gatavesu visoko infektivne. Nijedan
izolat nije uspeo da zarazi esparzetugifnaep, perko, jezevicu, belu rosulju, soju,
pasulj, Zzuti zvezdan, poponac, lan i papriku. @réturi za krug dongana C. trifolii
navode se podaci da ova vrsta iskijo parazitira lucerku i crvenu detelinu. Jedna
grupa autora navodi da je ova vrsta, mada prinaatogen lucerke, u stanju da zarazi i
neke druge billke kao Sto su boranija, pasulj vdikBaxter et al., 1983;Liu et al.,
2007). Rezultati dobijeni u ovim istraZivanjima atpunoj su saglasnosti sa navodima
ovih autora.

Sledéa morfoloSka grupa izolata identifikovana k&o destructivum Coll-8,
Coll-9, Coll-18, Coll-48, Coll-68, Coll- 75 i standd zaC. destructivum CC657, takde
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su ispoljili relativnu ujedn&nost u pogledu infektivnosti za ispitivane biljikeni su
izazvali pojavu nekrotnih pega i izumiranje sejanaca lucerke, crvenelidetepasulja,
graska, soje i Zzutog zvezdana. Na Zutom zvezdatingezolati Coll-9 i Coll-18 nisu
izazvali nikakve promene. Na biljkama grahoricezizdi su zarazu manjeg inteziteta.
Svih sedam izolata nije uspelo, u uslovima postadg eksperimenta, da zarazi ostale
test biljke kao Sto su: esparzeta,cijiaep, perko, jezevica, bela rosulja, poponaa, ila
paprika. U pogledu kruga dowiaa C. destructivum brojni autori Baxter et al., 1983;
Manandahar et al., 1986;Koch et al., 1989;Latunde-Dada et al.,1997;O’Connell

et al., 2004;Latunde-Dada and Lucas,2007;Hyde et al.,2009a, 2009b) navode da je
Sirok i uklju¢uje leguminoze kao Sto d8lycine max, Leucaena leucocephala, Lotus
spp., Mdlilotus albus, Phaseolus lathyroides, Trifolium spp., Vigna unguiculata,
Coronilla varia, kao i duvan Nicotiana tabacum), vilinu kosicu Cuscuta spp.) i
Arabidopsis thaliana. Rezultati dobijeni tokom ovih istrazivanja slas®i sa pomenutim
navodima.

Treca morfoloSka grupa, izolat Coll-44 identifikovana dhivoa roda kao
Colletotrichum sp., ispoljio je zn&ajnu specijalizaciju u pogledu niza dotimea. Ovaj
izolat prouzrokovao je pojavu nekr@tih pega i uginée svih klijanaca lucerke, crvene
deteline, grahorice, poponca i lana. Ovaj izolg hio u stanju da zarazi ostale test
biljke: esparzetu, ntgi rep, perko, jezevicu, belu rosulju, paprikutizzvezdan, pasulj,
grasak i soju na taj tie ispoljavajii slicnost sa vrstontC. linicola Hyde et al.,
(2009a, 2009b) Tunali et al. (2008) navode da su lan i poponac déimavrste C.
linicola, dok Latunde-Dada and Lucas(2007) navode lucerku kao eksperimentalnog
doma&ina vrsteC. linicola. Imaji¢i u vidu rezultate morfoloske identifikacije i dalicne
molekularne karakterizacije, ovaj izol@olletotrichum sp. Coll-44 pokazuje veliku
slicnost saC. linicola Sto je dalje potdeno specifinim krugom eksperimentalnih
domaina. Od svih ispitivanih izolata, samo @olletotrichum sp. Coll-44 bio ispoljio
zn&ajnu patogenost za lan i poponac Sto ga je veoragamo razlikovalo od ostale
dve determinisane vrst€, trifolii i C. destructivum.

S obzirom na izrazito komplikovan taksonomski statustaC. trifolii, C.
destructivum i C. linicola, Jonston (2000) navodi da nema opstih pravila koja ga ti
njihovog odnosa patogena i dofiva, a Freemen et al. (1998) naglaSavaju da

razdvajanje vrsta zasnovan na odnosu prema bijoiainu ne mora biti pouzdan
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kriterijjum, nar@ito u slitajevima kada su u pitanju polifagne, kosmopolitsgenetski
varijabilne vrste. Upravo zbog toga, sa g@anjima u cilju identifikacije taksona

Colletotrichum sp. Coll-44 hie nastavljeno.

6.4. MorfoloSke osobine izolataColletotrichum spp.

6.4.1. Makroskopske morfoloSke odlike ispitivanih Zolata
Colletotrichum spp.

Uporedna morfoloSka préavanja obavljena su sa 8 izol&alletotrichum spp.
koji su Izolati su svrstani u tri morfoloSke grupa osnovu sinosti sa referentnim
sojevima vrstaC. trifolii i C. destructivum. Prvu grupucini izolat Coll-4 koje po
fenotipskim karakteristikama naj&tiiji referentnom izolatuC. trifolii (CBS 158.83).
Drugoj grupi pripadaju izolati: Coll-8, Coll-9, Ael8, Coll-48, Coll-68 i Coll-75, koji
su po morfoloskim karakteristikama najsiiji referentnom sojuC. destructivum
(CC657). Tréu morfoloSku grupwini izolat Coll-44 koji je po svojim osobinama
veoma skan drugoj grupi, ali istovremeno i spe¢#h po sporijem porastu na PDA
podlozi i identifikovan do nivoa roda k&olletotrichum sp.

Makroskopskim pregledom kolonija izolata sve tri morfoloske grupe u
morfoloSkim osobinama micelije. 1zolat Coll-4 k@ okarakterisan ka@. trifolii ima
tamno maslinasto zelene kolonije, sporo r&stua PDA podlozi. Izolati Coll-8, Coll-9,
Coll-18, Coll- 48, Coll-68 i Coll-75 okarakterisasu kaoC. destructivum, na PDA
podlozi formiraju kolonije pamtaste, somotasto sive do svetlo maslinasto zelejee bo
imaju znatno brzi porast u odnosu na prvu gruplataolzolat trée grupe Coll-44 ima
svetlo zelenu pantastu miceliju sa tamno zelenim srediStem i ima ag®n sporiji
porast u odnosu na drugu grupu izolata.

Rezultati ovih istrazivanja sini su sa rezultatima drugih istrazéeaBaxster et
al., 1983;Freemen et al.,1998;Trkulja , 2004;Peres et al. 2005; Hyde et al.2009b)

koji se navode za vrste. trifalii, C. destructivumi C. linicola.
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6.4.2. Mikroskopske  morfoloSke odlike ispitivanih  zolata

Colletotrichum spp.
Svi prowavani izolati Colletotrichum spp. pokazali su s$host u pogledu
formiranja hifa, tako da se ova osobina ne mozestktirkao taksonomski kriterijum za

razlikovanje vrstaBailey and Jeger 1992;Baxter et al., 1983).

Morfologija plodonosnog tela (konidiomate).Svi prowavani izolati
Colletotrichum spp. obrazuju plodonosna tela — acervule. Dimeregervula se kée
od 100-280 um, koje u okviru kolonija mogu biti grsane u centralnom delu,
razbacane ili koncentmo rasporéene. Skne rezultate iznosdroboti¢ i sar. (1983a);
Baxster et al. (1983) i Vasi¢ (2007). Konidije protavanih izolataC. trifolii, C.
destructivum i C. linicole, osloba@aju se u vidu guste drosti, u obliku kapljice ili rée,
razlivene Zelatinozne mase (matriksa) bled@aste do narandzaste boje, Sto se navodi
za ove vrste prema podacirBaxster et al.(1983),Roboti¢ i sar. (1983a);Miliji ¢ i
sar. (1986);Hu Sun and Jing-Ze Zhang(2009). Raspored u kulturi, vreme formiranja
kao i izgled i vekina acervula variraju, ali nije prildeno postojanje jasnih razlika
izmedu vrsta kao ni pojedinih izolata u okviru vrsta dala se ovaj taksonomski
kriterjum ne moze Kkoristiti samostalno za razlikoje vrsta u okviru kompleksa
Colletotrichum na lucerki.

Morfologija seta.Prowavani izolatiC. trifolii u okviru konidiomata formiraju

sete u kulturi, koje su svetlo do tamnije braonebabitno prave, glatke ili blago
naborane povrSingiesto proSirene u osnovi i zaSiliene i nesto tamngevrhu. Na
setama se wavaju 1-3 septe u proseku 2, a njihove dimenzijese 70,44-90 x 4,5-
8,5um u proseku 89,45 x 5m.

Svi izolati kori€eni u ovim istrazivanjima u konidiomatama formirdjtojne
sete, tamno braon boje, nesto su tamnije pri \s@ptirane 1-3 septe, prave, sa glatkom
ili blago naboranom povrSinom, sa dimenzijama 76-2@,5um, u proseku 91,1 x 2,5
um. Sete swesto skrivene u blizini bledo narandzaste masedganiSlicne rezultate
navode iBaxter et al. (1983); Boland and Brochu (1989);Bailey and Jeger(1992);
O'Neill et al. (1997); Photita et al. (2005); Hyde et al. (2009b) u svojim
istrazivanjima.

Prowavani izolatiC. destructivum u okviru konidiomata formiraju sete, koje

imaju smeéu boju, neSto su tamnije pri osnovi i svetlije peewnhu, septirane su, imaju
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od 1-7 septi u proseku 3, prave su ili neSto poejesa glatkom ili naboranom
povrSinom. Set€. destructivum su nesto duze od seta izol@drifolii, sa dimenzijama
45-195 x 3,5-11 um, u proseku 105 x 5,2 um. Svugaeani izolati formiraju brojne
sete u konidiomati sa dimenzijama 50-150 x 2,5¢i#vH u proseku 118,9 x 5,2 um.

Prowavani izolatColletotrihnum sp. Coll-44u konidiomati formira sete, koje
imaju svetlo do tamno braon boju, pri osnovi sutmaamnije i svetlije pri vrhu,
septirane su i imaju 3 septe. Dimenzije seta sulBH)5 x 2,5-5 um u proseku 160,9 x
3,12 pm.

Utvrdene razlike izmdéu izolata vazne su za determinaciju vrsta, pa sestko
kao taksonomski kriterijum. Dobijeni rezultati slicei sa navodimaBaxter et al.
(1983); Boland and Brochu (1989); Bailey and Jeger,(1992); O’'Neill et al. (1997);
Photita et al. (2005); Latunde-Dada and Lucas(2007);Frayssinet (2008);Tunali et
al. (2008).

Konidiogene ¢elije. Svi prodavani izolati u bazalnom delu konidiomata,

obrazuju konidiofore koje su izduzenog cilirardg oblika, prave ili blago povijene
hijalne ili svetlosmée boje, glatke, proste ili retko razgranate bliamave. U kulturi
fialidi¢ne konidiogeneselije, osim u konidiomatama, formirale su se i niaelji kao
bocne grane i tada su cilindnie, hijalne do svetlosnie i relativno teSko su se
razlikovale od sterilnih hifa. Nisu dene razlike izmdéu tri morfoloSke grupe odnosno
identifikovane vrste rod&olletotrichum. Njihove proséne dimenzije su 17-25 x 4-4,5
um, u proseku 21,5 x 4,1 um, $to je u saglasnastasodimaBaxter et al. (1983).

Morfologija konidija. MorfoloSkim prodavanjem konidija konstatovane su

razlike u obliku i dimenzijama, na osnovaga je obavljena diferencijacija ispitivanih
izolata Colletotrichum spp. Ovaj taksonomski kriterijum se pokazao kao
zadovoljavajdi za razlikovanje vrsta.

Konidije izolata prve morfoloSke grupe identifikovea kao C. trifolii su
cilindricne, zaobljene na oba kraja, dimenzija 7,5-17,5%55tm u proseku 10,125 x
5,55 um. Oblik i dimenzije opisanog izolata odgovarajwstviC. trifolii, opisane od
strane raztiitih autora na lucerki Kuprevi¢, 1954; Tiffany and Gilman, 1954;
Laviole, 1963; Schietinger, 1970;Baxter et al., 1983;Robotié¢ i sar., 1983a;Miliji ¢ i
sar., 1986;Boland and Brochu,1989;Koch et al, 1989;Stutveille and Erwin, 1990;
O’Neill, 1996;0O’Neill et al., 1997 iVasi¢, 2007).
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Izolati svrstani u drugu morfoloSku grupu identdflani kaoC. destructivum
formirali su konidije koje su cilindéne, suzene na jednom kraju i zaobljene na drugom
kraju, dimenzija, 10-25 x 2,5-7,5 pmproseku 18,78 x 3,37 um. Dobijeni rezultati su
sliéni sa navodima drugih autoBaxter et al. (1983) poreklom iz crvene detelindyu
Sun and Jing-Ze Zhang(2009) poreklom iz vigne; Boland and Brochu (1989);
Koch et al. (1989); O’Neill (1996);Latunde-Dada et al.(1997);Latunde-Dada and
Lucas (2007);Frayssinet(2008) poreklom iz lucerke.

Trecu morfolosku grupucini izolat Coll-44 identifikovan do nivoa roda
Calletotrichum sp. sa cilind&dnim, suzenim na jednom kraju i zaobljenim na drugom
kraju konidijamagije su dimenzije 12,5-25 x 2,5-7,5 um u prosekiB3% 4,42 um.
Oblik i dimenzije konidija poklapaju se sa navodiomsanim z&C. linicola od strane
razlicitih autoraLatunde-Dada and Lucas(2007) izolat iz lan iTunali et al. (2008)
izolat iz poponaca.

Duzina konidija, kao zaseban morfoloSki kriterijjumelimiéno je grupisao
ispitivane izolate. Tako su se na osnovu duzinadiarn jasno izdvojili izolati iz prve
morfoloSke grupe, identifikovanih ka@. trifolii. Kod druge morfoloSke grupeg.
destructivum izolati su svrstani u dve homogene grupe.¢édrenorfoloSka grupa
Colletotrichum sp. Coll-44 ne razlikuje se jasno na osnovu dukimdija od druge
morfoloSke grupe.

Pojedini izolati statistki su se zné&jno razlikovali od ostalih, ali nije bilo
zakonitosti koja je u saglasnosti sa ostalim takswskim kriterijumima. Stine
rezultate navodéaxter et al. (1983); O’'Neill (1996) iLatunde-Dada and Lucas
(2007). Ovi autori navode da morfoloski kriterijjutuzine konidija nije dovoljan za
razlikovanje vrsta sa ghim dimenzijama kao Sto It destructivumi C. linicola.

Rezultatima merenja Sirina konidija ispitivanih leta Colletotrichum spp.
utvrdeno je da izmdéu izolata postoje statigii znatajne razlike. Kod izolata sve tri
posmatrane morfoloSke grupe, nije méguwkoristiti Sirinu kao zaseban kriterijum, jer
uoéena zndajnost statistikih razlika ne odgovara u potpunosti grupisanjudenjem
svih ostalih morfoloskih i drugih kriterijuma.

Odnos duzina/Sirina konidija kao zaseban morfoldgkerijum, takaie je na
nedovoljno zadovoljavafii natin grupisao ispitivane izolate. Prva morfoloSka pgu

izolata koja je identifikovana ka€. trifolii, uspesno je razlikovana od grug@e
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destructivum. Izolati, druge morfoloSke grupe, koji po ostalikarakteristikama
odgovaraju vrstiC. destructivum, parnim pordenjem grupisani su getiri homogene
grupe. Kod izolata té@ morfoloSke grupe nema stai&ii znatajnih razlika u odnosu
na izolate druge morfoloSke grupe. Tako da kodatzotiruge i trée morfoloSke grupe,
nije mogue koristiti odnos duzina/Sirina konidija kao zasebériterijum za
razlikovanje vrsta, natto ne blisko srodnih kao Sto su na prin@rdestructivumi C.
linicola.

Nacin _klijanja konidija. Pri klijanju konidija izolata | morfoloSke grupe

identifikovane kaoC. trifolii, dolazi do odréenih promene. U petku dolazi do
bubrenja, konidije postaju prozrdje, dok se u ekvatorijalnom delu konidije ne faan
septa, Sto je zwkajna morfoloSka karakteristika ove vrste. Pre@aonnell et al.
(1992), konidije vrst&. orbiculare, C. malvacearum, C. trifalii, C. lindemuthianum ne
formiraju septu prilikom Kklijanja, Sto moze biti den od pokazatelja prilikom
odredivanja njihove taksonomske pripadnosti.

U ovim istrazivanjima je utdeno da kod izolata Il morfoloSke grupe
identifikovane kaoC. destructivum prilikom klijanja konidija u ekvatorijalnom delu
formira se septa, Sto je afagna karakteristika ove vrste. Talkg kao kod izolata Ill
morfoloSke grupe Coll-44 okarakterisnog do nivodar€olletotrichum sp. prilikom
klijanja konidija dolazi do formiranja ekvatorijansepte Latunde-Dada and Lucas
(2007) i Shen et al.(2001) navode da vrst€. destructivum i C. linicola formiraju
septu prilikom klijanja konidija. Prema tome tip ridija i formiranje ekvatorijalne
septe tokom klijanja konidija uspesno razlikuge trifolii od ostale dve vrste iz
kompleksaColletotrichum na lucerki u Srbiji. Ovaj taksonomski kriterijjunijenuspeo
da razlikuje blisko srodn€. destructivum i Colletotrichum sp. Coll-44.

Pri klijanju, konidije prodavanih izolata C. trifolii, C. destructivum i
Colletotrichum sp. izolat Coll-44 formiraju inicijalne hife, ap@ge i sekundarne
konidije. Konidije klijaju uglavnhom obrazuu jednu ili dve, a ponekad i doetiri
inicijalne hife. Do klijanja dolazi obnho na jednom ili oba vrha konidije (temeno
klijanje), a veomatesto hife prolaze i iz neposredne blizine vrha #pai(temeno-
bocno klijanje). B&no Klijanje je uéeno samo u stiajevima kada se formira visSe od
dve inicijalne hife, kako je konstatova&iojanovi¢ (1997). Isti autor napominje da je,

po pravilu, duzina inicijalnih hifa manja ukolikae sobrazuje viSe od jedne hife na
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konidiji. Na vrhovima isklijalih inicijalnih hifali njihovih ogranakatesto se formiraju
apresorije ili sekundarne konidije.

O Connell et al. (1992) napominju da mnoge vrste ro@mlletotrichum
obrazuju jednu ili viSe inicijalnih hifa i apresjariprilikom klijanja u destilovanoj vodi
na razléitim vesta&kim podlogama kao Sto je staklo, nitrocelulozna roeana,
polistiren i dr. Prema ovom autoru, na ovajindormirane hife i apresorije su ideitie
onima koje se formiraju u toku infekcionog proceseivo, na biljci domainu.

Na vrhovima inicijalnih hifa ili njihovih ogranakaobicno se formiraju
sekundarne konidije ili apresorije. Sekundarne #ipaisu sléne primarnim konidijama,
ali su nesto tanjih zidova i manjih dimenzija. Gluja se direktno na konidijama ili na
krajevima inicijalnih hifa. Ukoliko se obrazuju dktno na konidijama, sekundarne
konidije su locirane uglavnhom na temenima d¢mgkih konidija, a u izuzetnim
slucajevima ustanovljeno je i njihovo &iwo obrazovanje. U skaju brojnog formiranja
sekundarnih konidija, duzina isklijalih inicijalnihifa je manja nego u slaju da
konidija klija samo putem inicijalnih hifa. $ho rezultatimaStojanoviéa (1997),
ustanovljeno je da sekundarne konidije retko klijdpk su na materinskoj konidiji, a
kada se odvoje Klijaju uglavnom formirajyednu inicijalnu hifu. U retkim skéajevima
uocena je pojava anastomoze Klijéju konidija koje su se nalazile u neposrednoj
blizini, kao i anastomoza inicijalnih hifa.

Morfologija apresorijeFitopatogene gljive iz rodaolletotrichum spp. poseduju

osobinu da formiraju organe za prijanjanje, kadakiciona hifa dde u dodir sa tvrdom
povrSinom. Smatra se da ovi organi prvenstvencestiazprévrste parazita za povrsinu
dom&ina u p&etnim stadijumima infekcijeBailey and Jeger 1992; Baxter et al.,
1983).

JoS jeDey, 1933 godine (loc. ciffrkulja, 2004) utvrdio da je formiranje
apresorija kod vrst&olletotrichum na krajevima hifa koje su rasle u vodi, reakcga n
mehanéki stimulans, koji nastaje usled njihovog dodira¢gestom povrSinom, koja je
prepr&ila njihov vrsSni porast. Pri slhom stimulansu apresorije nastaju i na onim
hifama koje su ranije aktivnho proizvodile konidij@rkulja , 2004). Apresorije se
formiraju pri klijanju konidija, direktno na koniglili na kracoj ili duzoj inicijalnoj hifi.
Najéceke se na jednoj konidiji obrazuje jedna, derelve ili tri apresorije. One nastaju

tako Sto se vrh hife, spren tvrdom povrSinom u porastu, prosiri i nabrekfasnije se,
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obi¢no pri njihovoj osnovi, pojavljuje inicijalna hifa koju prelazi sadrzaj apresorije i
koja osigurava dalji razvoj micelije. Nastale ajprge u pa&etku su svetlo snde ili
hijalinske, ali vremenom se u njima formiraju ukanglobule, spoljni zidovi
zadebljavaju, posl€ega dobijaju mrku boju. PremBailey and Jeger(1992), pri
sazrevanju apresorija dolazi do razvoja debelogslagnog ¢elijskog zida, kao |
sekrecije tankog sloja ekstracelularne, sluzaveemémmiranja pore u ventralnom zidu
apresorije koji je u kontaktu sa supstratom. Tabwja apresorije prema ovim autorima
potice od melanina, koji ne samo da ih Stiti od Stetr@denja, vé ima presudnu ulogu
U procesu penetracije. Smatra se da je uloga sumaase da Stiti apresoriju od
ekstremno visokih ili niskih temperatura ili isugnja, kao i u procesu prijanjanja gljive
za povrsinu biljke dontana. O Connell et al. (1992) utvrdili su da na tvrdoj povrSini
kao Sto je staklo, apresorija Kklija uskom kastom hifom koja ne odgovara velikim
globularnim infekcionim vezikulama koje gljiva olarge u toku prodiranja u tkivo
dom&ina. Takae je tokom ovih istrazivanja udeno da svi pratavani izolati iz
lucerke i crvene deteline formiraju apresorije.ldtiol morfoloSke grupe identifikovani
kao C. trifolii formiraju apresorije dimenzija 17,4-12,9 x 7,54 ,uu proseku 15,21 x
6,25 pum, skino tome, izolati Il morfoloSke grupe identifikovakao C. destructivum
formiraju brojne apresorije, dimenzija 18,75-13229,61-5,7 um u proseku 12,94 x
6,35 um. lzolat iz 1ll morfoloSke grupe identifikaw do nivoa roda kaGolletotrichum
sp. izolat Coll-44 u kulturi formira apresorijemnzija 17,5-5 x 7,5-2,5 um, u proseku
11,8 x 5,9 um.

Na osnovu sprovedenih istrazivanja konstantovandajese apresorije, izrie
prowavanih vrsta, veoma razlikuju. lzola@. trifolii formiraju apresorije koje su
sfercnog i glaviastog oblika, dok izolatiC. destructivum obrazuju apresorije
izduzenog i nepravilnog oblika. Izolat Coll-42olletotrichum sp. obrazuje apresorije
izduzenog i jajolikog oblika. Formirane apresorigmediu vrsta razlikuju se po
dimenzijama i obliku, tako da su bitan taksonomigkierijum. Rezultati dobijeni u
ovim istraZivanjima podudaraju se sa rezultatiBater et al. (1983); Vasi¢ (2007);
Latunde-Dada and Lucas(2007);Frayssinet(2008) iTunali et al. (2008).
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6.4.3. Formiranje teleomorfnog stadijuma

Svi prowavani izolatiColletotrichum spp., poreklom iz Srbije, kao i kontrolni
izolati CC657 i CBS 158.83, poreklom iz Holandijgsu formirali peritecije, ni u
kulturi (u uslovima postavljenog eksperimenta)j nd vestaki inokulisanim biljkama
lucerke. Ovi rezultati se poklapaju sa navodiBeter et al. (1983), koji takde nisu
uspeli da izazovu formiranje teleomorfnog stadijuma

Tradicionalni naini determinacije vrsta iz rod&olletotrichum, na osnovu
morfologije, izgleda kultura, patologije, kruga daima nepouzdani su, jer ne postoje
standardi po kojima se te osobine ispitugiail et al., 2009). Potrebna je uniformnost
protokola za gajenje vrsta iz ro@alletotrichum.

MorfoloSka karakterizacija ispitivanih izolatolletotrichum spp. patogenih za
lucerku u Srbiji je uslovna identifikacija do nivaaste | pokazala se kao pouzdana.
Dobijeni rezultati dalje su pot#eni molekularnom identifikacijom i karakterizacijom

ispitivanih izolata.

6.5. Molekularna detekcija i identifikacija prouzrokova¢a antraknoze

na lucerki

Molekularne metode kao savremen pristup u idemidfik biljnih patogena imaju
veliku prednost u primeni za preciznu identifikacijkarakterizaciju, utdivanje
strukture populacije, odderanje puteva introdukcije i drugih brojnih aspekat
fitopatologije i molekularne epidemiologije ra#tih patogena. Zbog visoke osetljivosti
I specifiénosti, ove metode predstavljaju Zamo poboljSanje u dijagnostici oboljenja
koje prouzrokuju fitopatogene gljive. PCR tehnikarenjena je u ovim istrazivanjima
u cilju molekularne detekcije kompleksa gljiva prookovaa antraknoze na lucerki i
potvrde identifikacije obavljene na osnovu njihouvihorfoloSkih osobina i testova
patogenosti, kao i u cilju ispitivanja pogodnostzIicitih parova prajmera za
identifikaciju i karakterizaciju izolata ekonomshajvaznih vrsta rod&olletotrichum
lucerke poreklom iz Srbije. Pored toga, &mjan doprinos molekularnih metoda ogleda
se u brzoj i lakSoj identifikaciji i razlikovanjuadnih i morfoloSki sknih vrsta i izolata
koje je teSko razlikovati na drugi ¢ia.

Zbog svoje jednostavnosti i pouzdanosti PCR metpdstala je jedna od

nage&e kori€enih metoda u detekciji fitopatogenih gljiva. Malékrna detekcija
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odabranih izolat&olletotrichum spp., obavljena je izolacijom ukupne DNK primenom
CTAB protokola poDay and Shattock(1997). Ekstrahovana DNK bila je intaktna i
pogodna za dalje uspesSno umnozavanje u PCR reakcjogudavajwti uspesnu
detekciju i identifikaciju svih izolata odabranih rad.

Primenom raztiitih parova prajmera u izvd@nju PCR detekcije i identifikacije
ustanovljena je razlika u specifiosti i pogodnosti detekcije sekvenci tri réith dela
genoma, ITS regiona, introna gena za GS i introemagGPHD. Univerzalni par
prajmera ITS1/ITS4 koji amplifikuje ITS region svifucariota, pokazao se pogodnim
za proveru uspesnosti ekstrakcije DNK, a tiko za korigenje u okviru protokola za
identifikaciju sekvencioniranjem dobijenih produkatrsta rod&olletotrichum.

Mills et al. (1994) i Sreenivasaprasad et al(1996) prvi put koriste DNA
sekvence za utdivanje razlika izméu vrsta u okviru rodaColletotrichum. Sto su na
osnovu ITS regiona rDNK ustanovljene razlike idmeest vrsta rod&olletotrichum.
Tako Sherriff et al. (1994) sprovode analizu, korisétebootstrap NJ stablo za analizu
vrsta Colletotrichum, pomau ITS2 i LSU sekvenci za 27 izolata, 13 rodova
Colletotrichum. Sreenivasaprasad et al(1996) sprovode filogenetsku analizu roda
Colletotrichum korist&i parsimon analizu sekvence regiona ITS1 i ITS2l8avrsta
Colletotrichum roda. Broj radova koji koriste molekularne metoda za pemanje
srodnosti u okviru rod&olletotrichum znaajno raste od devedesetih godina proslog
veka. Najveéi broj ovih radova fokusiran je na male grupe uinkvoda, obino koje su
u zajednici na odEnom usevu.

Johnston and Jones(1997) koriste analizu sekvenci LSU rDNK izolatajik
poticu sa razltitih useva iz Novog Zeland&oriwaki et al. (2002) uspesno razlikuju
236 izolata protavajwi ITS-2/LUS rDNK vrsta rodaColletotrichum u Japanu,
koristeti rDNA ITS1 region sekvencioniranjem produkata ieke od oko 157-190 bp.
Freeman et al. (2000a) uspesno su razlikovali 230 izolata t##i Colletotrichum
vrsta primenom univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 stoioniranjem produkata veine
oko 450-490 bp svih ispitivanih izolata.

Liu et al. (2007) navode da se kai@je regiona introna gena za glutamin
sintetazu (GS) od oko 900 bp pokazalo uspesnimdeatifikaciju i karakterizaciju
blisko povezanih vrsta u okviru ro@lletotrichum, koje je ranije bilo tesko razlikovati

na osnovu morfoloskih osobina. Istrazivanja u akwave doktorske disertacije pokazala
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su da je region introna gena za GS pogodan zaifitaniju i filogenetsku analizu
izolata predstavnika sve tri morfoloSke grupe: IrfoloSka grupa identifikovan kaG.
trifolii, 11 morfoloSka grupa identifikovan ka@. destructivum i Il morfoloSka grupa
identifikovana kaoColletotrichum sp. Coll-44. Detekcija i identifikacija ispitivemi
izolata obavljena je i primenom prajmera GDF1/GDMji omogwavaju amplifikaciju
drugog genskog segmenta region introna gena zergliehid-3-fosfat dehidrogenazu
(GPHD). Primenom ovih prajmera prisustvo fragmentalicine oko 200 bp
ustanovljeno je kod svih predstavnika sve tri miodke grupe ispitivanih izolata. Prvu
multilokus filogenetsku analizu za r&blletrichum sopStavajuralhinhas et al. (2002),
prowtavajti C. acutatum zajednicu na lupinil(upinis), korist&i ITS, TUB2 i HIS4
sekvence.Guerber et al. (2003) koriste regione introna gena za GPHD i GS
nukleotidne sekvence za analizu grd@pecutatum.

Multilokus analiza postaje standard za detekcijudentifikaciju sekvenci,
pomaiu sekvenci gena actin (ACT), calmodulin (CAL), ahisynthase (CHS-1), DNA
lyase (APN2), manganese superoxide dismutase (SQ@Bie podjedinice polimeraze
RNA (RPB1) i gena za translacioni faktor izduzivadjo (EFla) (Hyde et al, 2009a,
2009b;Prihastuti et al., 2009;Damm et al.,2009;Cai et al.,2009).

Molekularna detekcija, sekvencioniranje i filogeskat analiza DNK sekvenci
odgovarajdih delova genoma pruzile su mdgoest da se preciznije préava
razdvajanje vrsta rod&olletotrichum, da se identifikuju nepoznati izolati i da se
ustanove m@uodnosi izméu pojedinih vrstaCannon et al.,2012).

Kako populacijaColletotrichum spp. iz stabla lucerke poreklom iz Srbije do
sada nije ispitivana na molekularnom nivou, nijemeta njihova geneéka struktura,
kao ni variranje srpskih izolata u odnosu na izfadlletotrichum spp. poreklom iz
Evrope i drugih delova sveta. Molekularna ispitijgamsim detekcije bila su usmerena i
na njihovu identifikaciju i karakterizaciju. Dobinerezultati predstavljaju prvu detaljnu
karakterizaciju u Srbiji. ViSestrukim patenjem sekvenci odgovargjh delova rDNK,
kao i dva gena (intron GS gena i intron GPHD gesa)dostupnim sekvencama
odgovarajdih regiona genoma gljiva u GenBank bazi podatgk@iatunom genetike
slicnosti, obavljena je potvrda mofoloske identifikacgvih odabranih izolata poreklom
sa lucerke. Izolat iz 1ll morfoloSke grupe, kod kog sekvencioniran samo ITS region

rDNK nije mogao pouzdano biti identifikovan do naverste, zbogega se u ovom radu
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ozna&ava saColletotrichum sp. izolat Coll-44. Ovaj takson prisutan na lucerksrbiji,
nedvosmisleno je ispoljio patogenost kao i morfkéossobine raztite od ostale dve
vrste detektovane na lucerki tokom istrazivanjaoglzn&aja ovog izolata kao tée
vrste rodaColletotrichum potogene za lucerku sa identifikacijode biti nastavljeno
sekvencioniranjem introna gena GS kao regiona keji uspeSno primenjuje za
razlikovanje vrsta ovog roda. Prema tome, analizarkleotidnih sekvenci ragiitih
delova genoma utdeno je da odabrani izolati pripadaju vrstar@a trifolii, C.
destructivum i Colletotrichum sp. Coll-44.

Molekularna identifikacija odabranih izolata obawvla BLAST analizom
sekvenci produkata sva tri gena pojedim@a pokazala je visok stepen nukleotidne
identiénosti sa sekvencama odgovat#juizolataC. trifolii i C. destructivum dostupnim
u GenBank bazi podataka.

Genettka slicnost izolata Coll-4, koji je prethodno okaraktensana
morfoloSkom nivou kao predstavnik morfoloSke grupsa ostalim izolatim&. trifolii
poreklom iz SAD, ispitivana je analizom sekvencadwazltita dela genoma koji su se
pokazali zn&ajnim za karakterizacij€. trifolii. Homologija sekvenci GS gena kretala
se od 99-100%. Praranom genetike slinosti izolata Coll-4 pokazao je stepen
nukleotidne identinosti od 100% sa sekvencom izolata 14-2-63 (DQ78RB@reklom
iz SAD, dobijen iz lucerke. Na osnovu analize sekveegioni introna gena za GPHD
ispoljena je visoka homologija u okviru vrste.c8bst od 100% ispitivani izolat ispoljio
je sa izolatimaC. trifolii iz SAD 14-2-63, ON7 i ON12.

Genettka slicnost izméu izolata Coll-9, Coll-10, Coll-18, Coll-29, Col23
Coll-48, Coll-68, Coll-75, Coll-AS i CC657, predstaka druge morfoloSke grupe sa
ostalim izolatimaC. destructivum poreklom iz raztitih delova sveta, ispitivana je
analizom sekvenci razitih delova genoma. Na osnovu sekvence ITS regipokati
Coll-48, Coll-68, Coll-75 i CC657 ne pokazuju howgiu sa sekvencama izolata
destructivum iz GenBank baze podataka. lako ITS regioni modu fmtencijalno
informativni regioni za filogenetsku analizu na @uvvrsta, u ovim istrazivanjima nisu
bili dovoljno informativani da reSe odnose iztnevrste C. destructivum i njenih
morfoloSki slénih vrsta.Moriwaki et al. (2002) konstatuju da vrsi@. destructivum
nije jasno odvojena od srodnih vr&ahigginsianum, C. linicola i C. fuscum na osnovu

sekvence ITS regiona. Isto takyung et al. (2011) na osnovu filogenetske analize
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zasnovane na sekvencama ITS regiona rDNK, opisajeetC. destructivum jasno ne
razlikuje od srodnih vrstaC. higginsanum i C. panacicola. Tako da mozemo
konstatovati da u staju vrsta rodaColletotrichum, ovaj deo genoma nije pogodan za
identifikaciju niti mozZe da ukaze na njihove filoggske méuodnose.

Medutim, kod drugih rodova gljiva kao Sto Busariumi Alternaria ITS region
moze se pouzdano Koristiti za razlikovanje njihopredstavnikalKyung et al., 2011).
ITS region je visoko varijabilan iznda morfoloski razkitih vrsta gljiva nekih rodova,
a sa druge strane konzervativan na nivou vidighendi et al. (2010) navode da su
uspesSno razlikovali 16Fusarium vrsta primenom ITS regiona rDNK. Isto tako
Mmbaga et al.(2011) navode da kodénjem ITS regiona uspesno identifikuju izolate
Alternaria alternata poreklom iz jorgovana. ldentifikacija je obavljema osnovu
poreienja njihovih sekvenci sa sekvencama izokatalternata iz razliitih delova sveta
iz GenBank baze podataka i njihova homologija jail200%.

Na osnovu analize sekvenci introna gena za GPHOtivigpi izolati |l
morfoloSke grupe Coll-10, Coll-29, Coll-32, Coll-4&0ll-68 i Coll-75 pokazali su
izrazenu uniformnost, prtemu svi izolati imaju 99,4% nukleotidne ¢slosti sa
izolatom vrsteC. destructivum C08077 (GU935854) poreklom iz Koreje.

Genetéka sliénost jednog izolata Il morfoloSke grupe identifilamog kao
Colletotrichum sp. (Coll-44) sa izolatima iz rod2olletotrichum ispitivana je analizom
sekvenci dva razlita dela genoma. Na osnovu sekvenci ITS regioniiviapi izolat
pokazuje 91,3 do 100% nukleotidne idéntsti sa izolatima razlitih vrsta roda
Colletotrichum.

Najvisi nivo homologije od 100 % ispitivani izol@oll-44 pokazao je sa jednom
sekvencom izolata CBS 172. 51 identifikovane Kadinicola (JQ005765) poreklom iz
Holandije. Ispitivani izolat pokazuje nukleotidndenttnost od 98,9% sa izolatima
vrste C. destructivum C08077 (GU935874) poreklom iz Koreje i DAOM196849
(EU400156) poreklom iz Kine kao i €a higginsianum izolatom C00112 (GU935872)
poreklom iz Koreje, pokazuje nukleotidnu ideéntst od 98,9%. Nukleotidnu
identiénost od 98,8% ispitivani izolat je pokazao sa sekaena izolat&. destructivum
CBS 149.34 (JQ005764) poreklom iz Holandije.

Na osnovu analize sekvenci regiona introna gen&RHD ispitivani izolat Il

morfoloSke grupe Coll-44 pokazao je 94,3% nuklewididenténosti sa jednom
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sekvencom vrsté€. destructivum C08077 (GU935854) poreklom iz Koreje i jednom
sekvencom vrsteC. higginsianum C97027 (GU935850) poreklom iz Koreje, kao i
91,3% identtnosti sa drugim izolatomC. higginsanum C00112 (GU935852)
poreklom iz Koreje.

Liu et al. (2007) analizirajéi sekvence 19 izolat&. orbiculare, C. trifolii, C.
lindemuthianum i C. malvarum, i poreienjem sekvenci zakljwju da je skknost izmeéu
sekvenci protavanih vrsta, korenjem intron GS gena & od 90%, dok je na osnovu
analize regiona introna za gen GPHD od oko 200 Ibnast méu posmatranim
vrstama rod&Colletotrichum veca od 86%. Takde, zakljwuju da su sekvence regiona
introna gena za GS od oko 900 bp viSterbiculare 99,9% sléne sa sekvencama vrste
C. malvarum. Analizom sekvenci regiona introna gena za GPHDoka 200 bp obe

vrste, zaklj@uju da je skost 95%.

6.5.1. Molekularna karakterizacija prouzrokova¢a antraknoze na

lucerki

Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci tati#hi delova genoma (ITS
regiona, regiona introna gena za GS i regiona matrgena za GPHD) potvrdila je
svrstavanje ispitivnih izolata gljiva u tri vrste iodaColletotrichum patogena lucerke i
crvene deteline u Srbiji. U ovom radu, ukupno skonstruisana tri flogenetska stabla
koja su dala doprinos razumevanjudusobnih odnosa ispitivanih vrsta. Rasvetljavanje
evolutivne mdupovezanosti razlitih izolata iz rodaColletotrichum pruzilo je uvid u
prisustvo i rasprostranjenost vrsta ovog veoma&anag roda u nasoj zemlji i njihovo
mesto u odnosu na sve ostale vrste.

Raznolikost sekvenci ITS1 rDNK moze ilustrovatEsbbst mnogih vrsta jednog
klastera, dok se na osnovu sekvenci ITS@letotrichum vrste mogu grupisati u devet
klastera(Cannon et al, 2012). Filogenetska analiza ro@alletotrichum otkriva da on
obuhvata devet glavnih klastera (acutatum, gramlajcspaethianum, destructivum,
dematium, gleosporioides, boninense, truncatum kLicalare). Klaster orbiculare
obuhvata neke od najzfagnijih patogena u poljoprivrediC. lindemuthianum, C.
malvarum, C. orbiculare i C. trifolii. Pripadnost klasteru orbiculare, trenutno je
bazirana, pored molekularnih osobina i na nekimfahogkim osobinama kao Sto je
izgled konidija koje su kratke Siroke i zaobljeree aba krajaSherriff et al. (1994) i
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Johnston and Jones(1997) koriste ITS/LSU analizu za determinacijuastera
orbiculare gde svrstavaju samo monofdke#i predstavnikeliu et al. (2007) na osnovu
filogenetske analize navode da je klaster orbieulanonofiletéki i da su C.
lindemuthianum, C. malvarum i C. trifolii izdvojeni u odnosu n&. orbiculare koji je
parafiletcki. Kao i kod drugihColletotrichum klastera, broj raspolozivih informacija u
GenBank bazi podataka je ptiio mali, tako da su neophodna dalja istrazivanja u
ovom pravcu (Cannon et al.,, 2012). U okviru klastera destructivum nalaze se
ekonomski zn&ajne bolesti na gajenim biljkam&. destructivum, C. fuscum, C.
higginsianum i C. linicola. Sun and Zang(2009) vrstuC. higginsianum predstavljaju
kao sinonim za vrst@. destructivum.

O’Connell et al. (2012) su na osnovu multilokus filogenetske amaliES dela
genoma vrsteC. higginsianum i C. destructivum svrstali unutar klastera destructivum.
Po Moriwaki et al. (2002)C. fuscum je patogerDigitalis sp. i na osnovu ITS sekvenci
ova vrsta je takde svrstana u destructivum klaster, ali zbog nedoNoinformacija,
potrebna je detaljnija filogenetska analigafinon et al.,2012). Skna situacija je i sa
vrstom C. linicola, koju su analiziraliLatunde-Dada and Lucas(2007) na osnovu
sekvence umnozenog prajmera ITS2/D2, g@mu je | ova vrsta svrstana u klaster
destructivumCannon et al.(2012).

Trenutno joS uvek ne postoji univerzalno priéea n&in za odrdivanje
pripadnosti odgovaragim klasterima koji bi bio usklfen sa konvencionalnim
taksonomskim kriterjumimaQannon et al.,2012). ITS deo genoma predlozen je kao
primarni marker za identifikaciju gljiva iz praktiih razloga, jer trenutno najsiebroj
sekvenci raznih vrsta gljiva olal@an je samo na osnovu ovog dela genoma, koji e ina
smatra “ barcoding” delom za identifikacijudiee ili skoro svih vrsta gljiva. Takie,
postoje drugi, gentije se sekvence mogu koristiti za identifikacijyivg, posebno geni
za beta tubulin (TUB2) i calmodulin za rodosspergillus i Penicillium, TEF1 za rod
Fusarium i COX1 za Penicillium (Cannon et al., 2012). Isti autoripredlazu za
potpuniju analizu, ukljéivanje drugih gena i morfoloskih metoda radi pofjpn
identifikacije gljiva nargito srodnih vrsta. Stho tome, filogenetska analiza
rekonstruisana na osnovu sekvenci ITS regiona rbBEgovarajdgih odabranih vrsta
iz rodaCaolletotrichum, kao i sekvenci izolata dobijenih u ovom radugentifikovanih
kao C. destructivum (Coll-48, Coll-68, Coll-75 i CC657) Colletotrichum sp. izolat
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Coll-44 iz Srbije, smeSta ih unutar klastera destvum zajedno sa drugim srodnim
vrstama. Dobijeni rezultati $hi su navodimalLatunde-Dada and Lucas (2007) i
Cannon et al.(2012). Izolat Coll-44 je na osnovu sekvence I&§iana rDNK ispoljio
nukleotidnu identinost od 100% sa vrsto®. linicola, izolat CBS 172. 51. Ove dve
vrste morfoloski su vrlo sihe, mada sa izvesnim razlikama u dimenzijama kmidi
apresorija i seta. Naime vrs@ linicola formira nesto duze konidije u padenju sa
vrstom C. destructivum. Prema literaturnim navodima, ali i rezultatimabgenim u
ovim istrazivanjima, izméu ove dve vrste postoji razlika i u krugu daiima. VrstaC.
linicola parazitira lan i poponac, dok vrs@ destructivum nije zabelezena na ovim
dom&inima (Latunde-Dada and Lucas, 2007) niti je u ovim ispitivanjima bio
dom&in veteg broja izolata. destructivum.

Damm et al. (2012a) sprovode filogenetske analize vr€ie acutatum
ukljucuji¢i Sest gena ACT, TUB2, CHS-1, GPDH, HIS3. Brojnadge pokazale su da
u okviru klastera acutatum postoje podgrupe. Aealm uklj@ile 331 izolat koji su
prethodno identifikovani ka€. acutatum, koji vode poreklo sa razitih dom&ina i
razlicitog su geografskog porekla. Analize su ukazalgostojanje 31 vrste koje se
svrstavaju u Kklaster acutatum, od kojih 21 vrstetlpydno nije bila poznata.
Pojedingnim poreienjem i flogenetskim analizama Sest pojedinia gena, utueno je
da u odnosu na ostale ptawane gene najbolji rezultati su dobijeni kéersjem beta
tubulin TUB2 i GPDH gena. Na osnovu ovih gena jaSena diferencijacija vrsta u
okviru klastera acutatunb@mm et al.,2012a). Isti autori uavaju da izméu TUB2 i
GPDH gena postoje neznatne razlike tako da autgerssSu da je neophodno Koristiti
oba gena za potpunu identifikacolletotrichum vrsta.

Filogenetskom analizom izolat Coll-4 identifikova&ao C. trifolii svrstan je u
klaster orbiculare zajedno sa ostalim izolatimadsiio vrsta. Rezultati ovog rada se
poklapaju sa navodimaLiu et al. (2007). Analizom filogenetskog stabla
rekonstruisanog na osnovu sekvenci regiona intmmaGPDH gen odabrani izolati
grupisali su se premaekivanoj evolutivnoj srodnosti.

Tokom ovih istrazivanja jasno su se izdvojila dlaskera iz rod&olletotrichum
prisutna na lucerki u Srbiji. Odabrani izolat prerfoloSke grupe Coll-4 identifikovan
kaoC. trifolii grupisao se u klaster orbiculare sa ostalim izaktsrodnih vrsta, dok su
izolati 1l morfoloSke grupe Coll-10, Coll-29, C@R, Coll- 48, Coll-68 i Coll-75
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identifikovani kao C. destructivum kao i izolat trée morfoloSke grupe Coll-44
identifikovan kaoCaolletotrichum sp. svrstani u klaster destructivum. Rezultati ovih
istraZivanja poklapaju se sa navodin@anon et al.,2012; Damm et al., 2012a,
2012b).

Liu et al. (2007)i Cai et al. (2009) navode da su sekvence introna GS gena i
introna GPHD gena filogenetski informativnije @alletotrichum vrste u odnosu na ITS
region. Na osnovu regiona introna za GS gen i reginotrona za GPHD gen pouzdanije
je razlikovanje vrsta u okviru rod@olletorichum, nar@ito morfoloski slénih vrsta i

izolata koje je na druggi nacin teSko razdvoijiti i razlikovati.

6.5.2. PCR — RFLP analiza

PCR se moze kombinovati sa drugim tehnikama i ioheatifikaciju &initi jos
specifcnijom. Nakon PCR, umnozena DNK tretira se restokon enzimima
(endonukleazama). Dobijeni fragmenti razdvajajels&troforezom. Princip metode je
da u zavisnosti od prisutnosti odgovat#djurestrikcionih mesta nastaju DNK fragmenti
razlicitih duzina koji zajednocine profil karakteristian za odgovaragu vrstu.
Poreienjem dva profila moze se utvrditi da li izolatigadaju istim ili razlitim
vrstama. RFLP markeri daju realnu sliku polimorfemmogu se koristiti za precizno
odredivanje razlika iznd vrsta gljiva.

U okviru ovih istrazivanja, dobijeni PCR proizvodretirani su sa dve
kombinacije restrikcionih enzima: Adindlll + Hinfl + Haelll i B. Hindlll + Hinfl +
Mspl. Analizom RFLP proizvoda u agaroznom gelu dohignrestrikcioni profili koji
su jasno pokazali razlike izrie analiziranih uzoraka. Kod uzoraka Coll-4, CBS.838
I C-86-2 dobijeni su profili koji odgovaraju vrsg. trifolii Sto u potpunosti odgovara
identifikaciji primenom konvencionalnih metoda ksencioniranjem. Identhe profile
sa navedenim kombinacijama prajmera u svom radckazali su iLiu et al. (2007).
Kod ostalih uzoraka identifikovanih k& destructivum (Coll-3, Coll-9, Coll-10, Coll-
11, Coll-18, Coll-29, Coll-35, Coll-37, Coll-AS) 8geni su méusobno identini
restrikcioni profili ali koji se jasno razlikuju ogrofila karakteristinog za vrstuC.
trfoliii. Dobijeni profili ne odgovaraju nijednom od prafikoje suLiu et al. (2007)
dobili za viSe vrsta iz rod@olletotrichum (C. orbiculare, C. malvarum, C. dematium,

C. acutatum, C. magna, C. lindemuthianum). Kao referentni izolati u ovim
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istrazivanjima korieni su i izolati AVO-37-4B predhodno identifikovakeo C.
gleosporioidesi CC560 identifikovan ka€. dematium.

Liu et al. (2007) prodavaju 72 izolata vrsta rodaolletotrichum ukljucujuci C.
orbiculare, C. trifolii, C. lindemuthianum i C. malvarum razlicitog geografskog porekla
I sa razléitih domaina. Ove Cetiri vrste predstavljaju filogenetski tesno poveza
grupe. Na osnovu RFLP analize fragmenata od 90@alsfalog umnozavanjem introna
gena za GS jasno se mogu razlikovati pawane vrsteLiu et al. (2007) na osnovu
uporednih istrazivanja prepauwju kori¥enje RFLP analize u kombinaciji sa drugim
metodama za detekciju gljiva, kao Sto su krug donaa VCG metoda |
sekvencioniranje, jer se tada dobijaj@nige i potpunije informacijeCorrell et al.
(2000) analiziraju mtDNKC. acutatum sa plodova jabuke ragiiog geografskog
porekla, RFLP metodom sa ciljem da utvrde razldmediu izolata. Na osnovu analiza
oni zakljwtuju da véina prowavanih izolata pripada jednom mtDNK C1 haplotipu.
Figueiredo et al. (2012) prodavaju 18 izolataC. gleosporioides iz indijskog oraha
(Anacardium occidentale) sa razkitin lokaliteta u Brazilu, RFLP analizom rDNA i
primenom kombinacije restrikcionih enzinfaral, Haelll i Mspl radi utvdivanja
polimorfizma izméu izolata. Isti autori primenom restrikcionog enaiiispl utvrdili
su veliki polimorfizam méu izolata vrste C. gloeosporioides. Maharaj and
Rampersad (2012) analiziraju 48 izolat&olletotrichum vrsta, sa raztitih dom&ina,
na osnovu proizvoda ITS regiona genoma PCR RFLHzanma Dobijeni restrikcioni
profili, jasno pokazuju razlike iznde vrstaC. gleosporioides i C. truncatum. Vale'rio
et al. (2005) prodavaju diverzitet 37 izolat&€. graminicola poreklom iz sirka iz
geografski udaljenih podéa Brazila korigenjem razlkitih restrikcionin enzima na
ovaj na&in uoteno je razdvajanje 11 restrikcionih profila dneizolatima vrsteC.
graminicola.

Identifikacija i karakterizacijaColletotrichum vrsta je teSka zbog velikih
morfoloSkih varijacija. Molekularne metode, veomak®risne za filogenetsku analizu
izolataColletotrichum vrsta. IspitivanjaColletorichum vrsta sa lucerke u Srbiji pokazala
su da u okviru izolata prve morfoloSke grupe okerakanih kao C. trifolii,
polimorfizam nije izrazen bez obzira na rézb geografsko poreklo izolata. Ispitivani
izolati formirali su Sest restrikcionih traka prineen obe kombinacije restrikcionih

enzima. Primena RFLP na izolate druge morfoloSkeerkoja je identifikovana kao.
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destructivum ustanovljen je izrazen polimorfizam. Ispitivanolati podelili su se u dve
grupe na osnovu dobijenih restrikcionih profilaM@eizolata ove grupe (Coll-3, Coll-9,
Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-35, Coll73i Coll-AS) u kombinaciji sa prvom
grupom restrikcionih enzima formiralo je restrikaigrofil sa osam traka. Ostali izolati
(Coll-8, Coll-32, Coll-38, Coll-48, Coll-68, Colly, Coll-Bk i CC657) pod istim

uslovima nisu formirali restrikcione profile.

Primenom druge kombinacije restrikcionih enzimayedezolata Coll-3, Coll-9,
Coll-10, Coll-11, Coll-18, Coll-29, Coll-35, Coll73i Coll-AS, razltitog geografskog
porekla i doméina, formiralo je restrikcione trake, (dok kod osamolata, nije
formiralo restrikcione trake (Coll-8, Coll-32, CdB, Coll-48, Coll-68, Coll-75, Coll-
Bk i referentni izolat CC657.

RFLP metoda moZe da prikazuje vezu idmgeneitkih grupa i geografskog
porekla izolata Kigueiredo et al., 2012). U ovim istrazivanjima nije dena veza
izmedu genettkih grupa i njihovog porekla, mada jedemo jasno postojanje izrazene
varijabilnosti izolata identifikovanih ka@. destrucrivum porekla sa lucerke i crvene
deteline iz Srbije.

Izolat Coll-44 iz trée morfoloSke grupe, ni u jednoj od pdenih kombinacija
enzima nije formirao restrikcione profile.

Dobijeni rezultati primene RFLP za razlikovanjetar€olletotrichum patogenih
za lucerku i crvenu detelinu u Srbiji ukazuju da onetoda ima veliki moguznaaj za
brzu i pouzdanu rutinsku dijagnostiku. Primenjenemkinacije viSe restrikcionih
enzima ukazale su na maguost jasnog razdvajanfa trifolii od ostalih srodnih vrsta,
ali i na postojanje varijabilnosti unutar populaciC. destructivum. Primenjena
kombinacija restrikcionih enzima nije mogla raziati pripadnike trée morfoloske
grupe identifikovane kadColletotrichum sp. izolat Coll-44 od pojedinih izolat@.
destructivum koji nisu posedovali restrikciona mesta za kaige enzima. Kako su
molekularna protavanja kompleksaColletotrichum na lucerki u Srbiji, zap®@ta u
okviru ove disertacije, po prvi put su dobijene\s®ice izolata iz nasSe zemlje Sto je
obezbedilo uslov za izbor novih kombinacija enzik@ bi se mogli primeniti u

budwtim dijagnosttkim protokolima.
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6.6. Prouwavanje vegetativne kompatibilnosti odabranih izolaa

Colletotrichum spp.

Fenomen vizuelne reakcije fenotipa, koji se pojgeljkada se dva izolata jedne
vrste gljive gaje u zdruzenim kulturama na spégifn podlogama, poznat kao
vegetativna ili heterokarionska kompatibilnost, @u@va identifikaciju klonova gljive
I njihovu Klasifikaciju prema filogenetskim grupantdife izolata koje imaju identhe
alele kod svihvic lokusa mogu da anastomoziraju u oblik vidljivogtdrekariona.
Izolati koji dele kompatibilne lokuse i mogu da stmmoziraju jedni s drugima,
pripadaju subpopulaciji oztanoj kao vegetativho kompatibilna grupa (VCG) kiga
genetski odvojena od drugih vegetativho kompatibigrupa. Svaka VCG spedifia je
prema biljci doméinu ili srodnoj grupi doména i karakteriSe je oddeni krug biljaka
dom&ina (van der Nest et al.2011).

Vegetativnu kompatibilnost prvi je opisd@uhalla (1985) i zasnovana je na
moguenosti formiranju heterokariona izmhe izolata iste vrste. Primenom VCG metode
izoluju se auksotrofni mutanti koji ne koriste ate (nitrate nonutilizing mutants), tzv.
nit mutanti. Ako auksotrofninit mutanti razkitih izolata prilikom uparivanja na
minimalnoj podlozi, na mestu dodira kolonija, foreju prototrofne heterokarione, sto
se manifestuje porastom divljeg-tipa micelije,mjicelije robustnog izgleda, z#iada
pripadaju istoj vegetativno kompatibilnoj grupi,mm$no da su genéki srodni.

Kod filamentoznih gljiva vegetativnha kompatibilnoségulisana je brojem
lokusa, koji se nazivajlhet ili vic lokusi Sto zavisi od organizma. Vegetativhu
kompatibilnost kod=usarium i Colletotrichum vrsta karakteriSwic lokusi (Katan and
Primo, 1999). Vegetativha inkompatibilnost (nesamokomplatist) determinisana je
kao nemogénost da se formiraju prototrofni heterokarioni gmaloljnim uslovima, ili
kao formiranje barijere kada su dva inkompatibiinalata u interakciji. Vegetativha
kompatibilnost koristi se kao multilokusni fenotip analizama populacija gljiva, i u
nekim populacijama sa visokom gegiktim srodno& ona je povezana sa patogenos
(Leslie and Zeller, 1997).

Kod gljiva osobina vegetativne kompatibilnosti dpje na karakteristnu
sposobnost dve gljive da se spoje, anastomozirggutdom mestu izmene citoplazmatski
ili jedarni sadrzaj Katan, 2000) i smatra se vaznom bioloSkom osobinom poj ko
dolazi do formiranja heteroplazme i heterokarioGar(ell et al., 2000). Izolati koji su
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vegetativno kompatibilni svrstani su u istu VC gnupva izolata koja su vegetativho
kompatibilna moraju imati zajedike, iste alele u jednom ili viSe lokudéagan, 2000).
Roditeljske linije sa istim alelima kod swit gena (lokusa) daju potomstvo koje je je u
istoj VC grupi. Najmanje 10vic lokusa poznato je za kontrolu vegetativhe
kompatibilnosti kodFusarium moniliforme. Identifikovanih 10vic lokusa, sa dva alela
pri svakom lokusu, polnim rekombinacijama mogu pvesti 2° ili 1024 razlkita
rasporeda koja mogu teoretski proizvesti isti @G (Elmer, 1991). Na osnovu
preliminarnih genetkih testova, manjeg broja izolata, teleomd&@merella, za vrste
Colletotrichum acutatum, C. gleosporioides i C. graminicola, utvrdeno je da je broyic
lokusa od dva do sedarKdtan, 2000). Protiavanja vegetativnhe kompatibilnosti vrsta
iz roda Colletotrichum usvojena je iz stnih istrazivanja vrsta iz rodovausarium i
Verticillium (Katan, 2000).

Vrste rodaColletotrichum razmnozavaju se uglavnom ili iskijyo vegetativno.

U odsustvu polnog r&a razmnozavanja, kod ovih vrsta razmena gé&kmdi
materijala izméu dva izolata vrSi se anastomozom i heterokariozaoiati ne mogu
medusobno da formiraju stabilne heterokarione, jelosugenetski udaljeni, odnosno
oni su vegetativho inkompatibilni. Vegetativho kecatipilni izolati su identini pri
svakom setwic gena i svrstavaju se, po definiciji, u istu VC guuEIlmer, 1991;
Leslie and Zeller,1997).Vic lokusi deo su velike grupe gena odgovornih za fiane

i odrZzavanje stabilnog heterokarioniaglie and Zeller,1997).

Gljive mogu formirati heterokarione u vreme polmpnodukcije ili bespolnog
(vegetativnog) porasta. Formiranje polnog heteliokar zahteva razvoj i diferenciranje
odreienih polnih struktura. Kod heterotalusnih askormedgljiva formiranje polnog
heterokariona odvija se poiwo alela lokusa polnog tipa. Formiranje bespolnog
(vegetativnog) heterokariona rezultat je spajarggetativnihcelija u laboratorijskim
uslovima. Bespolni heterokarioni mogu biti ogtgmi na pojedinéne spojeneéelije ili
mogu proliferacijom dati jednu nezavisanu viSejadatvorevinu. Polni i bespolni
heterokarioni mogu se sasvim Zapno razlikovati jedan od drugog. Parovi izolatg ko
su sposobni da formiraju polne heterokarione neajuobiti u stanju da formiraju
bespolne heterokarione i obrnutee¢lie and Yamashiro,1997).

Genettki diverzitet u okviruColletotrichum spp. vrsta pratavan je u manjem

obimu, primenom VCG metode. Detaljna ptavanja ukazuju da izolati koji pripadaju

143



istoj VC grupi poseduju sine ili identcne multilokusne haplotipove i pripadaju istoj
klonskoj liniji (Katan, 2000). Ispitivanje srodnosti izrie izolata poméu VCG
metode kori&eno je kod sledeh vrsta iz rodaColletotrichum: C. gleosporioides, C.
dematium, C. orbiculare, C. acutatum, C. fragariae i C. kahawe. Koris&eni su
uglavnom anamorfi izolati, a dobijeni su uglavnopmedni rezultati Katan, 2000).

Kako genetiki diverzitet vrsta gljiva iz rod&olletotrichum poreklom iz lucerke
i crvene deteline iz Srbije do sada nije ispitivenosnovu vegetativhe kompatibilnosti,
nije poznata geneka struktura i variranje srpskih izolata u odnosu geografsko
poreklo ibillke dom&ine. U komplementarnim testovima, ptewnani izolati poreklom
iz Srbije i referentni izolati vrst€. trifolii iz Francuske i Holandije, ustanovljeno je da
je jedan izolat poreklom iz Srbije kompatibilan sgerentnim izolatima (C-82-2 i
CBS158.83) i to je Coll-4, sa kojima su formiradijedntku VCG. Referentni izolat sa
oznakom C-82-2 je determinisan do nivoa rase 1,aktéli prodavani izolati koji su
na osnovu morfoloskih osobina i molekularne kanakéeije okarakterisani ka€.
destructivum i Colletotrichum spp. poreklom iz Srbije. nisu kompatibilni sa najpre
pomenutim izolatima. Ovi izolati na osnovu test&eanpatibilnosti svrstavaju se u Sest
razli¢itin VCGs.

Razlike u virulentnosti unutar jedne specijalizogaforme okarakterisane su
imenovanjem patotipova u patogene rase. Rase swmiSdefprema raziitim
interakcijama sa genotipovima doéira, koji u nekim sltiajevima nose jedan ili viSe
gena za rezistentnost. Kod lucerke otpornost preasama 1 i 2 vrste&. trifolii
kontroliSu dva dominantna gena AinAn, (O'Neill, 1996).Liu et al. (2007) navode da
ovom metodom ne mogu razlikovati rase 1 i 2 u akwrsteC. trifolii i da se izolati
rase 1i 2, svrstavaju u istu VC grupu.

Svi izolati vrsteC. destructivum poreklom iz Srbije pripadaju jednoj od pet VC
grupa od kojih su tri uklgile izolate iz razkitih i geografski udaljenih lokaliteta sa
teritorije Srbije kao i izolate poreklom iz radtih biljaka dom&ina. U preostale dve
VC grupe svrstali su se po jedan izolat iz dvaiédal lokaliteta. Prema rasporedu
izolata u VC grupe unutar populacije vr€ledestructivum nije ustanovljena korelacija
izmedu njihove genetke srodnosti i porekla, odnosno razlika uzorkovahjiljke
doma&ina. Smatra se da izolati unutar jedne VC grup®stno vise genetki slicni

nego izolati u raztitim VC grupama l(eslie and Summerell,2006). Mali broj studija
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primenjuju vegetativhu kompatibilnost za ptavanje raznolikosti vrsta u okviru roda
Colletotrichum (Freeman et al.,2000a;Pieczul and Rataj-Guranowska 2004;Liu et
al. 2007).

Liu et al. (2007) izolateC. orbiculare poreklom iz krastavca, lubenice i dinje
svrstavaju u jednu o¢ktiri VC grupe (VC grupe 1001, 1002, 1003 i 10@k izolate
iste vrste poreklom iXanthium spinosum svrstavaju u VC grupe ozé&enu sa 1050. Isti
autori izolateC. trifolii poreklom sa lucerke svrstavaju u jednu VC grupulCbez
obzira na pripadnost raziiim rasamaPieczul and Rataj-Guranowska(2004) izolate
bespolne formeC. gleospotioides iz Lupinus sp. svrstavaju u dve VC grupe VCG-1 i
VCG-2. Prema literarnim podacimd&réeman et al., 2000b; Pieczul and Rataj-
Guranowska, 2004; Liu et al. 2007) u kojima je predstavljen numidi sistem
odreienih VC grupa za vrst€. gleosporioides, C. acutatum, C. orbicularei C. trifalii,
ne postoje nikakvi podaci o numerisanju vr&adestructivum i C. linicola. Slabu
korelaciju izméu VC grupa prema rasama patogena i geografskonklpoustanovili
suWoo et al. (1996). Broj identifikovanih VC u populaciji predslja minimalan broj
genettkih individua, haplotipova Leslie and Summerel] 2006). Srodnost izolata,
medusobna sposobnost razmene géketi materijala u vezi je sa paralelno biljkom
doma&inom na kome se gljiva razvija, lokalitetom i pemstadijumom Correll et al.,
1993;Freeman et al.,1998;Correll et al., 2000;Katan, 2000;LI-Pyung et al., 2003;
Pieczul and Rataj-Guranowska 2004).

Upotrebanit mutanata je velika i mogu se koristiti za pfavanje sknosti
izolata Sirom sveta u testovima virulentnosti igidkosti pesticida, a mogu obezbediti i
vredne informacije o genékoj sli¢cnosti prirodnih populacija, posebno u zemljiStu
(Levi¢, 2008). Prednost koKignjanit mutanata je Sto se mogu poag bez mutagenih
tretmana Puhalla, 1985).

Vecina gljiva moze Kkoristiti nitrate kao izvor azotaojk se redukuju do
amonijaka poméu nitrat i nitrit reduktazeGorrell et al., 1987). Amonijak se moze
iskoristiti u ¢elijama na raztite na&ine. Hlorati, koji su analogni nitratima, koriste za
prowtavanje asimilacije nitrata kod gljiva, isto takobdo kao i kod bakterija, algi i
biljaka. Redukcija hlorata u hlorite powo nitrat reduktaze moze imati za posledicu
toksiknost hlorata za navedene organizme. lIzolati glkeg su osetljivi na hlorate

mogu redukovati nitrate do nitrita dok hlorat-réergni izolati nisu za to sposobmit
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mutanti se izdvajaju iz hlorat-rezistentnih sektd@i imaju intenzivan porast na
minimalnoj podlozi sa hloratomCprrell et al., 1987). Porast izolata divljeg tipa je
ogranten u hloratima, verovatno zbog toga Sto se higrathau nitrat reduktaze
redukuju u visoko tokgne hlorite. U hlorat rezistentnim delovima kolorsjere&ena je
aktivnost nitrat reduktaze zbog mutacija u genskikusima odgovornim za aktivnost
ovog enzimaNit mutanti nisu sposobni da redukuju hlorate u hdojer spréavaju
aktivnost enzima nitrat reduktaze i zato su hloeaistentni Correll et al., 1987).

Nit mutanti obéno se dele u tri fenotipska tiplditl mutant ima jednu mutaciju
u genskom lokusu koji reguliSe aktivnost nitrat ultéhze, kod nit3 mutanta
onemogudena je asimilacija nitrata u lokusu odgovornom zajoproces. NitM
predstavlja mutacije u lokusima (najmanje pet l@jusdgovornim za asimilaciju
kofaktora koji sadrzi molibden neophodan za aktstratrat reduktazeQorrell et al.,
1987;Summerell, 2003).

Enzim nitrat reduktaza je oktamer polipeptidnogoeolzima i kodira ga gen
nitl. 1zolati koji nose mutacije u gemitl ne mogu Kkoristiti nitrate kao izvor azota, ali
su prirodno sposobni da koriste azotna jedinjemja izvore azota. Take, kod NIT1
proteina, kofaktor koji sadrzi molibden je aktivmieo anzima nitrat reduktaze
(Summerell,2003). Postoji pet genskih lokugat8, nit4, nit5, nit6 i nit7) koji kodiraju
deo ovog kofaktora koBusarium i Colletotrihum vrsta, ali identifikacija mutanata kod
pojedin&nih lokusa ohkino je nevazna u konteksu VCG testova. Zajedno @eh
lokusa nazivaju se NitM mutantima i svi daju i&notip. Mutanti razliith NitM
lokusa mogu biti komplementarni jedan sa drugimajQwfaktor, takde, funkcioniSe
kao deo purin dehidrogenaze. Nitrat reduktaza kaworrin dehidrogenaza ne mogu
funkcionisati ako se promeni jedan deo kofaktor#MNmutanti ne mogu Koristiti
nitrate ili hipoksantin kao izvore azota, ali mokpristiti druga azotna jedinjenja kao
izvore azotakatan, 2000).

Primenom VCG metode, iz hlorat-rezistentnih sektoralovano je kod 18
prowavanih izolateC. trifolii, C. dematium i izolat Coll-44 Colletotrichum spp.) dve
vrste nit mutanata,nitl i NitM. Prema literarnim podacimeCorrell et al., 1993;
Freeman et al.,1998; Correll et al.,, 2000; Katan, 2000; LI-Pyung et al., 2003;
Pieczul and Rataj-Guranowska 2004), najdestalija je izolacijanitl mutanata Sto je

potvideno i u uslovima ovih istrazivanja.
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Kod svih progdavanih izolata iz hlorat-rezistentnih sektora, pang mutanata,
razvio se divlji-tip micelije na minimalnoj podloziRelativha destalost pojave
mutanatanitl za izolate vrst€. trifolii bila je niza u odnosu na vrdte destructivum i
Colletotrichum sp. Coll-44 iznosila je od 12 - 14. Kod izolatater€. destructivum
ucestalost formiranja mutanatétl je bila najviSa u odnosu na ostale @aane vrste |
kretala se od 2 - 17. Relativhaestalost pojave mutanatél za izolat Coll-44 je bila
najniza i iznosila 3. Progea relativha testalost pojavljivanjanitl mutanta za sve
prouwavane izolate iznosila je 8,57. Opseg relativbestalosti pojave mutanata NitM
kod izolata vrsteC. trifolii bio je najviSi u odnosu na ostale dve ispitivarsteri kretao
se od 3 - 18. Kod izolata vrs@& destructivum relativna @estalosi izolovanja mutanata
NitM je bila niza i iznosila je od 1 - 12. Relatarntestalost pojave mutanata NitM za
izolat Coll-44 iznosila je 2 i ona je bila najnidaodnosu na relativnucastlost pojave
NitM kod ostalih prodavanih vrsta. Progaea relativha testalost pojave NitM
mutanata za sve prdavane izolate iznosila je 4,48rn mutanat je imao najvisu
relativnu &estalost pojave za izolate vrdte trifolii od 7 — 34, a za izolate vrs@
destructivum je bio nizi i kretao se od 0 - 20. Kod izolata IS8 identifikovanog kao
Colletotrichum sp. crn mutanat je imao najnizu relativnuiiastalost pojave od 5.
Pros€na relativna testalost pojavern mutanata za sve préavane izolate je 7,23.
Correll et al. (1987) detaljnije su objasnili pojavu divljeg-tipalonije na minimalnoj
podlozi, poreklom iz hlorat-rezistentnog sektoraoldti sa porastom koji je &hn
divllem-tipu su ili izolati divljeg-tipa koji se néestiraju ili crn mutanti koji mogu

koristiti nitrate i otporni su prema hloratim@ummarell, 2003).

6.7. Osetljivost razlgitih genotipova lucerke prema ispitivanim

izolatima Colletotrichum spp.

Vrste rodaColletotrichum jedan su od najziajnijih rodova fitopatogenih gljiva
koji ugrozava useve pod lucerkom i crvenom detefinprouzrokujdi najgese veoma
zn&ajne ekonomske Stet&lfin and Ostazeski,1982; Allen et al., 1982;O’Neill et
al., 1989). Problemi i Stete od bolesti lucerke kojuseaSim uslovima javljaju su veliki
i teSko reSivi izméu ostalog i zbog nepostojanja komercijalnih sodjekpokazuju
otpornost prema glji¢nim prouzrokovaima bolesti. Rezultati dobijeni u istrazivanjima

u okviru ove doktorske disertacije, predstavljayod u oplemenjivarj lucerke na
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otpornost prema prouzrokat¥ima antraknoze. Prdavanje patogena, etiologije
oboljenja, genetke prirode reakcije zarazenih biljaka, razvijanjggovarajiéih metoda
vestakih inokulacija, kao i identifikovanje efikasnihvara otpornosti predstavljaju
preduslove koje je neophodno zadovoljiti da bi mogla se pristupi uspeSnom
poboljSanju nivoa otpornosti bilo koje gajene lmljikKako je organizovanje poljskog
ogleda za ocenu otpornosti &&xe tesSko, skupo i dugotrajno, postoji potreba da se
obavi preliminarno testiranje u uslovima koji sunkolisani i u kojima je mogte dcii

do rezultata brze, a pri tome obuhvatiticivéroj genotipova kako lucerke tako i
patogena. Ocena nivoa otpornosti genotipova lucarké&ontrolisanim uslovima,
odnosno u stakleniku, uz ve&ta inokulaciju obezh#uje brzi uspeh u preliminarnom
pronalazenju otpornih genotipova. Ve&ta inokulacije imaju i prednost u tome 5to se
koristi precizno odréena i uniformna kotina inokuluma (fragmenat kolonije odene
velicine, suspenzija spora odene koncentracije) potpuno identifikovanog
prouzrokovéa, Sto obezh®ije ponovljivost ogleda, kao i preciznije odineanje
potencijala u pogledu otpornosti ispitivanih gepotia. U svetu postoji ogramn broj
radova o testiranju na otpornost lucerke prema shioba Barnes et al, 1969;
Ostazeski et al. 1969;Devine et al, 1971;0stazeski et al.1979).

Trenutno u Srbiji ne postoje razvijeni programi epknjivanja lucerke na
otpornost prema bolestima. Lucerka je visoko vhilij@ vrsta, pre svega zbog svoje
prirodne tetraploidnosti, Sto uslovljava kontroluake osobine sa najmanje 4 gena.
Pored toga, stranooplodni dma opraSivanja i jako izrazena inbreed depresija
uslovljavaju visoku heterozigotnost vrste. Sorteellke su uglavnom sintékie sorte,
nastale viSestrukim ukrStanjem i odlikuju se Simbka@enettkom osnovom koja
uslovljava visoku unutar populacijsku varijabilngsijedin&nih biljaka za veliki broj
osobina Radovi¢ et al., 2010). Sve to omogava visoku adaptabilnost lucerke na
razlicite bioticke (ukljucuju¢i i patogene) i abiotke stresne faktore. Jedan od doprinosa
ove disertacije je ispitivanje reakcije dofita komercijalnih sorti, kao i sorti iz
okruZzenja sa referentnim sortama lucerke na otgbrpeema antraknozi u uslovima
vesStake inokulacije u cilju iznalaZzenja izvora varirazja ovu osobinu.

Prilikom ispitivanja nivoa osetljivosti/otpornostigenotipova lucerke u
eksperimentalnim uslovima staklenika, ispitivansteiC. trifolii, C. destructivum i

izolat Coll-44 identifikovan do nivoa rod&olletotrichum sp., na osnhovu ¢me
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oboljenja biljaka lucerke, nisu se razlikoxal uslovima eksperimenta sve tri ispitivane
vrste uspele su da izazovu ipe simptome na ispitivanim genotipovima lucerke ,K-1
K-28, Zajearska 83, Osjka 12, NS Slavija, Banja Luka, Affinity 401 + Z,dfida 77,
Vernal S i Perry.

Vrsta C. trifolii bila je veoma patogena prema démagenotipovima lucerke.
Nakon cetiri nedelje od inokulacije izazvala je potpun&exje i propadanje biljaka
sorti K-1, K-28, NS Slavija i Zajarska 83. Sorta Banja Luka pokazala je otpornost
prema ispitivanim izolatimaC. trifolii. Americki genotipovi Vernal S i Perry su
pokazali nizi nivo otpornosti, dok drugi am#ki genotipovi Affinity 401 + Z i Florida
77 pokazuju otpornost prema ispitivanim izolatinnst®C. trifolii. Sorta Affinity 401 +
Z u ovim istrazivanjima je pokazala najbolju otposh na izolateC. trifolli, dok je
otpornost na ostale izolate bila manja, Sto jeladsksa rezultatima3ray et al., 2003)
koji ukazuju da je genotip Affinity 401 + Z visokaiporan naC. trifolii.

VrstaC. destructivum izazvala je veoma jake simptome na genotipovimarke
K-1, K-28, Zajearska 83, Osjka 12, NS Slavija i ameikim genotipovima Affinity
401 + Z i Perry. Ostali ameki genotipovi Florida 77 i Vernal S ispoljili supdrnost
prema ispitivanoj vrsti. M@utim, sorta Banja Luka je ta&e ispoljila otpornost prema
ispitivanim izolatima vrsteC. destructivum, pa moze biti izvor otpornosti prema ovoj
vrsti patogena.

Izolat Coll-44 koji pripada troj vrsti Colletotrichum sp. na sortama NS Slavija,
Banja Luka, K-1 i ametkim sortama Affinity 401 + Z i Florida 77 izazivaakoncetiri
nedelje od inokulacije, potpuno susSenje i propasldnjjaka. Amertki genotipovi
Vernal S i Perry prema ispitivanom izolatu pokazalise srednje otpornim. NesSto niza
otpornost na izolat Coll-44 je zabeleZena kod gtraorti (Vernal S i Perry) u odnosu
na domai sortiment. To se moze objasniti verovatno skomojavom ove nove vrste
Colletotrichum sp. izolat Coll-44 kao patogena lucerke u areajerga ovih sorti. Sorte
Zajetarska 83 i Osjgka 12 su pokazale najue otpornost prema Coll-44, i mogu biti
dobar izvor otpornosti prema ovoj vr&nlletotrichum.

Boland and Brochu (1989) i O'Neill et al. (1989) su u istrazivanjima
patogenosti pokazali da j€. trifolii najinfektivniji na lucerki, kako u zaggnom
prostoru tako i na otvorenom polju. Isti autori ode da jeC. destructivum u
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zaSteenom prostoru pokazao drenivo infektivnosti i isti nivo infekcije kao vratC.
trifolii u uslovima polja.

PremaOstazeski et al.(1969), osetljiva sorta ima 10% zdravih biljakakde
za sortu koja ima preko 65% zdravih biljaka moze da je otporna. Sorta Arc, koja je
otporna na rasu L. trifalii, ima indeks oboljenja 2.72 odnosno 2.Zxs{azeskiet al.,
1979). Danas u svetu postoji veliki broj otporndrts (HR) naColletotrichum trifolii
kao Sto su Arc, Saranc Ar, Vangaurd, Florida 7#initi/+Z, DK 125, WL 135 i druge.
Devine et al. (1973) navode da je pet populacija lucerke dobijsa povéanom
otpornogu premacC. trifolii. Od toga su Beltsville 1-An4, Beltsville 2-An4, IBwille
3-An4, visoko rezistentne prema antraknozi, dok pgypulacije Beltsville 4-An4,
Beltsville 5-An4 srednje otporne prema antrakn@tpornost prem&. trifolii moze se
pove&ati sa 5 na 82% nakon dva ili tri ciklusa selek¢ijevine et al.,1971).Devineet
al. (1975) su dobili sortu Arc nakon osam ciklusa rekitne fenotipske selekcije.

Medutim, pojava ras&. trifolii ukazuje da je stvaranje otpornih sorti lucerke
sloZenije nego Sto se mislilo. Prirodna otpornestia prouzrokowas antraknoze jos je
nedovoljno poznataCini se da je otpornost kod sorte Arc kontrolisamanjm
dominantnim alelom i da poseduje vertikalnu otpstnarema rasi L. trifolii, dok je
otpornost kod sorte Saranac AR, Vangaurd i Floridalozenije prirode i ove sorte su
otporne prema rasama 1 Q2trifolii (Devineet al., 1971;Elgin and Ostazeski,1982).
O'Neill et al. (1996) testiraju 250 amekih komercijalnih sorti lucerke prema
izolatimaC. trifolii rase 2. Tom prilikom konstatuju da je 30 testinasorti pokazalo
20% otpornosti. Ovu pojavu objasnjavajanjenicom da je nivo otpornosti individualna
osobina sorti lucerke.

Elgin and Ostazeski(1982) testiraju nivo otpornosti sorti Florida 7Perry
prema izolatiméeC. trifolii rasa 1 i 2, i dolaze do zakdka da je kod sorte Florida 77 u
odnosu na rasu C. trifolii bilo 11% otpornih biljaka, a u odnosu na rasste vrste,
bilo je otporno 10% biljaka. Isto tako kod sortarygrema rasama 1 i Q. trifolii bilo
je 2% zdravih biljaka. Sorta Vernal S pokazala @guvosetljivost u kontrolisanim
uslovima nego na poljuBarnes et al., 1969).Devine et al.(1975) testiraju uticaj tri
vrste iz rodaColletotrichum koje prouzrokuju simptome antraknoze na lucerkni O
prowavaju patogenost i interakcij. trifolii, C. destructivum i C. dematium f.

truncata. Tom prilikom koriste komercijalne sorte lucerkejé&k pokazuju raziitu
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osetljivost prema antraknozi i to su: Glacier, G®a®N4, Saranc, Saranc-AN4, Vernal,
Vernal-AN4, Team i Arc. Autori konstantuju da jeopenat prezivelih biljaka kod
osetljivih sorti najmaniji, 16% z@. trifolii a kod vrsteC. destructivum i C. dematium f.
truncata procenat prezivelih biljaka je 50%stazeski et al.(1969) navode da je
otpornost prema antraknozi visoko heritabilna. €ogkdnog ciklusa selekcije
frekvencija otpornih biljaka se kie od 18-75%Graham et al. (1976) navode da je
infektivnost izolataC. trifolii mnogo manja posle infekcije izolatin@a destructivum i

C. dematium f. truncata.

Tokom ispitivanja prisustva i rasprostranjenoststar rodaColletotrichum na
lucerki, na usevima lucerke u Srbiji dobijen jezolat Coll-44, koji po pojedinim
osobinama pre svega morfoloSkim, krugu déima kao i sekvenci ITS regiona,
odgovaraja vrstC. linicola, koja se u literaturi ne navodi kao patogen lueerk

Bez obzira na manjuwestalost, prisustvo i téeg taksona iz rod@olletotrichum
na lucerki je od velikog z®aja jer ukazuje da je raznolikost vrsta verovataéav da
se vrste javljaju kao kompleks. U testu provereganosti, infektivnost izolata Coll-44
dokazana je vestkim inokulacijama klijanaca lucerke sorte K-28 utrP&utijama.
Nakon deset dana izolat Coll-44 izazvao je potpsusenje i propadanje Klijanaca.
Buduta istrazivanja ukljtice, poredC. trifolii i C. destructivum i izolat Coll-44
(Colletotrichum sp.) kao patogena lucerke za uporedno ispitivaogetljivosti

genotipova. Pored toga, bu@u istraZivanjace ukljwiti i potpunu identifikaciju i

karakterizaciju ovog, za Srbiju novog taksona kamiglivanje njegovog prisustva
rasprostranjenosti u Srbiji.

U uslovima postavljenog eksperimenta, moze se wakljda je najvéu
otpornost pokazao ameki genotip Vernal S, iako je on u radovima predigtana kao
osetljiv genotip na antraknoziDévine et al, 1971). Najmanju otpornost prent
trifolii, C. destructivum i izolatu Coll-44 identifikovanom do nivoa rodolletotrichum
sp. pokazali su dondagenotipovi K-28, K-1, Zajéarska 83, NS Slavija i ameéka
sorta Perry.

Vasi¢ et al. (2009) prodavali su uticajcetiri izolata C. trifolii na cetiri
komercijalna genotipa lucerke (K-28, NS Medianafimy + Z i Alfagraze) i utvrdili
su zn@ajnu osetljivost ispitivanog biljnog materijala pra vrsti C. trifolii. Takade,

Vasi¢ et al. (2010) prowavaju osetljivost pet genotipova crvene deteline3&K
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Manuela, Margot, K-32 i L-50) prem@. trifolii i dolaze do zakljtka da su testirani
genotipovi crvene deteline veoma osetljivi premaugrokovgu antraknoze.

Dobijeni rezultati ukazuju na visoku varijabilnostakcije u sistemu sorta -
izolat u testiranom biljnom materijalu. Pored togalgovor pojedinénih biljaka u
okviru sorti na inokulaciju patogenim izolatimakaede je bio jako varijabilan. Maniji
broj pojedin&nih biljaka uspele su, da i pored jasnih simptornaljenja donesu seme.
Potomstvo ovih biljaka odlan je izvor otpornosti na ispitivane izolate patwae bice
ukljuceno u sledé ciklus selekcije na ovu osobinu. Iméjw vidu rezultateDevine et
al. (1971) koji ukazuju da je nakon nekoliko ciklusslekcije mogde podéi nivo
otpornosti, nastavak istrazivanja u ovom pravcu weli potencijalni znaaj.

Rezultati ovih istraZivanja ukazali su na post@gargzItitih vidova tolerancije
komercijalnih sorti lucerke prema vrstar@alletotrichum spp., koji¢e se dalje Kkoristiti
u programima selekcije lucerke na otpornost. Odditey zn&aja je i ispitivanje
osetljivosti genotipova u uslovima vedta inokulacije u uslovima staklenik&ime su
dobijeni podaci o potencijalu ovih genotipova. Lhikolisanim uslovima modie je jos
pre p@&etka vegetacije ispitati nivo otpornosti genotipowza dalji rad u polju odabrati
genotipove koji ispoljavaju otpornost.

Izdvojeni genotipovi lucerke koji su ispoljili vidiivo otpornosti na ispitivane
vrste bée dalje korigeni u poljskim ogledima u razitim klimatskim uslovima kako bi
se t&nije procenio nivo otpornosti na komplek8olletotrichum spp. Na taj nén bice
izdvojeni genotipovi kojice se Koristiti u daljim procesima selekcije i optjivanja

lucerke u cilju poboljSanja nivoa otpornosti.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu obavljenih Sestogodisnjih istrazivanjavgliz roda Colletotrichum
patogenih za lucerku u Srbiji izvedeni su zaddju

& Redovnim pregledom useva lucerke u 17 lokalitegerga u Srhiji,
zabeleZena je pojava intenzivnih simptoma antraé&nbijaka lucerke. Procenjeni
proseni intezitet zaraze pregledanih povrSina pod lugerkbilo je oko 30%, Stete su
uvetane usled protivanja i propadanja luceriSta u narednoj godinioldzijom
fitopatogenih gljiva iz zaraZenih biljaka lucerkepalju, izdvojeno je ukupno 80 izolata
Coalletotrichum spp. kojima je potdena patogenost vegkam inokulacijama klijanaca
lucerke.

& Tokom izolacije i gajenja za proveru patogenostocene Su izvesne
morfoloSke osobine koje su bile zajetk@ za neke izolate, tako da je izvrSeno njihovo
grupisanje. Za nastavak istrazivanja, odabrano §eizblata, koji su méusobno
uporeativani u cilju pravilne identifikacije i utdivanja njihovog taksonomskog
meduodnosa. Ispitivani izolati takie su uporéivani sa tri referentna izolata vrsé
trifolii (C-86-2 rasa 1 i CBS 158.83)G. destructivum (CC657). Odabrani izolati
svrstani su u tri morfoloSke grupe na osnovuiusebne stinosti kao i sknosti sa
referentnim izolatima. I1zolat prve grupe (Coll-4)entifikovan kaoC. trifolii, izolati
druge grupe (Coll-3, Coll-8, Coll-9, Coll-10, Cdlt, Coll-18, Coll-29, Coll-32, Coll-
35, Coll-37, Coll-38, Coll-48, Coll-68, Coll-75, GAS, Coll-BK) identifikovani kao
C. destructivum, a izolat Coll-44 identifikovan je do nivoa rodad€Colletotrichum sp.

# Testovi patogenosti obavljeni su primenom dve wetoveStakom
inokulacijom korena klijanca i inokulacijom i&ka korena lucerke sorte K-28im
vitro i dokazali su patogenost svih 18 odabranih izolRt@menjene metode provere
patogenosti nisu se razlikovale po dobijenim retiria, obe metode imaju prednosti
jer se do rezultata dolazi brzo, koristi se unifoami t&no odréena koltina
inokuluma, Sto omogiava t&nije poreienje, ponovljivost ogleda i otvara maguost
da se metode koriste za preliminarno ocenjivanjgoroiosti/osetljivosti genotipova
lucerke.

# Prowavanje eksperimentalnih dotmaa potvrdilo je formiranje morfoloskih

grupa izolata. l1zolati prve grupe identifikovaniok@. trifolii, ispoljili su visok nivo
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specijalizacije zarazavajuintezivno biljke lucerke i crvene deteline. Grupalata koja
je identifikovana kadC. destructivum ispoljila je takde visok nivo specijalizacije, tako
Sto su ostvarili infekcije na sejancima lucerkeyeore deteline i pasulja. Td®
morfoloSka grupa izolata identifikovana do nivo ao@olletotrichum sp. Coll-44,
ispoljila je visok nivo specijalizacije prema b#ia lucerke, crvene deteline, lana i
poponca.

& Prowavane makroskopske i mikroskopske morfoloSke osolmdabranih
izolata iz lucerke iz Srbije u kompleksu vrsGolletotrichum, pruzile su stabilnu
moguenost za njihovo razlikovanje. S obzirom da vrstéar&olletotrichum imaju
sposobnost da variraju u morfoloskim osobinamaikoblvelicina konidija, oblik i
veli¢ina apresorija, mogmost formiranja seta u kulturi, boja kolonija), deanljive
podloge uklj¢ene u istrazivanja omogile su razlikovanije i grupisanje svih odabranih
izolata i njihovu identifikaciju do vrste, Sto jeadalje i potvdeno molekularnim
metodama identifikacije. Imaju u vidu izuzetnu varijabilnostColletotrichum spp.
neophodna je oprezna primena morfoloSkih kritergum taksonomske svrhe. 1zolati
identifikovani kaoC. trifolii imali su cilindréne, zaobljene na oba kraja konidije, sete
septirane 1-3 septe, formiraju apresorije koje feucmog i glaviéastog oblika. Izolati
identifikovani kaoC. destructivum imali su cilindréne i zaoStrene na jednom kraju a
zaobljene na drugom kraju konidije, sete septirdré septi, obrazuju apresorije
izduzenog i nepravilnog oblik&olletotrichum sp. izolat Coll-44¢ije su konidije prave
cilindricne na jednom kraju zaobljene a na drugom blagotrzas sete septirane 1-3
septe, obrazuje apresorije izduzenog i jajolikolikab .

# Reakcijom umnozavanja ciljane DNK ispitivanih ia@ uz primenu raziitih
prajmera zabeleZena je razlika u spépisti i pogodnosti detekcije sekvenci tri
razlicita dela genoma (ITS rDNK, region introna gena hstagnin sintetazu (GS) i
region introna gena za gliceraldehid-3-fosfat desgénazu (GPDH)).

& Molekularna detekcija, sekvencioniranje i filogeske analize odgovarajin
delova genoma pruZzile su mdgust da se preciznije préava razdvajanje vrsta roda
Colletotrichum, da se identifikuju nepoznati izolati i da se nstzee mé@uodnosi izméu
poznatih vrsta. ViSestrukim patenjem sekvenci dobijenih sekvencioniranjem
odgovarajdih delova DNK, sa dostupnim sekvencama odgovaéitajtegiona genoma

gljiva u GenBank bazi podataka i préwsaom genetike slcnosti, obavljena je potvrda
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morfoloSke identifikacije svih odabranih izolatalicerke. Na taj nan utvrdeno je da
odabrani izolati pripadaju vrstama ro@alletotrichum: C. trifolii i C. destructivum, kao
i delimi¢no identifikovanom takson@olletotrichum sp. Coll-44.

& Rekonstrukcijom filogenetskih stabala dat je dopsi u rasvetljavanju
evolutivne medupovezanosti raglitih izolata Sto je pruzilo uvid u prisustvo i
rasprostranjenost vrst@olletotrchum u nasoj zemlji. UspeSna primena protokola za
molekularnu identifikaciju Colletotrichum vrsta, C. trifolii, C. destructivum i
Colletotrichum sp. Coll-44 koji¢ine kompleks u Srbiji, ha osnovu sekvenci regiona
introna za GS gen i regiona introna za GPHD genlgte®ljaju pdetak i osnovu
prowavanja filogeografske distribucije ovih vrsta u ifrb

& Primena PCR RFLP metode k@esjem dve kombinacije restrikcionih
enzima, omogtilo je razlikovanje vrsta unutar rod@olletotrichum. Narcito je
zn&ajno Sto dobijeni rezultati predstavljaju brzo kdarazlikovanje ovih vrsta od
morfoloski slenih vrsta izColletotrichum kompleksa, Sto je obavljeno prvi put u Srbiji.

# Rezultati ovih istrazivanja pokazuju jasno razlianje, na osnovu vegetativne
komatibilnosti, izmédu vrsta kompleks&olletotrichum na lucerki i crvenoj detelini u
Srbiji. Ustanovljeno je da je samo jedan izolatnitfikovan kaoC. trifolii (Coll-4) i
svrstan je u istu VC grupu sa referentnim izolati@&2-2 i CBS158.83. Svi izolati
vrsteC. destructivum poreklom iz Srbije, pripadaju jednoj od pet VC mawod kojih su
tri ukljucile izolate iz razkitih i geografski udaljenih lokaliteta sa teriterigrbije kao i
izolate poreklom iz raalitih biljaka doma&ina. Prema rasporedu izolata u VC grupe
unutar populacije vrst€. destructivum nije ustanovljena korelacija iz njihove.
Ovo ukazuje da je populacija vrst@ destructivum poreklom iz Srbije, geneki
varijabilna. 1zolat iz trée morfoloSke grupe Coll-44 je svrstan u posebnugvidpu Sto
potviduje da nije srodan ni sa jednom osta&ibiletotrichum vrsta u Srhbiji.

& Rezultati ispitivanja u okviru ove disertacije akfi su na postojanje
zna&ajnog nivoa osetljivosti @ne komercijalnih sorti lucerke i crvene detelimempa
vrstamaCaolletotrichum spp. Od testiranih dondia i stranih komercijalnih genotipova
lucerke, u uslovima postavljenog eksperimenta nszeaklj@iti da su odréeni nivoi
otpornost i prema izolatima | morfoloSke grupe itfediovane kaoC. trifolii ispoljile
komercijalne sorte Florida 77, Vernal S i genotigna Luka. Ameftike sorte Affinity

401+Z, Vernal S i Florida pokazale Zagu osetljivost prema izolatima Il morfoloSke
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grupe identifikovane ka€. destructivum, kao i NS Slavija i Zajarska 83 od dondén
sorti. Meaiutim, genotip Banja Luka je ispoljio poviSen nivdpornosti prema
ispitivanim izolatima Il morfoloSke grupe. Premaletu tr&ée morfoloSke grupe Coll-
44 identifikovanom kaoColletotrichum sp. PoviSen nivo otpornost pokazuju sorte
Zajetarska 83 i Osjgka 12, dok su ameike sorte Perry, Vernal S, Florida 77 i Affinity
401+Z pokazale veliku osetljivost.

# Ispitivanje taksonomskog mesta ratitih izolataColletotrichum kompleksa iz
Srbije, obavljeno u okviru ove doktorske disertacpruzilo je uvid u prisustvo i
rasprostranjenost vrsta ovog kompleksa u naSojjizdiakode, u okviru ove disertacije
izolovan je i izolat Coll-44 koji po svojim osobima pripada rod«Colletotrichum, ali
po svojim svojstvima ne odgovara ni jednoj od opilsarrsta na lucerki. U nasoj zemlji
ovi preliminarni rezultati ukazuju da je ovo Za@o pitanje s&ijim prou¢avanjemce
biti nastavljeno. Dokazano prisustvo tri rék vrste ukazuju na ¥e raznovrsnost
populacije vrsta rod&olletotrichum na lucerki u Srbiji nego Sto se do sad znalo.

& Taksonomski kriterijumi, razvijeni molekularni po&oli i okarakterisani
izolati Colletotrichum kompleksa u Srbiji predstavljaju osnovu koja sezenprimeniti
za razlikovanje novih izolata gljiva ovog komlek&ezultati ovih istrazivanja pruzili su
uvid u postojanje oddenog nivoa otpornosti pojedinih komercijalnih sdctcerke
prema predominantnim vrstam@olletotrichum spp. u Srbiji. Dobijeni rezultati i
izdvojeni genotipovi lucerke korise se dalje u programima selekcije u cilju
poboljSanja otpornosti, tako stvaréjosnovu za primenu otpornosti kao najefikasnijeg

I ekonomski najprihvatljivijeg nana kontrole antraknoze na lucerki.
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Prilog 1. Sekvence ispitivanih izolata vrsta Colletotrichum spp. region introna gena za
GPHD od oko 200 bp

>Coll4
GTACAATTGTTCCTCTTTCAAATATCTCCAATGGCATTATGGCTTGCAACAA
CACTTTTGAGCGTGCTGGTATACTTCCAACGAGGACACCAAGCCGTCATGGT
GTCTCGGGATTCCGAGGGTTGCCAGCCAGAGTGATCGATGGCAGTCAGTGA
AGACAGTACACACGCTGACACTTTCATCTCCAG

>Coll10
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll29
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll32
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll48
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll68
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll75
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTACCACCCGCAT
TACCCTTCCAACAACATGAAACCACGCTTGCCGCTCACTCGCGGCAACATGT
GTTCAAGGATTATTGACAAATCCCATCCGAATTGCTCATGGCTGACGCATCA
TCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC

>Coll44
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTAAGTACCACCCGCAT
TGCCCCTCCAACACCATAAAACCACGCTGGCCGCTCACTCGCGGCAACATG
TGTTCAAGGAGTATGGACAAATCCCGTCCGAATTGCTCATGGCTGACGAAT
CATCCCCCCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC
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