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Izvod: Na vedem broju lucerusta u Srbiji, od 2003. do 2005. godine
utvrden je gubitak oko 30 % zelene mase lucerke. I1zolovanje prouzrokovaca
obavljeno je standardnim mikoloskim postupkom, ¢ime je dobijen veci broj
Cistih kultura gljive. Proverom patogenosti utvrdeno je da svih pet izolata
prouzrokuju truleZ na inokulisanim biljkama lucerke. Odgajivacke karakte-
ristike su proucene gajenjem izolata na Sest razlicitih podloga i Sest razlicitih
temperatura. Utvrdeno je da je najpovoljnija podloga za razvoj ispitivanih
izolata podloga od krompira i agara (KDA). Na svim ispitivanim podlogama
gljiva je obilno sporulisala. Optimalna temperatura za razvoj ispitivanih izolata
je 25°C.

Kljucne reci: Colletotrichum trifolii, antraknoza, odgajivacke odlike,
lucerka

Uvod

Prouzrokova¢ antraknoze lucerke (Colletotrichim trifolii) prvi put je
opisana u SAD od strane Bain-a and Essary-a, (1906), a u bivSoj Jugoslaviji
sedamdesetih godina proslog veka na podrudju Istre (LuSin i sar. 1971).

Prouzrokova¢ antraknoze smanjuje vigor individualnih biljaka lucerke i
uti¢e na proredivanje sklopa a samim tim i na dugovecnost lucerista (Barnes et
al., 1969).Takode unis$tava biljku i pravi ozbiljna o$te¢enja rastuc¢im stabljikama i
novim Kruni¢nim pupoljcima lucerke. U svojim istrazivanjima Jones et al. (1978)
navode da biljke inficirane sa C. trifolii, na polju pokazuju 22-85 % niZi nivo
preZivljavanja i imaju za 7 % slabije razvijen korenov sistem.

Gljiva se brzo Siri za vreme toplog (20-25°C) i vlaznog vremena (Stuteville
and Erwin, 1990). U regionima sa toplom i umerenom klimom, C. Trifolii se
odrzava u stabljikama i kruni korena. Isti autor iznosi da je opstanak konidija
patogena u Zetvenim ostacima i na povrsini Zetvene opreme vazan izvor Sirenja
patogena u narednoj setvi.

Materijal i metode
Pet izolata Colletotrichum spp. (Luc-7, Luc-17, Luc-27, Luc-33 i CBS
158.83) podvrgnuta su intenzivnijim proucavanjima koris¢enjem dve razlicite
metode. U ogledu koriS¢ene su biljke lucerke sorte K-28, koje su iz polja prenete
i presadene u sudove.
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Prva metoda sa povredivanjem (A), podrazumeva inokulaciju povredenih
stabljika lucerke nano$enjem fragmenata kolonije proucavanih izolata.

Druga metoda bez povredivanja (B), podrazumeva inokulaciju nepovre-
denih biljaka lucerke nano$enjem fragmenata kolonije proucavanih izolata.

Ocena otpornosti biljaka vrSena je po skali Barnes et al. (1969), od 1 do 4.

Za inokulaciju je koriS¢eno ukupno pet izolata, i to: cetiri izolata
Colletotrichum spp. poreklom iz Srbije i peti determinisani kontrolni izolat ovog
parazita, poreklom iz Holandije. Ocitavanje je vrSeno posle 15 i 30 dana.

Uticaj podloga na porast i sporulaciju izolata Colletotrichum spp. (Luc-7,
Luc-17, Luc-27, Luc-33 i CBS-158.83) vrseno je na Sest razliCitih podloga, i to
na: krompir-dekstroznoj podlozi, podlozi od slada, Capek-ovoj kiseloj podlozi,
kao i na podlogama od mrkve, kukuruznog brasna i ovsenih pahuljica. Navedene
podloge su pripremljene prema recepturama: Dhingra and Sinclair-a (1995),
Vukojevi¢ (1998) i Waller-a et al. (1998).

Na navedenim podlogama proucavan je izgled, struktura, boja i porast
micelije, kao i fruktifikacija, odnosno formiranje reproduktivnih organa odabra-
nih izolata Colletotrichum spp.

Prosec¢ni dnevni prirast kolonije izraCunavan je prema formuli Brasier-a and
Weber-a, (1987), a nivo sporulacije iskazan je prema skali Quesad-a and
Lopez-a (1980).

Za ispitivanje uticaja temperature na porast kolonija i sporulaciju gljive
Colletotrichum spp. koris¢ene su Ciste kulture gore navedenih izolata. Oni su
dajeni u tami na krompir-dekstroznoj podlozi na temperaturama od 5+1°C,
10x1°C, 15*1°C, 20*1°C, 25+1°C i 30*1°C.

Rezultati i diskusija

Simptomi bolesti

Tokom trogodisnjeg perioda pracenja (2003-2005), na vecem broju
lokaliteta, ustanovljeno je da se u toku leta i jeseni, u luceriStima pojavljuju
bokoru dobijaju slamasto Zutu do sedefastu boju i venu. Obolele biljke imaju
karakteristicno povijen vrh na dole, tzv. “Pastirska kuka”.

Patogen se Siri sa biljke na biljku i luceriste veoma brzo postaje proSarano
zonama Zuto-sedefastih biljaka.Toplo i vlazno vreme tokom leta i pocetkom
jeseni pogoduje razvoju bolesti. U gustom sklopu smanjena je cirkulacija
vazduha i obezbedeni su povoljni uslovi za infekciju. Razvoj bolesti se nastavlja
sve do u jesen. Kako bolest napreduje, gljivicna infekcija se Siri i sa stabljike
prelazi u krunicu korena i koren. Kruni¢na infekcija moze biti sa ili bez stabljicnih
lezija. Obolele biljke na ovaj nac¢in mogu da propadnu.

Uticaj razlicitih metoda inokulacije na osetljivost
biljaka lucerke prema Colletotrichum spp.

Svi proucavani izolati, koriS¢enjem dve navedene metode inokulacije (A i
B), prouzrokovali su simptome karakteristicne za antraknozu lucerke, dok na
kontrolnim biljkama, koje su inokulisane samo podlogom bez micelije nije
doslo do pojave simptoma bolesti.
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Medutim, intezitet pojave simptoma posle 15 dana se izmedu metoda
inokulacije razlikovao. Intezitet pojave simptoma kod prvog metoda (A) bio je
nesto jaci u odnosu na drugi metod (B), $to se objasnjava Cinjenicom da je
konidijama trebao izvesni vremenski period da Kklijaju, formiraju apresoriju,
probiju Kutikulu i ostvare infekciju. Posle 30 dana nakon inokulacije nije bilo
bitnijih razlika u ispoljavanju simptoma izmedu navedenih metoda inokulacije
(tab. 1).

Tabela 1. Patogenost izolata Colletotrichum spp. prema lucerki inokulisanoj dvema
metodama inokulacije

Table 1. Pathogenicity of strains Colletotrichum spp. in alfalfa inoculate in two methods

inoculation
Prva metoda (A) Druga metoda (B)
Izolati The first method (A) The second method (B)
Strains posl.15dana posl.30dana posl.15dana posl.30dana
After 15 day. After 30 day. After 15 day. After 50 day.
Luc-7 + + + + + +
Luc-17 + + + + + + + + +
Luc-27 + + + + + + + + +
Luc-33 + + + + + + + +
CBS158.83 + + ++ + + + + + +
Kontrola - B B B
Control

LEGENDA: - bez pojave lezija (klasa 1),
+ lezije su prisutne na stabljici, ali nema suvih stabljika (klasa 2),
+ + brojne lezije na stabljici, stabljike pocinju da se suse (klasa 3),
+ + + stabljike su propale, suve (klasa 4).

o ve

Uticaj razlicCitih podloga na porast kolonija i sporulaciju

Izgled kolonija dosta se razlikovao u odnosu na hranljivu podlogu.

Krompir-dekstrozna podloga - lvitna zona hijalna do prljavo bela. Kolonija
je zonirana, somotasta do pamucasta, svetlo maslinasto zelena i prelazi ka
centru u sivu boju. Ivicna zona nalicja kolonije je bezbojna do prljavo bele boje.
Nije uoceno formiranje stromaticnih tvorevina.

Podloga od kukuruznog brasna - lvice Kolonije su cele, blago talasaste,
sluzaste. Kolonije su sastavljene od slabo supstratne micelije, zrakaste
strukture, belicasto krem boje. Sa nali¢ja, kolonija je blago obojena u belicasto
maslinastu boju. Nema formiranaja stromatic¢nih tvorevina.

Podloga od mrkve - lvi¢na zona je bele do prljavo bele boje. Centralna zona
kolonije je svetlo maslinasto zelena, dok je u samom centru, bledo siva. Sa
nali¢ja, kolonije ivicna zona je prljavo bele boje, sa tamno maslinastim
centralnim delom, zrakasto rasporedenom micelijom, sa zaCecima crnih
stromaticnih tvorevina.

Capekova kisela podloga - lvitna zona Kkolonija je prljavo bele boje do
bledo ruzicaste i prelazi u svetlo zelenkastu boju. Dok je centralna zona blago
zonirana, bledo oker maslinasto zelena, brasnasta a srediSnja zona svetlo
maslinaste boje. Nali¢je kolonija je blago zonirano. Ivi¢na zona prljavo bele boje
sa sivkasto braon centrom. Nema formiranja stromati¢nih tvorevina.
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Podloga od ovsenih pahuljica - Ivitna zona kolonija je bele do prljavo bela,
dok je srediSna zona beliCasta, svetlo maslinaste boje. Sa nali¢ja kolonija je oker
maslinasto zelene boje, bez formiranja stromati¢nih tvorevina.

Razlic¢ite podloge znacajno su uticale na radijalni porast svih pet prou-
Cavanih izolata. Najveci porast kolonija ostvarili su izolati Luc-7, Luc-33 i CBS
158.83 na krompir dekstroznoj podlozi, dok su izolati Luc-17 i Luc-27, najveci
porast imali na podlozi od mrkve. Za izolate Luc-7, Luc-17, Luc-27 i Luc-33
najnepovoljnija podloga je bila od ovsenih pahuljica, a za izolat CBS158.83,
Capekova kisela podloga (tab. 2).

Tabela 2. Uticaj razlic¢itih podloga na porast kolonija i sporulaciju pet procavanih izolat
C.trifolii

Table 2. Influence of different substrate in growth colony and sporulation five investi-
gated strains of C. trifolii

Podloge Izolati - Starins
Medium Luc-7 Luc-17 Luc-27 Luc-33 CBS158.83

Precnik kolonije (mm)*
Diameter in size (mm)*

PDA 65,00 b 68,20 b 66,80 b 77,40 a 44,80 c
MA 63,20 b 69,00 ab 71,60 a 71,40 a 39,60 c
CMA 52,40 c 55,40 bc 61,60 a 59,60 ab 40,00d
CA 63,00 b 71,60 a 76,00 a 74,8 a 43,00 c
CDA 65,00 b 69,00 ab 68,20 ab 71,60 a 34,80 ¢
OMA 44,40 b 43,20 b 47,00 ab 57,40 a 40,00 b

Sporulacija®**
Sporulation***

PDA ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
MA ++ + + + + + + + + + + ++ +
CMA + + + + + + + + + ++ +
CA + + ++ + + + ++ + ++ +
CDA ++ + + + ++ + ++ + + +
OMA ++ + ++ 4+ ++ + ++ 4 ++ +

* Podaci u redovima obelZeni istim slovima nisu statisti¢ki znacajno razli¢iti na osnovu Duncan-ovog
testa (P=0,05)

** Prosecan dnevni prirast obracunat po formuli (D2 - D1 )/(T, - T, ) (Brasier i Weber, 1987)

*** Sporulacija: + = slaba, ++ = srednja i +++= obilna (Quesada i Lopez, 1980)

Vrsta hranljive posloge je uticala na sposobnost formiranja konidija C.
trifolii u ve€em ili manjem broju. Kod Cetiri izolata razlic¢ite podloge su uticale na
nivo sporulacije, a izolat Luc-33 na svim podlogama je obilno sporulisao.

Prema Graham et al. (1980); Roboti¢ i sar. (1983); Miliji¢ i sar. (1986);
Stuteville and Erwin (1990) najpogodnija podloga za razvoj C. trifolii je krompir
dekstrozna podloga. Prema ovim autorima Kolonije su tamno maslinaste sa
svetlo sivom, dobro razvijenom vazdusnom micelijom. Na svim podlogama na
kojima je gljiva rasla konstatovano je da je doslo do sporulacije posle 14. dana,
dok Robotic¢ i sar. (1983) napominju da do sporulacije moze do¢i i nakon 30.
dana na Capekovoj kiseloj podlozi.
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Uticaj temperature na razvoj i sporulaciju
proucavanih izolata Colletotrichum spp.

Temperatura je znacajno uticala na radijalni porast kolonija svih pet prou-
Cavanih izolata. Optimalna temperature za porast kolonija C. trifolii je 25°C, dok
je najnepovoljnija, 5°C.

Tabela 3. Uticaj razlicitih temperatura na porast kolonija i sporulaciju pet procavanih
izolata C. trifolii

Table 3. Influence of different temperature in growth colony and sporulation five investi-
gated strains of C. trifolii

Temp. Izolati - Strains
Temp.
©C) Luc-7 Luc-17 Luc-27 Luc-33 CBS158.83
Prec¢nik kolonije (mm)* - Diameter in size (mm) *
5 23,0b 26,4 a 23,8b 21,4b 13,2 c
10 28,2c 29,6 b 31,2a 29,4 bc 14,2d
15 55,6 a 53,8 a 56,6 a 48,8 b 31,6c¢c
20 79,6 b 79,6 b 84,8a 80,4 ab 49,0c
25 89,4 a 86,0 a 90,0 a 72,8 b 55,8 ¢
30 804 a 81,2a 74,2 b 75,6 b 37,2 ¢
Sporulacija*** - Sporulation***
5 - - - - -
10 - - - - -
15 + + + + + + + + + + + +
20 + + + + + + + + + + + + +
25 + + + + + + + + + + + + + + +
30 + + + + + + + + + + + + + + +

* Podaci u redovima obeleZeni istim slovima nisu statisti¢ki znacajno razliciti na osnovu Duncan-ovog
testa (P=0,05)

** Prosecan dnevni prirast obracunat po formuli (D2 - D1 )/(T, - T, ) (Brasier i Weber, 1987)

*** Sporulacija: + = slaba, ++ = srednja i +++= obilna (Quesada i Lopez, 1980)

Razlicite temperature gajenja su uticale na sposobnost formiranja konidija
C. trifolii. Na temperaturama od 5°C i 10°C nijedan od proucavanih izolata nije
formirao konidije, dok je na ostalim temperaturama doslo do sporulacije (tab. 3).

Prema Roboti€ i sar. (1983) optimalna temperatura za razvoj patogena na
svim podlogama je izmedu 24-28°C, a minimalna 5°C dok je sporulacija obilna
na temperaturama 24°C, 28°C i 29°C, a 30. dana nakon zasejavanja dolazi do
sporulacije na svim ispitivanim temperaturama, osim na 5°C.

Wellty et al. (1982); Stuteville and Erwin (1990) ustanovili su da je optimal-
na temperature za porast i sporulaciju C. trifolii izmedu 20°C i 28°C i ukazuju na
sposobnost patogena da se razvija u Sirokom temperaturnom dijapazonu.

Zakljucak
Na osnovu rezultata dobijenih tokom istrazivanja moZze se zakljuciti:

KoriS§¢enjem dva razli¢ita metoda inokulacije (A i B) reprodukovani su sim-
ptomi karakteristi¢ni za prouzrokovaca antraknoze lucerke. Proucavani izolati C.
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trifolii najbolje su se razvijali na KDA podlozi, dok je najslabiji porast ostvaren na
CDA podlozi.

Optimalna temperatura za porast izolata C. trifolii sa lucerke je 25°C, a
najnepovoljnija temperatura je 5°C. Na svim proucavanim podlogama na kojima
je gljiva rasla konstatovano je da je doSlo do sporulacije posle 14. dana.

Razlic¢ite temperature gajenja su u velikoj meri uticale na sposobnost
proucavanih izolata C. trifolii da formiraju konidije, na temperaturama od 5°C i
10°C nije doslo do formiranja konidija.
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IN CULTURE AND PATHOGENIC CHARACTERISTIC
Colletotrichum trifolii BAIN ET ESSARY, ANTRACNOSE
INDUCER IN ALFALFA
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Summary: During three years period (2003-2005), in Serbia in higher number in
alfalfa field observed losses about 30% green masses of alfalfa. From collected material
from field, by standard mycological procedures, the great number of Colletotrichum spp.
strains was isolated. Pathogenicity of five strains to consolidate that to cause rot in inocu-
late plant alfalfa. Inoculate characteristics are studied with six different mediums and six
different temperatures. To consolidate the highest colony growth on the most isolates
have been obtained on potato-dextrose agar, while the colony have had lowest grown on
oat meal agar (tab. 2). Sporulation was abundant on all medium. Optimal growth temper-
ature for observed isolates was 25° C. Very small growth was observed on 5° C for all iso-
lates (tab.3). According to investigation of pathogenic and in culture characteristics se-
lected strains, we can make a conclusion that these are Colletotrichum trifolii Bain et
Essary, antracnose inducer in alfalfa.

Key words: Colletotrichum trifolii, antracnose, culture characteristics, alfalfa



