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PREDGOVOR

U naSoj zemlji Eesto se zapaZaju razne Stete,na mnogim vrstama
Zumskog drveda,koje se pripisuju uticaju gljive Cladosporium herba
rum (Iink) Pr. Ovoj kosmopolitskoj vrsti nije do sada pridavano mo
go paZnje,jer je ona najeSée pominjans kao obifan saprofit. Medju
tim,posljednjih godina ova gljiva je dovodjena u vezu sa mnogim su
Senjima sadnog materijala u Sumskim rasadnicima,a njen znadaj kao
prouzrokovala ohojenosti drveta (narofito parene bukovine) postaje
sve izrazitiji u na3oj praksi,gdje Je redukcija vrijednosti napadnu
tog drveta znatna.

U toku 1960, i 1961.godine zapaZeno je intenzivno sufenje sad
nica bijelog jasena u rasadnicima i mladim plantaZama u Pandevadkom
ritu. Poljoprivredni kombinat "Beograd",koji je upravljao ovim objek
tima,predloZio je da se ovaj problem detaljnije proufi i ustanove
uslovi nastanka ove pojave i efikasne mjere njenog suzbljanja. Prih
vatio sam se ovog zadatka,a istraZivanja,fiji se rezultati iznose u
ovom radu,obavijena su u periodu od 1961. do 1964,godine.

Ovom prilikom Zelim da se zahvalim Dr M,Krstidu, profesoru Uni
verziteta u Beogradu,koji je rukovodio obradom ovog zadatka; profeso
ru Ve.Matiéu,ranijem dekanu Sumarskog fakulteta u Sarajevu,na omogu
éavanju organizovanja fitopatoloZkih istraZivanja na ovom Fakultetu;
Dr P.Marinkoviéu,profesoru Univerziteta u Beogradu; Dr J. KiSpatidu
i Dr A.Sarié,profesorima Sveu¥ili%ta 1 Zagrebu,na korisnim sugesti
jama koje sam dobio u toku izvodjenja ogleda 1 obrade podataka; Zavo
du za Sumsku fitopatologiju i zaStitu drveta Sumarskog fakulteta u
Beogradu,Institutu za naudna istra¥ivanja u Sumarstvu Srbije,Zavodu
za fitopatologiju Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu,Poljoprivrednom
kombinatu "Beograd",biviem preduzedu "Bistrica" u Sarajevu i Labora
toriji "Willie Commelin Scholten" u Baarn-u,koji su mi pomogli da se
ovaj rad u predvidjenom obimu zavrdi,




1. UV oD

U proljeée 1960.godine u Pandevalkom ritu dodlo je iznenada do
pojave suSenja izbojaka i mladog 1idda ﬁijelog jasena (]E‘ra:inus exc
elsior IL,),3to se do tada nije zapeZalo u nafcj zemlji. Analizom si
mptoma ove pojave 1 mikroskopskom kontrolom oblika i welidine repro
duktivnih organa,koji su pronadjeni na zaraZenim igbojeima,pretpost
avlijali smo da je prouzrokoval suSenja gljiva Fusicladium fraxini A

derh. ,0dnosno njena savriena forme Venturia frexini Aderh., koja se
sa 3liénim eimptomima na jasenu najeSée opisuje. Medjutim,docnije,
izolacijom organizma, vjeStalkim infekcijeme i reizolacijama,utvrdi
1i smo da je prouzrokovad ove pojave gljiva Cladosporium herbarum
(Iink) Fr. U ovom periodu vr#ili smo samo zapaZanja u pogledu razve
Ja bolesti,njene &tetnosti 1 posljedica,dok neke konkretne mjere su
zbijanja 111 minucioznije pradenje njenog razvoje nismo vrdili.
Godine 1961l.do#lo je ponovo do iste pojave.Ovaj put intenzitet
bolesti bio je znatno veéi. Zahvadene su bile kako mlade,tada trogo
disnje biljke u rasadnicima,tako i neke iz sedmogodisnjih. plantaci
ja. Stete na sadnicama u rasadnicima bile su znaitno veée. Kontrolis
aniem zdravstvenog stanja sadnica u Jedno] manjoj plantaciji "Tovil
i8te" Ba oko 450 stabala,konstatovali smo da Je u junu 1961, godine
bilo oko 50% stabala sa saraZXenim izbojcima ili sa pojedinalnim sus
enjem mladog 1i8éa. Medjutim,obgirom da je starost ovih sadnica bil
a relativno velika (7 godina),zaraza nije bila tako intenzivwna,tako

da ni posljedice nisu bile velike. 5 druge strane na sadnicama u ra
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gadniku "Kovilovo" u kojem Je bijelog jasena bilo na povrsini od oko
7 hektara,Stete su bile znatno vele. Mlade sadnice jasena, naroito
ne nekim povriinama,bile su gotovo 100% napadnute,tako da su 1 pos
ljedice napads bile teZe.

Prvi ogledi sugzbijanja ove bolesti poetavljeni su u proljede go
dine 1961, Tada je prvi put izolovana gljiva,prouzrockoval ove poja
ve,koja je docnlije,poslije provjeravanja njene patogenosti i proule
venja uslova za njen ragzvoj,determinisana kaoc C.herbarum.

Isko je ovae vreta jedna od naj¥eséih u prirodi,ipak u novije]
literaturi nema dovoljno podataka da bl se problemi koje izaziva mo
gli potpunije sagledati. Brojni radovi o ovo] gljivi uglawvnom su pi
sanl u proflom vijeku. FNajveéi dbroj njih obradjuje pitanja polimorf
nosti vrste,zatim njene taksonomske i morfoloSke karakteristike,dok
jedan manji dio obradjuje i detalje iz blologije gljive..Nedostatak
podrobni jih studija o ovoj vrsti treba traZiti u misljenjima raznih
istraZivafa o parazitnostl ove gljive,koja su &esto bila suproina.C
toms ée nedto kasnije biti visSe rijedi,

Ovo 2u bili raglozi zbog-kojih smo nas§ zadatak postavili tako
da on obuhvata ne samo lzulavanja taksonomskih i morfoloskih karaﬁ
teristika,nego 1 neke detalje iz biologije gljive i moguénosti nje

nog suzbijanja.

l.1. Istorijat dosadadnjih istrsZivanja
Gljiva Clsdosporium herbarum (Link) Fr. opisana je 18l6.godine
od L in k-a. Kao njene sinonime L i n k je naveo ranije opisane
vroate Demstium herparum Person i Acladium herbarum Link. MNedjutim,
sam’ P er s on, koji je D.,herbarum opisao 180l,godine, svrstao je
pod ietu formu gljivu Byssus caespitosa Roth.,koja je bila opisana,
1 uvedena u literaturu jod 1797.godine. Doenije,1850.godine F r e

8 enius opisuje novu vrstu Penicillium cladosporioides istidu

¢1 njenu veliku slidnost sa C.herbarum, Godine 1880.S accard o
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ovu vretu svretave u nov rod Hormodendron.

Neujednafen kriterijum,koji je u to vrijeme bazirao samo na mo
rfolodkim kerakteristikama,doveo je do toga da su mnoge sliéne vrs
te opisivane kao nove. Tek se u druge] polovini 19.wijeka, razvojem
laboratorijske tehnike uzgoja &istih kultura gljiva,pojavila moguén
ost isticanja i nekih fizioloSkih kareskteristika,8toc je doprinjelo
da se tedkole oko determinisanja ove vrste,®1je je morfeclofka vari]
abilnost viSe puta isticana (Rebenhors t'e, 52; Ferrar
i8,22; Demm1ler, 17), uveliko smanje. Ovo je pomoglo da su d
ocniji istra%ivedi (Saccardo,Janczewskil, Schos
takowitsesch 1idr.) uspjeli da ustanove slidnost mnogih ran
ije opisanih vrsta i da ih svretaju pod Jednu formu gljive C.herbar
um, Na taj nadin pojavili su se u literaturi slijedeéi sinonimi ove
vrste: Byssus caespitosa Roth. (1797.), Dematium braesicae Person
(1801.), Dematium herbarum Person (180l1.), Dematium conicum Schum.
(1803.), Acladium herbarum Link (1809.), Cladosporium herbarum (Lin
k) Pr. (1816.), Penicillium ciadosporiocides Fresen. (185C.), Demati
um pullulans De Bary et Low (1867.).

C.herbarum dc sada je konstatovan na velikom broju poljoprivre
dnog i Sumskog bilja,ponaSajuél se kao parazit slabosti,prouzrokuju

6éi Stete uglavnom u vla¥nim sezonmams. Osim toga ova gljiva je pozna
ta i kao prougrokova® ocbojenosti drveta (K r s t i é, 38).

Za razliku od nekih drugih Cladosporium vrsta koje pokazuju iz
razitu patogenost,kaso #to su na primjer C.fulvum na paradajzu, C.cu
cumerinum na krastaveime i dr., C.herbarum se mnogo Zeiée srefe kao
saprofit. Medjutim,u posljednje vrijeme mnoge Cladosporium vrste,me
dju kojima i C.herbarum,sa koje se do nedawvno smatralo da su obidni
saprofiti,sve se Tedife javljaju kao prouzrokova®i raznih oboljenja.

Tako je L e pp ik (40) naSao da C.herbarum i C.cladosporioi
des prouszrokuju ogbiljne Htete ne sjemenu 1 kl1ijaveima Trigonella f
oenum—graenum u SAD. Aneselme i saradnici (2) konstatovali su

masovnu pojavu C.herbarum na lanencm sjemenu u Francuskoj. M a t h
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u r i saradnici (44) navode &tete koje je prouzrokovao C.variabile
ne spanadu. S mo l e k (56) je uspjeo da vjestalkim infekcijama sa
C.herbarur ostvari zaragzu na plodovima Jabuke na kojima ova gljiva
pruuzrokuje €adjavu pjegavost. B u t 1 n (9) je,kao fakultativme pa
razite na 1liSéu topola,nadac C.epiphyllum i C.herbarum. Stete od ov
e posljednje,prema ovom sutoru,podsjedaju na Htete koje prouzrokuje

gljiva Pollaccia elegans. H a r v e y (28) navodi da je C.herbarum

glavni prouzrokovaé S5teta u magacinima Kalifornije. Ru e h 1 e,Du
frenoy-Genovois,Kienholz i Fischer/ (pre
ma De Vries-u, 18) konstatovali su da je C.herbarum vrlo Zes
+ prouzrokovaé trulezi raznih plodova u magacinima.

I u nadoj zemlji u nekoliko navrata konstatovana je pojava Cla
dosporium vrsta u patogenoj formi ynarofito na poljoprivrednim kultu
rama, Tako je M i jud k ovié (45,46) konstatovao mnjestimiZan
napad C.herbarum na pSenici i neke nedeterminisane Cladosporium vre
te na Agrumu u Crnogorskom primorju. Had Z1i s tevié (27) pom
inje jak napad C.macrocarpum na spanaéu,kao i neke druge vrste iz o
vog roda na krompiru u blizini Novog Sada. Vuk &8 e vi é (62) je

konstatovao C.macrocarpum i C.herbarum u nekim rasadnicime spanaéa

u blizini PriStine,gdje su prouzrokovali ogbiljne Ztete, A 6 i m o
vié (1) je takodjer naSao C.macrocarpum na spanadu i nekim drugim
povrtlarskim kulturama u Vojvodini. Num i é (49) je naSao C.herbas

rum na Zitaricama: Avena sativa, Hordeum sativum, Secale cereale i

Triticum vulgare, u blizinl Brékog.

U vezi patogenosti gljive C.herbarum postoje razlidite,festo s
uprotna midljenja. Svi istraZivall se slaZu da je ova vrsta jedna o
d naj¥edéih u prirodi,na rasznim mrtvim i Zivim dijelovima biljeka,u
vodi,vasduhu,semljidtu i drugim supstratima. Janc zews k 1 (p
rema De Vries-u, 18) navedi da je C.herbarum bio %esto konst
atovan kao paragit 1 da #tete pri¥injava samo za ﬁ:ijemo hladnih pe
rioda. Prema ovom autoru zdrave biljke ne mogu*biti inficirane. C o

ok i Wilson(prema De Vries-u,l8)1iButler (10)
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smatraju da je C.herbarum saprofit koji samo pod izvjesnim uslovima
dobija patogene odlike, Sc hwarz (prema De Vrie s-u, 18)
izvjeStava da je C.herbarum bio prouzrokovad antraknoze debla zapus
tenih biljaka breskve u toplim 1ijehama. Gljiva je navodno prodrla
u biljku kroz rane. U svojoj parazitskoj formi do sada je C.herbar
um konstatovan na raznim Zitaricama: pdenici,jedmu,ovsu,raZi (V i e
nnot-Bourgin,6l; Rabenhors t’s, 52; Numi é,
49),ali isto tako 1 na drugim poljoprivrednim i Sumskim kulturama i
gazivajuéi razlidite posljedice. O parazitskoj aktiwvnosti ove gljiv
e na nekim ¥itaricama pisali sui Bockmann (7)i Arya-=-
Panwar(4).Kosmhal(premea Rabenhors t's-u, 52)
na primjer navodi da je ovu gljivu kao parazita nasao na mladim sad

nicama Pinus rigida. O &tetnosti C.herbarum na sadnicama u Zetinars

kim rasadnicima pisali su Ne ger (prema Viennot=-Bour
z2in-u, 61) 1 Ers t1i é (35). U nadoj zemlji ova vrsta konstato
vana je i na sadnicama Pinus strobus (K r s t i é, 37).

Na listu Jjasena C.herbarum je konestatovan od raznih istraZivaé
a8 0 femu izvjeStavaju Rabenhors t's (52), Oudemans
(50), Lob ik (41). 0 ovoj vreti,koja se sve vise i viSe srede ka
o problem, Sorauer (prema Demml e r-u, 17) pide: "nekada
se ova gljiva smatrala kao miroljubivi saprofit,dok obimna istraZiv
anja nisu pokazala da je ona i kao parazit slabosti prouzrokovaéd er
ne budji na mnogim kulturnim bil jkama,na primjer Zitima".

Nesuprot ovim miSljenjima Bancroft, Bennet i dr.
(preme De Vries-u, 18) smatrali su da je C.herbarum obini s

aprofit.

Najnovija miSljenja istraZivala jesu da je C.herbarum saprofit
ko0ji dobija parazitske odlike u uslovima koji su povoljni za razvoj
gijive a nepovoljni za biljke (B o e r,10; Josifovié,
34, 1 drugi)., I De Vries (18),koji je napisao jednu studiju
o Cladosporium vrstama,slaZe se sa midljenjima sadadnjih istraZivad
a.
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Nasa istraZivanja su takodjer pokazalas da se C.herbarum javlja

1 parazitskoj formi i da su infekcije moguée pri odredjenim uslovi

ma sredine.

2, SIMPTOMI BOLESTI I VRIJEME POJAVE NEKROZA
WA BIJELOM JASENU

Infekcije u prirodi nastaju rano u proljeée,odmah poslije poja
ve mladog 1i8éa. Zaraze se ostvaruju konidijama sa micelije koja se
saprofitski razvija ne svim dijelovima biljaka,a narofito na 1juspi
cama pupol jaka.Prvi simptomi bolesti jesu suSenije izbojaka i mladog
1i8éa, koje zaostaje u porastu, doblja mrku boju,kovrdZa se i opads
(Tabla I). Vr3ni igbojecli prestaju sa daljim porastom, a njihovu ulo
gu preuzimaju bodni izbojei, zbog ¢ega dolazi do deformisanja sadni
ca i neSto jafeg grananja.Po epoljnim znacima bolest podsjeéa na ob

oljenja koja prouzrokuju Venturia vraste,a u slufaju jasena na Ventu

ria fraxini Aderh.,odnosno njenu nesavrS8enu formu Fusicladium fraxi

ni Aderh. I B u t i n(9)navodi da je C.herbarum konstatovan na 11
5éu topola sa istim simptomims ksc 3to su oni koje izaziva Venturia
populina.

Ukoliko su uelovi za razvoj bolesti povoljni zaraga se moZe Ja
viti i na bo¥nim, novopotjeralim, izbojcima koji se takodjer sufe i
opadaju.Fa ova] nadin dolazli do sve vece zakrzljalosti sadnica i gu
bitka u prirastu.

bolest se ispoljava u relativne kratkom vremenskom periodu,od
otvaranja 1lisnih pupoljaka i pojave miadog liséae pa dc konca juna.
Izuzetno,u slufaju lo#ih klimatskih prilika,bolest se razvijai d to
Xu ljeta,kada obi&no ne prouzrokuje veée Stete. Docnije,zaraZene sa
dnice se obiénb regenerifu, ali posljedice napasda, © kojima de sads
biti rijedi,ostavlijaju jasan trag ove bolesti.

S1i%ni simptoml ostvareni eu i vjedtadkim infekci jama,ali je u
ovom sluZaju veli®ina nekroti¥nih pjega bila ogranifena. 0 ovome de
na kraju ovog rada biti vife rijedi.
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3. POSLJEDICE BOLESTI

Na sadnicema bijelog jasena u Pandevalkom ritu,koje su bile in
ficirane sa C.herbarum,nisu zapaZene teZe posljedice. Potpunog sule
nja biljeks nije bilo. Stete su bile ogranifene samo na vrine izboj
ke i mladec 1liSée. U sezonama koje su u proljeée bogatije padavinama
kao 8to su na primjer bile 1960, 1 196l.godina,kada povoljni uslovi
ga razvo] bolesti duZe traju,Stete se mogu ispoljiti u deformsciji
biljeka i njihovom zakriljavanju.Ta pojava je narotito intenzivna a
ko dodje do infekcija novih izbojaka. U plantacijama gdje su sadni
ce nedto Jade,stari (proSlogodisnji) izbojei ostaju u toku ljeta go
1i (Tebla II). Osim toga u toku razvoja bolesti biljke se toliko is
erpljuju da je i njihov visinski priraest neznatan. Ovaj gubitak vis
inskog prirasta nismo mjerili jer su i drugi uzroci uticali na njeg
ovo smanjenje (hraﬁljivost zemljidta,re%im vla¥nosti i dr.). Na man
Jim sadnicama,koje su zbog nekih drugih uzroka zaostale u porastu,o
bpiéno dolazi do potpunog ugibanja terminalnog izbojka,tako da ovakvy
e biljke u godinama pojave bolesti ne rastu u visinu. Tek narednih
godina jedan od boénih izbojaeka postepeno se razvija i preuzime ulo
gu vrinog izbojka, NajteZe posljedice bolest izaziva na sadnicama u

raaadnicimafnaroéitn_neposrednc poslije Skolovanja biljaka.

4, USLOVI ZA RAZVOJ BOLESTI
4,1, Klimatski uslovi

;Fnenadna pojava suSenja izbojaka i mladog lisSéa bijelog Jjasen
a.u 1960, i 196l.godini,a zatim naglo povladenje ove bolesti,navelo
nas je da analiziramo klimatske prilike u periodu od 1959. do 1963.
‘godine, Smatrali smo da su relativna vlaga vazduha,padavine i tempe
ratura osnovni klimatski uslovi koji su imali zna¥ajnijeg uticaja n
a pojavu bolesti. ’
12



Analizirgli smo samo proljetni period,od l.aprila do 30.juns,
koji je za razvoj polesti jedino i znafajan. To je periocd kada dola
zi do kretanja vegetacije,pojave mladih izbojaka i li&¢a,odnosno pe
ried u kojem je iskljufivo zablljeZ:ina ova pojava. Kao kritifan per
iod smatrali smo vrijeme od 20.,aprila do 20.maja,dakle,vrijeme nepo
sredno pred otvaranje pupoljaka i pojave prvih mladih zeljastih org
ana, zbog toga #to je bad tadaz zapaZen najintenzivniji razvoj boles
+i.U docnijim mjesecima,naro®ito u slufaju suSnog perioda,bolest se
postepenc povladi,

Klimatski podatel ugeti su od Hidrometeorolofkog zavoda Srbi je

u Beogradu,za kontrolnu stanicu Padinska Skela.

4.11. Relativna vlaga vazduha

Srednje vrijednosti relativne vlage vazduha za period od l.apr
ila do 30, juna,u toku pet goedina (1959. do 1963.),prikazan® su graf
i8ki (Grafikon 1.). '

Iz ovog grafidkog prikaza vidimo da su izlomljene linije,pa ko
Jima su predstavljene vrijednosti relatiwvne vlage, u pofetku aprila
grupisane u jedan snop sa pribliZno istim kolebanjima., Cvaj period
godine bio je, u pogledu uslova vlaZnosti vazduha,pribliZno isti za
sva analizirana godiSta.Medjutim,bad u periodu koji smo mi oznalili
kao kritidan ove linije se razdvajaju.U gornjem dijelu grafikonsa,sa
visokom relativnom vlagom vazduha izdvajaju se linije za 1960.1i za
1961.godinu,0d onih za 1962. i 1963.godinu,koje su sa znatno nizZim
vrijednostima. ILinija koja prikazuje vlagu vazduha u 1959.godini na
lazi se pribliZno u sredini.

Razlike u uslovima relativne vlage vazduha za vrijeme kriti&n
og perioda 1960. i 196l.godine,u uporedjenju se istim periodom nare
dne 1962, i 1963.godine vrlo su velike. U 1960.godini srednja vrije
dnost relativne vlage iznosi 81%, a u 196l.godini &ak 86%.Medjutim,
1962.godine vlaZnost vazduha naglo pada i iznosi samo 59%. U 1963.
godini niskes relativmna vlaga vazduha se ponovo biljeZ?i i ons izno
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9i 66/, Narodito pada u ofi razlika u visini relativme vlage u krit
i%nom periodu izmedju 196l.godine,kada je zabiljeZen najjali intenz
itet suSenja sadnica jasena,i 1962.godine,kada ove pojave vide nije
bilo. Ova razlika iznosi 27%. O8igledno je,dekle,da su prilike u po
gledu uslova vlage u 1960, i 196l.godini bile vrlc povoljne za razv
oj bolesti.

Prosjedna vrijednost relativme vlage vazduha za period od tri
mjeseca (l.aprila do 30,juna) bila je u pojedinim godinama slijede
da: 71% (1959.),80% (1960.),77% (1961.), 65% (1962.) 1 70% (1963.).
Ovdje su razlike nedto manje zbog poboljSanja klimatskinh prilika u
junu,ali se ipak moZe zapaziti da su 1960. i 196l.godina bile bogat
ije vlagom vazduha od 1962. i1 1963.godine.

4,12, Padavine

Broj kisnih dana i kolilina padavina za isti period od 1959.do
1963.godine predstavljen je grafifki (Grafikon 2.). Analizirajuéi o
ve podatke dolazi se do identidnih zakljudaka kao u slufaju uslova
relativne vlage vazduha.

Tabela 1. Padavine u periodu 1959. - 1963.godine
Table 1. Rainfall in the period 1959 - 1963.

Period l.april - 30.juni  Kriti¥an period 20.april - 20.maj
GCodina™ Broj kisnih Padavine Broj kisnih Padavine
dana mm dana mm
1959 31 1777 10 59,0
1960 32 142,7 11 31,3
1961 32 205,5 14 96,3
1962 20 147,5 2 5,0
1963 27 120,0 6 43,0

Broj kisnih dana i ukupnu koli&inu padavina,radi boljeg uvida,
prikazali smo i tabelarno (Tabela 1.). Ovdje se lako zapaZaju velik
e razlike u broju kisSnih dana u kriti&nom periodu izmedju 1961. i
1962.godine. U ovom periodu 1961,godine bilo je ukupno 14 kisnih da
na,8to praktifno znaéi da je svaki drugi dan padala kiSa. Ukupna ko
14



li¢ina padavina iznosilae je 96,3 mm. Ranije je napomenutc da je ta
da bio najintenzivniji razvoj bolesti. U 1962.godini,u istom perio
du,bila su svega 2 kiSna dana,sa ukupnom koli&inom padavina od 5 mm.
Prektidno se mofe refi da je ovaj period bio vrlo sudan., Ni 1963.go
dina u pogledu padavina nije bila mnogo bogatija. U kritiénom perio
du bilo je & kisnih dana sa ukupno 43 mm padavina.

4,13, Temperatura

Srednje dnevne temperature za tri proljetna mjeseca (april,maj
i juni) prikagane su grafidki (Grafikon 2.) i tabelarno Tabela 2.).
Analizirajuéi ove podatke nismo utvrdili ubjedljivije razlike u tem
peraturnim kolebanjima izmedju pojedinih godista. Medjutim, izgleda
da su uslovi temperature u aprilu,u godinama pojave bolesti,imali u
ticaja na tok procesa infekcija. ZapaZfa se,naime,da su srednje dnev

Tabela 2. Srednje dnevne temperature
Table 2. Mean daily temperatures

Bodsna Srednja dnevna temperatura %
l.april - 30.juni 20.april -~ 20.maj

1959 15,7 13,9

1960 15,6 13,0

1961 16,7 14,0

1962 16,1 16,1

1963 16,9 16,2

ne temperature u prve dvije dekade aprila relativno visoke, 8to jJe
moglo uticati na pojadanje fizicloZkih procesa mladih biljaka.U tre
éo0j dekadi,dolazi,medjutim,do neglog pada temperature,3tc je svaka
ko imalo izvjesnoz negativnog uticaja na dalji raszvoj bil jaka,narod
ito pa one koie su bile razvile nov list. Nasuprot ovekvim uslovima
u godinama pojave bolesti,u ostalim godistima zapa?a se tendencija
postepenog porasta srednje dnevne temperature,podev od l.aprila pa
do konca juna,iako ima povremenih kolebanja. Razlike u srednjim dne
vnim temperaturama u kriti¥nom periodu,iako nisu velike,ukazuju ns
nejednake temperaturne uslove u pojedinim godinama.
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Sto se tide minimalnih temperatura,koje su prikaszene tabelarnc
(Tabela 3.), one su u kritifnom periodu iznosile: 0,5% u 1959.go0di
ni (zabiljeZena 2l.aprila), -1,5%C u 1960.godini (zabiljeZena 27.ap
rila), 4% u 1961.godini (zabiljeZena l4.maja), 3,29 u 1962.rodini
(zabiljezena 2.maja) i 5% u 1963.godini (zabiljeZena 2G.aprila).lo
zlo bi se prema tome odekivati da je temperatura od -1.500, koja je
zabil jeZena 27.aprila 1960.godine,izazvala Stetne posljedice na bil
jkama ako su ove u tom trenutku imale otvorene pupoljke. U toku nad
ih istraZivanja u Panéevadkom ritu zapazili smo da listanje jasenov
ih sadnica poéinje bad u ovo vrijeme,tako da je pojava C._herbarum

Tabela 3. lMinimalne temperature po dekadama
Table 3. Hinimum temperatures

Godina april maj Juni

I I I1I I I III I 11 111
1959 =-0,2 3,0 0,5 3,5 9,5 8,0 9,0 10,0 12,0
1960 2,0 4,5 =1,5 1,5 6,5 9,0 12,0 11,0 10,0
1961 3,5 3,5 7,5 7,5 4,0 8,0 10,5 9,0 10,5
1962 058 , 425 . 8.8 . %2 W2 S 2,0 8;8% 8,5
1963 . =3,5 4,6 5,0 855 Tab - Tab T+5 10,0 T45

mogla biti sekundarna. Hedjutim,u 1s8vom ovom periodu 196l.gzodine te
mperatura nije padala ispod 4YC, tako da se eventualne sumnje, koje
se oaqose na Stetan uticaj niske temperature,u ovom periodu mogu za

nemariti.

4,14, Zakljulak

Anglizirajuéi klimatske prilike u Panfevalkom ritu za mjesece
april,maj 1 juni u periodu od 1959. do 1963.godine,zaklju¥dili smo da
su 1960. i 1961.godine obilovale padavinama i da je vlaZnost vezdu
ha bila visoka. Naprotiv, 1962. i 1963.godina bile su uglavnom suhe

Uska veza izmedju uslova viscke vlaZnosti i intenzivnog razvo
Ja Cladosporium vrsta bila je od raznih istraZivafa viSe puta istic
ana, Tako G & u'm & n'n (25) navodi da se C.fulvum bolje razvija u
zemljiStima sa veéim sadr¥ajem voce. U takvim sludajevima i inkubac
16



ioni period je krac¢i,as razvo] nekrotidnih pjega brZi.Isto tako G a
l1loway(23) 1 Small (54) konstatuju da su relativna vlaga
1 optimalna temperatura za razvoj Cladosporium vrsta najznalajniji
faktori o kojima ovisi veliéina Steta. 3lidna zapaZanja konstatova
11 su 1 druel istraZivadi. Ha d 2istevié (27) je analizirao
klimatske prilike za proljeée 1953.godine,kada je primjeéena pojava
C.macrocarpum u jakom intenzitestu na spanadéu,i utvrdio da je upravo
taj period obilovao vlagom-

NaBe analize takodjer pokazuju da je korelacija izmedju vlaZno

8ti i razvoja bolesti bila pozitiwna,

4.2, Ostali uslovi

Pored klimatskih uslova,koji su begz sumnje od presudnog znala
ja za razvoj bolesti,i neki drugi faktori su uticsli na intenzitet
Steta koje je prouzrokovao C.herbarum. Posmatrajuéi ovu pojavu u Pa
néevalkom ritu 1 u nekim rasadnicima u blizini Sarajeva ("Sedrenik”
i "Slatina"), primjetili smo de je najintenzivniji ragvoj bolesti za
biljeZen na sadnicame jasena prvih godina poslije presadjivanja. Ta
ko na primjer sadnice bijelog jasena u rasadniku "Kovilovo" u Pande
valkom ritu,na kojima je sudenje bilo najjafe,zasadjene su u prolje
ée 196U.godine poSto su prethodno bile uzgajane jednu godinu u sjem
eniftu. Na ostalim povrSinama,gdje su uzgajane starije sadnice jase
na,bolest je bila manje znadajna. Ove navodi na zakljudak da intenz
itet razvoja bolesti ovisi i od starosti sadnica i da najvise strad
aju one do treée godine. U prilog ovakvom zakljuéku idu i zapsZania
koja su vrSena u proljede 1964.zodine. U ovoj godini klimatski uslo
vi su blli vrlo povoljni za razvoj bolesti,all je pojava C.herbarum
imala samo sporadian karakter.

Za naatanék infekeija 1 dalji razvo] bolesti uticale su,dakle,
i predisponirane biljke,koje poslije presadjivanja u proljefe trpe
izvjesno vrijeme,tako da u sludaju povoljnih klimatekih prilike dol
azi lako do razvoja bolesti. Ovo su potvrdile i vjeStadke infekcije
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koje smo vr3ili u rasadniku "Sedrenik" pored Sarsjeva,Sto de se raz
matrati docnije.

Pored navedenih uslova i stagnirajuéa vods u zemljiZtu ima vje
rovatno velikog znadaja za pojavu bolesti., U rasadniku "Kovilovo" u
Pandevatkom ritu,na nasoj oglednoj povrSini,zapaZene su mikrodepres
ije,na kojima se u proljede dugo zadrZazva visock nivo podzemne vode
i na kojima su sadnice znatno slabije razvijene nego na drueim povr
S8inama, Nepovoljnl uslovi reZima vode u zemljiStu i nepovol jna aera
cija uticali su na slabljenje kondicijs mladih biljaka. Usim toga 1
relativna vlaga vazduha bila je na ovaj nadin u depresijama poveéa
na,5to je,kako Semo docnije vidjeti,neophodno za klijanje konidija
C.herbarum. Zakr#ljale i deformisane biljke bile su najleSde zapaZa

ne bad na ovim povrdinama.

Prema tome,8esto zabarivanje zemljisSta u uslovima Zestih kisa
u periodu visinskog priraséivanja biljaka,kao i starost sadnica ima
ju znadajnog uticaja na intenzivan razvoj bolesti.

I najzad,prema stranim istraZivalima,a i prema nadim zapaZanji
ma,izvjesnu ulogu u procesu infekecije biljaka sa C.herbarum imaju i

lisne vadi,o Zemu ée docnije biti jod rijedi.
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5. EKSPERIMENTALNI RAD

5,1, Taksoromske i morfoloSke karakteristike gljive
C.herbarum

Za odredjivanje taksonouskin i morfoleskih karakteristika #1 i1
ve posluZili smo se ¥istim kulturama,koje su dobijene viSestrukim i
zolacijama i1 reizolacijama., Kulture su uzgajane na mineralnoj podlo
zi Czapek-agar i na podlozi krompir dekstroznog agara. Starcst kult
ura u vrijeme njihove upotrebe bila je 3 mjeseca, Posmatrali smoc ve
1i%inu i oblik konidija i konidiofora,njihovu boju i nalin obrazova
nja. Podaci o velilinama obradjeni su varijacionom statistikom i pr
ikazani esu tabelarno (Tabele 4.,5. i 6.). Oznake u ovim tabelama su
slijedede: M = srednja vrijednost, m = greska srednje vrijednbsti,
g8 = standardna devijacija, V = wvarijacioni koeficijent (ZIOOJ, n =

broj mjerenja.

5.11. Konidije

Velidina i oblik., Konidije C,herbarus su razlifite veliéine 1

oblika,tako da gotovo i ne mogu da posluZe kac sipgurna karakteristi
ka za odredjivanje vrste, Prema naSim mjerenjima (Tabele 4. 1 5.)je

dnodeli&ne konidije razvijene na Czapek-agar podlozi imaju pros jec-

Tabela 4. Velidine jednodeli&nih konidijo u mikronina
Table 4, S5ize of one-celled konidia

Podloga M £ m 8 V. n Var.sirina
dutina Czapek 9,07 0,49 1,78 19,62 100 6,20 = 16,43

Krompir 9,38 0,50 1,82 19,40 100 6,20 = 15,50
Sirina Czapek 4,78 0,12 0,43 g,99 100 3,72 - 8,99

Krompir 5,37 0,27 0,97 18,06 100 3,72 - 49,30
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nu veli&inu 9,07 x 4,78 mikrona,a dvodelidne,koje su obiéno znatnoc
krupni je, 13,54 x 5,37 mikrona. Konidije razviijene na krompir dekst
roznom agaru su nedito vede.

Kao 8to se iz tabele 4 vidi,velidine jednodelifnih konidijs se
kreéu od 6,20 do 16,43 mikrona na Czapek-agar podlozi,odnosno 6,20
do 15,50 mikrona na krompir dekstroznom agaru. Variranjs velidine se
ptiranih konidija jod su izraZenija (Tabela 5.). Ne Czapek-agar pod
lozi konidije variraju od 9,30 do 21,39 mikrona,odnosnc 8,37 do 21,70

mikrona na krompir dekstroznom agaru.

Tabela 5, Velidine dvodeliénih konidi ja u mikronima
Table 5. Size of two-celled conidia

Podloga M £ nm s v n Var.8irina
Czapek
duZina manje éelije 6,31 0,31 1,12 17,75 100 4,03 - 9,30
" vebe " 7,24 0,37 1,33 18,37 100 4,65 - 12,09
ukupna duZina 13,54 0,63 2,30 16,99 100 9,30 - 21,39
najveéa Sirina 5,37 0,21 0,75 13,97 100 3,72 - 6,82

KErompir
duZina manje delije 6,53 0,45 1,65 25,27 100 3,72 - 10,85

" vebe " 7,62 0,29 1,05 13,78 100 4,65 - 10,85
Ukupna duZina 14,15 0,68 2,49 17,60 100 8,37 - 21,70
najveéa Sirina 5,95 0,26 0,96 16,13 100 3,72 - 10,85

Veliéina konidija C.nerbarum,prema podacima iz literature nema

iste vrijednosti kod pojedinih istraZivada. Tako, na primjer, prema
Soraue r-u (57) iznose 6-12 x 4-6 mikronajprema Vi ennot
-Bourgin-u(6l) 18-24 x 7-10 mikrona;prema F erra r i s-u
(22) 12-28 x 6-7 mikronaja prema A r ya - Panwar-u(4) 6 x5
mikrona. Najnovija istrafivanjs De Vr i e s-a (18) daju vrijedn
osti koje pribli¥no odgovaraju onim prema S o r a u e r-u. Za razl
iku od drugih istraZiva®a De Vries je mjerio posebno velidi
ne jednoéeli¥nih,a posebno dvoéelinih konidija. Prema ovom autoru,
jednoéelidne konidije imaju velidinu 4,5-11,0 x 4-5 mikrona,a dvode
li&ne,koje su u ove vrste zastupljene oko 1/%,su neSto krupnije i iz
20



nose 9=15 x 4-7 mikrona. Nasi rezultati mjerenja pribliZno odgovara
ju rezgultatima D e Vr i e s-a.

Neki autori (32 ccardo, Rabenhors t's) uopSte ne
daju odred jene vrijednosti za veli&inu konidija C.herbarum,istifudi

jedine njihovu veliku wvarijabilnost.

Slika I. Konidije C.herbarum
Photo 1, Conidia of C.herbarum

I u pogledu oblika konidija (Slika 1) postoje velike wvarijabil
nosti. Konldije su najfesSde jajolike,ali isto tako mogu biti i,vise
ili manje,izdufene,cilindriéne,okruglaste ili zaSiljene. Kod nekih
se na jednom kraju nalaze bradavifasta ispuplenja,mjesta gdje su bi
le pridvr3dene za vrh konidiofora. Obi&no su jednoéeli&ne, u manjem
broju su dvoéelidne,ali se,mada rijetko,sreéu i tro- i detverodelid
ne. Neke konidije imaju blago suZenje na mjestu presrade.
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Boja konidija. U poéetku,u vrijeme obraezovanja,konidije su bez
bojne. Kasnije ona dobijaju zelenkast ton,zatim maslinasto zelen i
na koncu postaju smedje.

Obrazovanje konidijé. Konidije se stvaraju najlesSée mna vrhovi
me konidiofora,a samc nekada obrazuju se i boéno. ObiZno su u krat
kim lancima,ali se (narofito pri niZim i viSing temperaturama) razvi

Jaju 1 pojedinaéno.

5.12., EKonidiofore

Veli&ina i oblik. DuZina konidiofora jako varira, od 15 do oko

300 mikrona. One su jednostavne 1 prave,ili,8edce,savijene i grbida
ste. Na vrhu imaju glaviasto proSirenje sa bradavidastim ispupZenj
ima na kojima se formiraju konidije. Obi&no su septirane,ali ih ima
i jednoéeli®nih. Konidiofore,poslije obrazovanja konidija,dalje ras
tu,zbog Zega 1 dostiZu tako velike duZine. Debljina je 3,5-6,0 mikr
ona.

Obzirom da je ukupne duZine konldiofora vrlo varijabllna velid
ina,narofito u promjenljivim uslovima,mi smo duZinu prvog &lanka,tj.
duZinu od osnove pa do prvog glavidastog proSirenja,uzimali kao tak
sonomsku vrijednost 1 izvrsili mjerenja. Ovi podaci,koji su obradje
ni vari jacionom statiat;kom.prikazani su tabelarno (Tebela 6.).

Tabela 6., VeliZina konidiofora u mikronima
Table 6. Size of the conidiocphores

Podloga M ¥ n 8 v n Var.8irina
duing CPEPEK 65,00 11,30 29,02 44,95 50 16,00 - 167,40
uZlné grompir 98,70 15,00 38,50 39,01 50 15,50 - 291,40

Czapek 3,41 0,15 0,38 11,14 50 2,80 - 4,00
Krompir 3,64 0,12 0,32 8,79 50 3,41 - 4,65

Birina

Iz ove tabele se vidi de je prosjedna du¥ina prvog &lanka koni
diofora,na podlozi Czapek-agar, 65,0 mikrona.a na krompir dekstroz
nom agaru 98,7 mikrona. Iako su 1 ovdje velika variranja ipak ovako
22




dobijene vrijednestl predstavljaju sigurnije mjerilo u taksonomiji
gljive,nego mjere koje blamo dobili da smo analizirali cijelu duZi

nu konidiofora.

Slika 2. Konidiofore C.herbarum
Photo 2. Conldiophores of C.herbarum

BoJja konidiofora. Kao 1 konidije i konidiofore su u podetku ze

lenkaste,ali ubrzo dobijaju maslinasto zelenu boju i najzad postaju
smed je. Na podlogama od krompir dekstroznog agara,malc-agara i na ek
straktu lista jasena,nedto su tamnije od onih na podlogame Czapek-a
gar,ovas—agar ili na vodenom agaru. Vrh konidiofora koji raste svij
etlije je boje. Za razliku od osnowvnih hifa konidiofore su znatno
tamni je.

Grananje i ne¥in obrazovanja. Konidiofore C.herbarum obiZno su

nerazgranate,ali se javljaju i takve koje se jedan i1i dva puta boé&
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no granaju. Hazvijaju se pojedinadno na osnovnim hifama i na raglié
itim odstojanjima (50 = 200 mikrona), Na slici 2 prikasan' su osnov
ni tipovi konidiofora gljive C.herbarum izolovane iz lista bijelog

jasena.

6. UTICAJ NEKIH PAKTORA 3REDINE NA RAZVOJ C.HERBARUL
6.1. Temperatura

6.11., Utica] temperature na klijanje konicdija i porast
inicijalne hife

Materijal i metod

Za ova ispitivanja koristene su konidije iz Ziste kulture glji
ve koja je uzgajana na krompir dekstroznom agaru. Kulture su na dan
upotrebe bile stare 3 mjeseca. Klijavost je pradena u visedim kapi
ma u pijaédo} vodi u Van-Tieghemovim komoricama pri slijedeéim tempe
raturama: 1°, 4°, 9°, 12°C u politermostatu 1 pri 16°%, 19° 21°, 23°,
25°, 270& 29° 1 31°C u obi¥nim termostatima sa vodenim omotadem. Va
riranja temperatura u toku trajanja ogleda iznosila su &t o,5°c. Vise
ede kapi imale su pribliZno 4 mm u predniku,a sasdrZavale su oko 1000
konidija. Ogledu su ponovljeni dva puta ako au bili izvodjeni u pol
itermostatu,odnosno pet puta ako su koristeni obidni termostati.Pri
svakom ponavljanju uzimali smo po Sest proba.

Rezultati ogleda

Podaci o klijanju konidija prikagani su tabelarno (Tabela 7.).
K1lijavost konidija mjereno poslije 24 i 48 sati prikazali smo, radi
boljeg uvida,i grafi®ki (Grafikon 3.) ® tim &to su podaci izrawnati
parabolom treéeg stepena po metodu najmanjih kvadrata. Podaci o uti

.caju temperature na porast inicijalne hife prikazani su u tabell 8.
odnosno u grafikonu 4.
Diskusi ja

Iz tabele 7. vidimo da je najveéi procenat klijanja konidija za
biljeZen pri temperaturama 21% i 23°c, koje Be prema tome mogu sma
24



Tabela 7., Uticaj temperature na klijanje konidija
Table 7. Influence of temperature on the germination of conidia

% - %hkli;lg.gjahkonidija poslije - -
6 12 24 4 72 96
1 0 0 0 o 0
4 o] 0 0 + + ks
9 0 C - 55 85 87
12 + 12 54 75 75 76
16 + 48 59 78 85
19 + 36 73 80
21 + 54 88 96
23 + 54 86 96
25 0 + 40 82 82
27 0 0 32 54 67 71
29 0 0 25 20 57 43
31 0 0 0 (o} 0 0
%
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Grafikon 3. Uticaj temperature na klijanje
konidija C.herbarum

25’

"30'%

Fig. 3, Influence of temperature on the germination of

conidia of C.herbarum
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tratli optimalnim. Kardinalne talke na kojima klijanje prestaje jesu
1°C (ninimum) 4 31°C (maksimum). Pri temperaturi od 4°C zapa%enoc je
samo pojedina&no klijanje (oznaleno u tabeli znakom "+") i to tek po
s8lije 48 sati inkubacije.

Da bi se bolje ocjenio uticaj razliditih temperaturnih uslova
na razvo] gljive prikagali smo u tabeli 8 1 uticaj temperature na po
rast inicijalne hife. Iz ove tabele se vidi da duZina inicijalne hi

Tabela 8., Uticaj temperature na porast inicijalne hife
Table 8. Influence of temperature on the growth of germ tubes

79 duZina hife u mikronima poslije
6 1 24 4 728 9B
1 0 0] 0] 0 0 0]
4 0 0 + + +
9 0 0 + 21 80 215
12 + + 23 15 166
16 + 15 38 108 236
19 + 10 75 260
21 + 21 141 380
as + 25 185 395
25 0 + 33 55 101 117
27 0 o] 17 34 63 70
29 (4] 0 8 12 21 23
31 0 0] 0 (o] 0 0]

fe ne prslazi du¥inu konidija (ovakav porast oznaden je u tabeli sa
znakom "+") ni poslije 120 Zasova inkubacije pri temperaturi od 400.
Ovo pokaguje da ova temperatura nije dovoljna za poletak klijanja ko
nidija C.herbarum.

Sa daljim porastom temperature procenat kli janja konidija sve
vise raste,dostiZe maksimum pri temperaturi od 21°C, a zatim naglo
opada,tako da je pri temperaturi od 29°C,poslije inkubacije od 120
sati,klijalo oko 50% konidija. Iz tabela 7 1 8 se takodjer vidi da
je intenzitet klijanja konidija dosta slab. Pri temperaturama izmed
ju 12° 1 23°% podetak klijanja (pupljenje) zapafeno je tek poslije
6 sati inkubacije,dok Je pri ni%im i viSim temperaturama pupljenje
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zabiljeZeno jos kasnije. Pri optimalnim temperaturama (21° - 2300),
poslije 12 sati inkubacije,klija prosjedno 54% konidija,dok je maks
imalna klijavost zabiljeéena_tek poslije 48 sati inkubacije (96%).
Analizirajuél podatke iz literature zaklju®ili smo da se sli&
no ponaSaju 1 druge Cladosporium vrste. Teko je na primier G a r
ner (24) za gljivu C.fulvum ustanovio da je najveéi procenat klij
anja (50-80%) pri optimalnoj temperaturi zapaZen tek poslije 20 sa
+i inkubacije. Nasuprot ovim rezultatima I n o u e (33) je za istu
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Grafikon 4. Uticaj temperature na porast inicijalne
hife C.herbarum
Pig. 4. Influence of temperature on the growth of
gern tubes of C.herbarum

gljivu nadao da njene konidije obilno klijaju veé poslije 8-10 s;ti
u uslovima optimalne temperature i visoke relativne vlage vazduha,
Ovo pokazuje da je k1ijavost konidija razlifita kod raznih izolata.
Sto se ti¥e optimalne temperature i kardinalnih temperaturnih
tafaka za klijanje konidija nekih Cladosporium vrsta,one,pribliZno,
odgovaraju nasim istraZivanjima., Prema rezultatima Vi enno t -
Bourgin-a (6l) optimalna temperatura za klijanje konidija C.
carpophylum je 20°C, minimalna 2°C, a maksimalna 32°C. Za C.fulvum
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optimalna temperatura,prema istom autoru,je izmedju 220—2408, minim
alna 3°-4°C, 2 maksimalne 31%, Hasper (29) navodi za istu vr
stu gljive rezultate koji nefto odstupaju od ovih. Prema njemu opti
mmn je nedto Siri,od 20°-26°C, minimum 0°-1°C, a maksimum 31°-33°C.
Converse (13) nslazi da je optimalne temperatura za klijanje

konidija C.effusum 2400, minimalne ispod 0°C, a maksimalna 40°C.Pre

ma istom autoru i energija klijavosti je znatno veéa. Veé poslije 4
sata inkubacije pri optimalnoj temperaturi klija oko 34% konidija,a
poslije 6 sati 77%.

6.12. Uticaj temperature na brzinu obragzovanjs konidija

Paralelno sa ispitivanjem uticaja temperature na klijanje koni

dija pratili smo brzinu i naéin njihovog obrazovanja pri razliéitim
temperaturama. Na taj nain zapazili smo da je brzina obrazovanja bi
la najveda pri optimelnim temperaturama,&to je od posebnog znadaja
za intenzivan rezvoj bolesti,i da se ona sve vidSe smanjuje udal java
njem od optimalnih uslova. Ovi podaci izneseni su u tabeli 9.0gledi
su pradeni na taj na¥in Sto smo prilikom kontrol® ﬁlijanja konidi ja
1 porasta inicijalne hife pri pojedinim temperaturama biljezili tak
odjer 1 vrijeme pojave prvih konidicfora sa novim konidijama.

Tabela 9. Utica] temperature na obrazovanje konidija
Table 9. Influence of temperature on the development of conidia

0,

TC Obrazovanje konidija po&inje poslije
4 nije zapaZeno do 10 dana
9 120"

12 96"

16 2k

19 agh

21 48"

23 48"

25 967

27 96"

29 nije zapaZeno do 10 dana
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Iz tabele 9 se vidl da obrazovanje konidija pri +temperaturama
196, 21° 1 23% podinje veé poslije 48 sati inkubacije. U nekim slu
Sajevima primjetili smo da konidije klijaju direktno u konidioforu
na ¢ijem se vrhu obrazuju nove konidije. Najsporije obrazovanje kon
idija odvija se pri temperaturama do 9°C,kada je potrebno najmanje
5 dana. Fri temperaturama 4° 1 29°C nije zapaZeno formiranje reprod

uktivnih organa u toku desetodnevne inkubacije,

"

6,13, Nafin klijanja konidija

Vrlijeme podetka klijanja konidije zavisi od njihove starosti.
Najbolje klijaju konidije iz kulture stare 1-5 mjeséci. Suviée mla
de konidije,iz kulture starosti do 20 dana,kao i konidije iz kuléura
stare preko 1 godine,imaju slabiji procenat klijavosti, Mora se ipak
redél da je pri optimalnoj temperaturi,bez obzira na starost konidi
ja,podetak klijanja zabiljeZen pribliZno poslije 6 sati inkubacije.

Neposredno pz:ed klijanje konidija one s=e neznatno uveéavaju, a
zatim,obidno na apikalnom kraju,izbija inieijalna hifa,koja je bezb
ojna 111 slabo uoZljivog zelenkastog toma. Konidije postepeno gube
smedju boju,sve se vife deformiu,tako da se 48 sati poslije klija
nja vise i ne raspoznaje mjesto zafetka inicijalne hife. Neke kanid
ije poslije izvjesnog vremena obrazuju na drugom kraju novu inicija
1nu hifu, U pijadoj vodi i u kidniei normalno se obrazuje samo Jed
na i1i dvije inicijelne hife., Medjutim,ako se klijanje konidija pra
ti u hranljivim rastvorima,one vrlo &esto proizvode i tredéu inieija
lnu hifu, U normalnim uslovima treéu inieijalnu hifu obrazuju samo
viSedelilne konidije. Isklijale inicijalne hife u pijadoj vodi i u
kiSnici obidno se ne granaju za prvih 48 sati,nego tek docnije. Ali
u uslovima hranljive sredine inicijalne hife sporije rastu,ocbilato
8e granaju i obrazuju konidije znatno brZe. ZapaZene su razlike i u.
debljini inicijalnih hifa pri razliditim temperaturama. Na viZim 1
niZim temperaturams.hife su znatno deblje,oko 5 mikrona.
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3lika 3. Klijanje konidija C.herbarum
Photo 3. Germination of conidia of C.herbarum

6.14, Uticaj temperature na porast micelije
Materijal i metod

Uticaj temperature na porast micelije gljive ispitivali emo na
hranljivim podlogama Czapek-agar i krompir dekstrozni-agar. Priprem
ljene podloge razlivene su u Petri sudove prednika 10 cm,po 15 ccm
u svaki sud,a zatim eu zasijane fragmentima micelije veliline 2x2
mm; Porast micelije praden je u toku 15 dana razvoja. Prvo mjerenje
xolonlija igvrSeno je tri dana poslije zasijavanja,tj. tek onda kada
8e vidljive formirala kolonija nove micelije. Na ovaj nadin dobili
smo tabni;e vrijednosti prosjelnog dnevnog porasta,jer su otklonje
ne gredke koje nastaju uzimanjem nejednakih fragmenata micelije il1 -
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Tabela 10. Utica] temperature na porast micelije

Table 10, Influence of temperature on the growth of mycelium

7°C Podloga M  m 8 v n Var.8irina
2 Czapek 0 0
Krompir 0 0
Czapek 0,30 0,20 0,12 40,00 5 0,15 0,40
O wrompls 0,55 0,07 0,04 7,27 5 0,50 0,60
2 Czapek 0,34 0,10 0,05 14,71 5 0,33 0,40
Erompir 0,78 0,06 0,05 6,41 10 0,68 0,93
_ Cgapek 0,50 0,05 0,09 10,00 26 0,35 0,64
°  Krompir 0,92 0,07 0,14 15,22 27 0,73 = 1,15
Czapek 0,80 0,10 0,11 13,75 12 0,66 1,00
7 Krompir 1,42 0,15 0,18 12,68 15 1,15 1,72
io Czapek 1,15 0,16 0,16 13,91 10 0,95 ;,44
Krompir 2,21 0,20 0,20 9,05 10 1,89 2,55
Czapek 1,80 0,44 0,43 23,89 10 1,30 2,28
12 grompir 3,00 0,42 0,42 13,06 10 2,77 = 3,83
¢ OCsmepek 1,90 0,15 0,38 20,00 50 1,50 3,17
Krompir 3,63 0,17 0,42 11,57 48 3,00 4,72
g Czapek 2,36 0,20 0,44 18,64 38 1,44 3,21
Krompir 4,33 0,14 0,32 7,39 39 _3,69 4,86
Czapek 2,51 0,12 0,26 10,36 33 2,00 2,84
2L grompir 4,75 0,08 0,38 8,00 34 4,21 5,71
23 Czapek 2,41 0,13 0,22 9,13 22 1,97 2,65
Krompir 4,39 0,12 0,18 4,10 19 4,10 4,73
,s Osapek 2,06 0,12 0,17 8,25 18 1,75 2,28
' Krompir 3,22 0,09 0,14 4,35 20 2,93 3;:58
- Czapek 1,06 0,04 0,06 5,66 21 0,96 1,18
Krompir 1,23 0,03 0,02 1,63 22 1,14 1,36
,g Czepek 0,08 0,04 0,04 50,00 10 0,00 0,15
Krompir 0,07 0,03 0,04 57,14 19 0,00 0,15
31 Cgepek 0 4]
Erompizx 0 0

nepravilnog porasta micelije. Pradenje razvoja micelije vrSemo je u

nakrsnim mjerenjem preénika kolonija.

Porast micelije ispitivali smo pri slijedeéim temperatursma: 0%,
2% 3° 7% 10Y 1 12% u politermostatu 1 16°, 19°, 21°, 23°; 25°,
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2‘?° i 29°% u obi¥nim termostatima. Temperaturna kolebanja iznosila
su O,SOG.

Podaci o prosjenom dnevnom porastu micelije obradjeni su vari
jacionom statistikom 1 prikazani su u tabeli 10. Isti podaeci,izravn
ati parabolom treleg stepena po metodu najmanjih kvadrata,prikazani

au 1 grafidki (grafikon 5.).
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Grafikon 5. Uticaj temperature na porast micelije C.herbarum
Fig. 5. Influence of temperature on the growth of mycelium
of C.herbarum

Prilikom ilzravnavanja ovih srednjih vrijednosti nismo wuzimali
u obzir broj mjerenja u pojedinim sluZajevima,jer smo smatrali da su
srednje vrijednosti (M) pribliZno jednako talne,jer su i odstupenja
od srednje vrijednosti (m) pribliZno ista. Naime, Jo¥ u toku trajanja
ovih ogleda uzimali smo toliko uzoraka koliko je bilo potrebno da se
postigne odredjena tafnost,odnosno odredjeno odstupanje od srednje
vrijednosti,
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Rezultati ogleda

Iz tabele 10 se vidi da je optimalna temperatura za porast mi
cellje 2100, minimalna oko 000, a maksimalna oko 29°C.

Obrazovanje konldije zabilje¥eno je pri svim temperaturams pri
kojima micelija gljive raste,s tim 5to se udaljavanjem od optimalnih

uslova obrazovanje ovih reproduktivnih organa odvija sve sporije.

Diskusije

Kao 5to se iz tabele 10 vidi micelija gljive razvija se i pri
temperaturi od 0°c,§to svakako ima znafeja za sam razvoj bolesti, U
prilog ovom treba dodati da su ispitivanja koja su izveli istraZiva
i Brooks 1 Hansford (prema Smi t h-u, 55), poka
zala da se C.herbarum razvija u hladnim magacinima pri temperaturama
znatno ispod 0°C, ¥ak i pri temperaturi od -6°C, Jako na# izolat ni
je u laboratorijskim uslovima pokazao sposobnest razvoja pri temper
aturama niZim od 0°C, ipak se moe zakljuditi da gljiva dobro podno
8i niske temperature,dto potvrdjuju i naSa druga ispitivanja o koji
ma ée docnije bitli gowora.

Nadi rezultati o uticaju temperature na porast micelije gljive
ne sla?u se sa rezultatima koje iznose neki drugi autori, Boc km
ann (7) je na primjer utvrdic da je optimalna temperatura za rezv
0} micelije C.herbarum 26°%. Pri ovo] temperaturi,prema naSim ispit
ivanjima,porast je bic umanjen za skoro 50%. Prema istom autoru mak
simalna temperatura iznosi %ak 35°C, dok je minimalna -2%C, &to se
takodjer ne podudara sa nadSim ispitivanjima.

Sli%ne rezultate dobili su D e 1l p i saradnieci (16),koji s&u
C.herbarum izolovali iz gro%dja i zatim je uzgajali na krompir deks
trognom-agaru. Prema njihovim ispitivanjima optimalna temperatura i
znosi 24°C, a maksimalna 33°C.

Hedjutim,ispitivanje koja su vriena sa nekim drugim vrstama iz
roda Cladosporium,koje prouzrokuju sli¥na oboljenja,pokazuju vefa po
dudarnost sa na¥im rezultatima. Tako su M a t h u r i saradnici (4)
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utvrdili da je za C.variabile optimalna temperatura za porast mice
lije 23%, Wa 1l k e r (63) je za gljivu C.cucumerinum ustanovio da
je optimalna temperatura za porast micelije cko 2l°c,dok je za istu
ovu vrstu S triderzr (59) utvrdio da je temperatura od 30°C 1le
talna. Za gljivu C.fulvum, prema istraZivanjima I n o u e (33),naj
bujniji porast micelije zabiljeZen je pri temperaturama 20-24°C. Ma
ksimalna temperatura zs porast micelije iznosila je 32%C.Isti autor
je utvrdio da maksimalna temperatura za razvo] micelije zavisi i oé
kiselosti podloge,tako da je na kiselim sredinama maksimum bio uvi
jek niZi. Ispitivanja G a r d n e r-a (24) pokazuju da je za owm vr
stu,uzzejenu na krompir dekstroznom-agaru,najpovoljnija temperatura
of 20°C, s tim 5to je jo¥ 1 pri temperaturama do 24°C porast miceli
je b1o doste bujan, dok su minimum i maksimum bili 2°C,odnmoeno 35°%.

: Razlike koje postoje izmedju rezultata pojedinih istraZivata,u
pogledu uticaja temperature na razvej C.herbarum,ukazuju i na ekolo
‘Bku wvarijabilnost gljive te moguénost postojanje raznih ekotipova i
drugih formi.

6.15. Uticaj ekstremnih temperatura na miceliju i konidije

S obzirom da u toku ljeta maksimalna temperaturk vazduha izno
8i 1 preko 30°c, dok u toku zime ona pada znatno ispod D°C. bilo je
interesantno ispitati uticaj ekstremnih temperatura na vitalnost or
ganizma., Ispitell smo uticaj temperature od =10° 1 =15°C na vitaln
ost micelije i uticaj temperature od 35°% na vitalnost konidijai mi
celije; Ove ekstremne temperature feste su u nadim prirodnim uslovi
Hme.

Niske temperature (=10° i -15°C), Za ova ispitivanja koristili
emo &iste kulture gljive uzgajane nﬁ krompir dekstroznom-agaru,&ija
je starost varirala izmedju 1-6 mjeseci. Epruvete sa ovim kulturama
odrfavane su u politermostatu,pri odgovarajuéim temperaturama.Vital
nost micelije provjeravana je svakih 6 mjeseci,preelijavanjem miceli

je na svjeZfe podloge i njenim daljim odrZavanjem u optimalnim wuslo
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vima. Na ovaj nafin ustanovili smo da micelija ne gubi vitaluost ni
poslije 18 mjeseci inkuhacije pri ovim uslovima. Medjutim,poslije 24
mjeseca ove kulture nisu mogle biti obnovljene,jer poslije viSe po
kuSaja presijavanja nije dobijena nova micelija. Kako je registrova
nje ovih promjena vrSeno jednovremeno za obje komore (=10° 1 -15°0),
i poSto razlike nisu zabiljeZene,moZe se zaklju®iti da gljiva gubi
vitalnost u toku 2 godine inkubacije pri uslovima temperature -10%,

Temperatura od 35°C. Uticaj ove temperature na vitalnost koni
dija praden Je na slij;deéi nadin: konidije gljive nenesene na ster
ilne mikroskopske plodice u suhom stanju i suspenzije konidija u vi
gedéim kapima,stavljali smo u termostat pri temperaturi 35°C.Poalije
sveka 24 sata inkubacije uzimali smo po dvije plofice i stavljali u
eksikatore pri sobno] temperaturi., Vazduh u eksikatorima bic je zas
iden vodenom parom. Za kontrolu sluZile su konidije na plodicama ko

je nisu izlagane uticaju ove visoke temperature. Kontrola kli javosti

Tabela 11, Uticaj du¥fine inkubacije pri temperaturi od 35°G
na vitalnost gljive
Table 1l. Influence of different exposition to temperature
of 35°C om viability of the fungus

Duzina

Ancuba Smanjenje klijavosti u j» DuZina hife u mikronima
cije nekon 24 nakon i;h nakon 242 nakon 48"
Kontrola 100 100 48 70
128 36 20 40 63
240 58 27 27 43
48P 54 .55 45 93
728 70 58 32 45
961 64 55 27 59
1200 66 50 45 65

konidi ja vrBena je poslije 24 i 48 sati inkubacije pri uslovima sob
ne temperature (220-23°0) 1 visocke relativne vlage. Starost konidi
ja bila je dva mjeseca. Procentualno smanjenje klijavosti i prosjed
na du¥ina inicijalne hife,pri uslovima temperature od 35°C, prikaza
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no -je¢ tabelarno (tabela 11.). Ovi podaci pokazuju da se duZim izla
ganjem konidija uticaju temperature od 35“C sve vife reduciras klija
vost. Tako,poslije inkubacije od 72 sata pri ovuj temperaturi i 24
sata pri optimalnim uslovima,klijs svega 30% konidijs., Interesantno
je da pri duZoj inkubaciji,od 96 ili 120 sati,ne dolazl do dalje re
dukeije klijavosti konidija.

Sto se tile prosje¥ne duZine inicijalne hife nije bilo zna¥aj
nih razlika. Konidije,kcje 1 poslije inkubacije od 120 sati pri tem
peraturi od 35°% imaju sposobnost klijanja,obrazuju inieijalnu hifu
pribliZnoe iste duZine kao 1 one koje nisu bile izlagane uticaju ove
skstrsune tempsrature.

Ispitivanje uticaja visocke temperature ne vitalnoat micelije
izvedeno je ne slidan na¥in kao u primjeru uticsja niskih temperatu
ra. Epruvete sa &istim kulturama gljive,uzgajane ns krompir dekstro
gnom agaru, stavljali smo u termostat pri temperaturi od 35%., Iz o
vih spruvets vrieno jJe svakodnevno presijavanjie micelije ns svjefe,
8vrate,podloge,koje su dalje odrZavane pri uslovima sobne temperatu
re, Ono vrijeme koje su kulture gljive provele pri uslovima viscke
temperavurs,poeslije %ega presijavanjs i uzgoj pri optimainim uslovi
ma nije uspjevao,oznadenc je kao lstelno. Tako je utvrdjeno da mice
1ija gljive gubi vitalnost nakon 7-9 dana inkubacije pri ovim uslo
vima,8t0 zaviei od atarosti kultura. Mladje kulture dufe podnose us
love visoke temperature,i ako su stars do 2 mjeseca zadrfavaju vital
nost do 9 dana,dok one staresti 3-4 i 5-6 mjeseci gube vitalnost po
al:l.jc 6,0dposno 7 dana. PoSto je na ispitivenim kulturams bilo i ko
nidija moXe se smatrati da je ovaj period letalan i sa reproduktiv
ne organe gljiive.

Diskusija

Izlaganje kultura gljive uticaju niskih i visokih temperatura,
#to je izvedeno u laboratorijskim usloevima,pokszalo je ds ona dosta
dobro podnosi ove nenormsine uslove.Obzirom da se u nadim krajevima
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ovako niske temperature odrZavaju samo nekoliko mjeseci,dok je peri
od trajanja vdsokih temperatura jos kraci,mo3e se smatreti da ekst
remni temperaturni uslovi ne mogu unistiti vitalnost gljive,negc =a
mo dovesti do njenog usporenos razvojm. Kao 8to se iz tabele 11 vidi
i reproduktivni organli pokazuju wveliku otpornost na utieaj wvisokih
temperatura, Poelije inkubacije od 120 sati pri visokoj temperaturi
k1ijavost konidija smanjena je za svega 50% (mjereno poslije 48 sa
ti provedenih u optimalnim uslovirma),

Nasi ogledi potvrdjuju opite drugih istraZivafa koji su pokaza
1i da se C.herbarum razvija za vrijeme kisnih i hladnih dana (Ans
elme 1 saradnici, 2; Harvey, 28; Delp i saradnici,l6).
Prema Brooks-u i Hansford-u (Smi+%h, 55) gljiva
C.herbarum ne samo da ne gubl vitalnost pri niskim temperaturama,ne
go Sak,pri temperaturama do ~6°c.prcuzrokuje i 3tete.5 druge strane
Hasper (29) je za gljivu C.fulvum ustancvio da njene konidi je
mogu preZivjeti i pri temperaturi -13,2°C ako je inkubacija do T da
na,dok je temperatura -16,7°G bila letalna za isto vrijeme. Ieti au
tor navodi i veliku otpornost ove gljive na uticaj visokih tempera
tura. Pri 50°-60°% u vodi 1 pri 60°=70% u suhom ni je zabiljaéen gu
pitak klijavosti ni pri inkubaciji od 3 sata.

6.2, V1iaZnost

6.21, Uticej relativne vlage vazduhe na klijanje konidija
i porast inicijalne hife

Materijal i metod

Za ispitivanje uticaja relativne vlage koriSéene su konidije it
Giste kulture starosti 4 mjeseca,uzgojene na krompir dekstroznom ags
ru. Upotrebljen je metod koji je prvi opisaoc W a 1t e r (64),a ko
Ji je docnije prihvaden i od drugih istraZivala.Razlidite koncentra
cije kuhinjske soli (NaCl) pripremili smoc u eksikstorima,l5 cm pred

nika,tako da je u svakom sudu bilo po 200 ccm rastvora soli.la ovaj
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nadin,u 10 eksikatora,obezbjedjena je relativna vlaga od 90,4% do
100%. Zatim smo,u ovako pripremljene sudove,stavljali mikroskopske
plodice na kojima je prethodno nadinjen suhi premaz konidija gljive,
Ogledi su ponovljeni tri puta,s tim 5to je pri svakom ponavljanju u
zimano po tri uzorka. Klijavost konidi ja kontrolisana je poslije 24
i 48 sati inkubacije u uslovima razlidite relativne vlage,pri scbnoj
temperaturi (20°-22°C). I ovdje smo,kao i pri iepitivanju uticaja
temperature na klijanje konidi ja,smatrali isklijalim samo one koni
dije kod kojih je duZina inicijalne hife iznosila visSe od polovine

duZine konidije.

Rezultati ogleda

Podaci o klijavosti konidija izneseni su u tabeli 12,a o poras
tu inicijalne hife u tabeli 13, Ovi podaci prikazani su i grafidki
(grafikoni 6 1 7) gdje su izravnati parabolom tredeg stepena,po me
todu najmanjih kvadrata.

Tabela 12. Utica] relativme vlage na klijanje konidi ja
Table 12, Influence of relative humidity on the germination

of conidia
Relativna vlaga # klijania poslije

3 24" 48"

100 24 47

98,2 25 46

97,4 9 41

96,5 8 24

94,3 9 11

93,6 0 14

92,4 0 6

91,5 0 o

Kao 5to se iz tabele 12 vidi optimalna relativna vlaga za kl1i
janje konidija C.,herbarum je 100%. Konidije dobro klijaju i pri re

lativnoj vlaZnosti od 98,2%, Medjutim,daljim smanjenjem vlage klija
vost naglo opada,tako da veé pri 96,5% r.v.iznosi oko 50% manje od_
optimalnih uslova (mjerenc 48.sata inkubacije),dok je pri 92,4% r.v.
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zabiljeZeno same pojedinaéno klijanje. Relativma vlaga vazdune pri
¥o0joj konidije ne klijaju ni poslije 5 dana inkubacije iznosi 90,44,
U pojedinednim slufajevima bic je zapaZen poletak klijanja i u ovim
uslovima,ali je duZine inicijalne hife bila manja od duZine konidi

ja,pa se ova pojava moZe zanemariti,
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Grafikon 6. Uticaj relativme vlage na klijanje konidija C.herbarum

Pig.6. Influence of relative humidity on the germination

of conidia of C.herbarum

Smanjenjem relativne vlage vazduha smanjuje se 1 porast iniei
Jalne hife, Iz tabele 13 i grafikona 7 se vidi da prosjelna duZina
inicijalne hife naglo pada veé pri 96,5% r.v.,tako da,poslije 24 sa
ta inkubacije,j.dva dostiZu veli¥inu konidija. Najbr#i porast inici
jalne hife je pri makeimalnoj relativmoj vlaZnosti (100%),a potpuno
prestaje pri 91,5%.

Izvedeni ogledi pokazuju da Je sposobnost klijanja koniai;la c.
Rerbarum ograniZena samo na uslove visoke relativme. vlage vaszduha.

Pri analizi klimatskih uslova,ito je ranije diskutovano,navedenc je
39



da je viesoka relativna vlagu vazduhz karakterisala kritiéne periode
u 1960. i 1961.godini,kada je ova bolest imala intenzivan razvoj.
VlaZnost vazduha ima,prema G & um a n n-u (25),poseban znadaj
za razvoj mnorsih patorenih organizarma. Ovaj faktor narodito je izra
Tabela 13, Uticaj relativne vlare na duZinu inicijalne hi‘e
Table 13.Influence of relative hunidity on the length of germ tubes

Relativna vlaga Prosjeéna duZina hife u mikrorima
% nakon 24° nakon 48"
100 40 95
98,2 25 83
97,4 35 83
96,5 12 36
94,3 + 17
93,6 0 16
92,4 0 13
91,5 0 0
'!
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Grafikon 7. Uticaj relativne vlage na duZinu inicijalne hife
C.herbarum
Fig.7. Influence of relative humidity on the length of germ
tubes of C.herbarum
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zen kod cboljerja koja preouzrokuju razne Cladosporium vrste,&iji je
razvo] uglavnorn vezan za periode poslije wvelikih kiss,

Preme B ut 1l e r-u (10) C.herbarum dobija parzzitske odlike
samo u vlaZnim sezonama. D e 1 p 1 saradnici (16) su takodje usta
novili jaku korelaciju izmedju vlage u doba berbe groZdja i doenije
pojave trulefi od C.herbarum. Optimalne relativna vlage za klijanje
konidija C.fulvum,prema N e wh a 1 1-u (47),iznosi 98-99%, dok je
miniwalna 96%, I n ou e (33) je,medjutim,za istu gljivu nasao da
je donja granica relativmne vlage zs klijanje konidija 924.Za sljivu
C.effusum minimalna relativna vlara 2z klijsnje konidija je 90,1%
(Converse, 13), Analogno nusim rezultatima i Chowdh u
r ¥ (12) je za C.herbarun konstatovao da je donja cranica relativne
vlage za klijanje konidija 90%.

I ostale Cladosporium vrste koje se Cesto Javljaju na poljopri
vrednoj flori,es narofito u staklarama i u toplim 11 jehama, pokazuju
parazitsku sktivnost u uslovima viccke relativne vlage ( Gal 1l o

Way,23; Newhell 4 saradnici, 48; S mall, 54).

6.22. Uticaj niske relativne vlare na witalnost konidijc

Materijal i metod

Konidije gljive iz &iste kulture sturosti 2 mjeseca,uzgojene na
krompir dekstroznom areru,nanosili smo na sterilne mikroskopske plc
tice. Ove smo,zatim,stavljali u eksikatore,rdje je prethodno,pomodu
razliéitih koncentracije NaCl,n=@injens razlidéita relativna vlaga
vazduha (Wa lt er, 64): 505, 604, 705 i 805, Pri ovim us ‘ma i
pri sobnoj temperaturi {200-22°C) drZali smo konidije odredjeno vri
ieme (12, 24, 48, 72, 96 i 144 sata),poslije &ega smo ploiice preno
8ili u uslove 100% vlage. Kontrolisanje klijavosti vrSeno je nakon
24 i 48 sati inkubacije w uslovima meksimalne relativne vlage. Ogle
di su Ponovljeni tri puta,a pri svakom ponavljanju uzimali smo po 5
Proba, Kao kontrola sluZile su plolice koje nisu bile izlagzne uti

caju niske relativne vlage.
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Rezultati ogleda

Podaci o uticaju relativne vlage na vitalnost konidija dati su
u tebeli 14, a irzraZenl su u procentima klijavosti konidija,mjereno
poslije 48 sati inkubacije u uslovima 100% vlage.

Tabela 14, Utica] niske relativme vlage na vitalnost konidija
Table 14. Influence of low relative humidity on the viability

of conidia
DuZina inkubacije u % klijavosti konidija poslije uticaja
uslovima niske vlage vlage od
128 o - - 60 59
248 - 39 57 + -
488 - 4“ 51 0 0
928 5 72 58 0 0
962 - 52 46 0 0
1442 - 45 35 0 0
Kontrola 55 - - - -

Kao #to se 1z ove tabele vidi konidijs potpuno gube klijavost
poslije inkubacije od 24 sata u uslovima relativme vlage od 50% 4
60%,dok u uslovima sa 70% 1 B80% r.v. nisu nastale znafajne promjene
k11 javoeti konidija ni poslije inkubacije od & dana.

Ovi rezultati pokazuju da konidi je C.hertarum lako podnose us
love niske relativne vlage,i5to im omogudava da pri najveéim suSama
gadrfe svoju vitalnost., Ukoliko vlaga vaszduna padne, za vrljeme top
1ih dana,na 50-60%, ipak takvi uslovi ne moraju biti nepovoljni,zah
valjujuéi procesima tranepiracije asimilacionih organa biljaka. FRa
taj na¥in konidije ne samo da su zaftidene od uticaje sude,nego fak
nelage 1 uslove za klijanje., Prema N e w h a 1 1-u (48) tramspira
cija je glavni vzrok visoke relativne vlage u staklenim baStama,u ko
jima stvara optimalne uslove ga ragvoj nekih Cladcsporium vrata. Ta
ko Newhall (47) konstatuje da konidi je C.fulvum klijaju i pri
uslovima od 80% relativme viage vagduha,jer im liSée procesima tran
spiracije ovo obezbjedjuje.
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6.3 K1 8eloat

6.31. Uticaj kiselosti na klijanje konidija

Materijal 1 metod

Suspenzlje konidija iz Ziste kulture,uzgojene na krompir dekst
roznom a&garu,pripremili smo u pufernim rastvorima prema Soren
5 e n 1. Suspenzlje konidija u visecim kapimas ovih rastvora, u Van-
Tieghemovim komoricama,stavljane su u termostat pri temperaturi od
23°, Koristeéi ove puferne smjese dobili smo kiselost sa pH od 1,93
do 9,18. Za jako alkalne sredine,sa pH do 12,pripremali smo posebne
rastvore NaOH u destilovanoj vodi,®ija je aikalnost odredjena pomo
éu elektrifnog pehametra. Ogledi su ponovljeni tri puta,a pri svakom

ponavljanju uzimano je po 4 probe.

Rezultati ogleda
Podaci o uticaju kiselosti sredine na klijanje konidija priks

zanl su u tabeli 15, Ovi podaci pokazuju da je optimalna kiselost za
Tabela 15, Uticaj kiselosti na klijanje konidija

Table 15. Influence of pH concentration on the
germination of conidia

Kiselost Prosjedna klijavost Prosjedna du¥ina hife po-

pH poslije 36 sati u % slije 36 sati u mikronima
2,97 0 0
4,90 75 125
5,90 92 165
6,98 70 43
8,04 62 38
9,18 51 40
11,15 0 0

klijenje konidija pri pH 5,90: u ovom slufaju je zabiljeZena najve
éa klijavost (92%) i najveda prosjedna dufina inicijalne hife (165
mikrona). Ekstremne vrijednosti bile su pri pH 2,97 i pH 11,15.
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6.32. Uticaj kiselosti na porast micelije

Ovi ogledi izvedeni su odvojeno za utvrdjivanje ekstremmnih vri
jednosti i onih za odredjivanje optimalne kiseleosti supstrata.Da bi
smo utvrdili ove uslove u tkivima domaéina,obzirom ns reakeciju éeli
nog soka,odredjena je i njegova kiselost., Kiselost soka 1li3éa bije

log jasena iznosila je pH 5,5=5,8.
6.321, Odredjivanje ekstremnih pH vrijednosti za porast micelije

Katerijal i metod

Ze ova ispitivanja koriSdena je tedna Czapek podloga u kojoj je
kao izvor ugljenika upotrebljena saharoza. Kisele reakcije sredine
pripremane su dodavanjem razliditih koliZina sirdfetne kiseliine,koja
je docnije,zbog izvjiesne toksilnosti,zamjenjena hlorovodoniénom ki
selinom,dok je za alkalne sredine dodavan rastvor natrijum hidroksi
da. Pripremljene podloge razlivene su u Erlen-Mayerove boce, po B5
cem u svakoj boei,u kojima je zatim regulisana kiselost pomodéu lak
mus hartije. Ovsko pripremljene podloge sterilisane su wu autoklawvu
pri 120°c.poslijs dega su razlivene u epruvete i to: u 5 epruveta po
5 cem,a u 3 epruvete po 20 ccm podloge. Prve epruvete zasijane su
fragmentima micelije i sluZile su za pradenje razvoja gljive,dok su
druge (sa po 20 cem podloge) sluZile za ta¥no odredjivanje kiselosti
poslije sterilizacije. Mjerenje pH izvrSeno je pomodu elektirifnog pe
hametra: IRV Ljubljana. Razvoj micelije praden je u toku 25 dana u
termostatu pri optimalnoj temperaturi (21°C). Ogledi su ponovljeni
pet puta. Kao kontrolas sluZile su podloge bez kiseline,odnosno alka
1lije,

Rezultati ogleda.
Ustanovili smo da micelija gljive vrlo slabo raste na podloga

ma &ija je kiselost iznosila ispod pH 3,kag 1 na alkalnim sredinama
8a pH iznad 9. Prestanak porasta micelije zabiljeZen je pri pH 2,4
i 9,6, &to znadi da micelija C.herbarum raste na sredinams sa vrlo
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Zirokinm intervalom kiselosti. Uporedo sa pradenjem ragvoja micelije
kontrolisali smo 1 obrazovanje konidija na ovim podlogama. Konstato
vali smo da se one obrazuju na svim sredinama na kojima je zabiljeZe

no da raste micelijn, Obrazcvanje hlamidospora nije zapaZeno,
6.322. Odredjivenje optimalne kiselosti za porast micelije

Materijal 1 metod

U ovu svrhu pripremili smo Czapek podloge,razlivene u Erlen-Ma
verove boce,u svaku po 250 cem. U ovako pripremljene podloge dodava
na je razlidita kolidina kiseline,odnosno alkalije,tako de su dobi
jene podloge od jako kiselih de jako alkalnih reakcija.Posiije izvr
Sene sterilizacije,izdvojili smo po 50 ccem podloge iz svakog ugzorka
i ova razlili u po 3 epruvete,5to je docnije posluZilo gza ta¥no od
redjivanje kiselosti. Ostatak podloge u Erlen-Mayerovim bocama ( u
svakocj po 200 zem) zasijan je fragmentima micelije, Razvoj micelije
praden je u toku 25 dana pri sobnoj temperaturi (20°-22°C).zatim je
izvrSeno filtriranje podloge,s dobijena micelija gljive susScza u su
fionjku do konstantne teZine. lijerenje teZine suhe tvari izvriemo je

preciznom vagom. Ogledi su ponovljeni pet puta.

Rezultati ogleda
Ovim ispitivanjima,¥iji su rezultvati prikazani grafidki (Grafi

kon 8),ustanovili smo da je optimalna kiselost za razvoj micelije pH
4-6, Kriva grafikona pokazuje nagli uspon od donje ekstremne talke
i veé u sredinama sa pH oko 3,5 micelija pokazuje bujan porast, pos
lije &ega slijedi doeta Sirok raspon,do blego kxiselih esredina,sa ja
ko bujnim razvojem micelije, Kriva zatim postepéno pada pokazujuéi
neSto slabiji porast gljive na alkalnim sredinama. Podaci u grafiko
nu izravnati su parabolom tredeg stepena po metodu najmanjih kvadra

ta.

6.33. Diskusija
Prems ispitivanjima koja je vrio Boc kmann (7) gliiva
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C.herbarum dobro raste na sredinama ¢ija je kiselost sa pH 5,65 64;
7,2 1 8,0; sa tendencijom bujnijeg porasta na alkelnim sredinams,Na
8i regzultati razlikuju se od ovih po tome 8to je veéd u sredinama sa
blago kiselim reakcijama zapazena tendencija opadanja brzine poras
ta micelije. Podloge sa kiselim reakecijama bile su pozodnije. Rezul
tati dobijeni pri ispitivanju uticaja kiselosti na klijanje konidi
Ja takodjer potvrdjuju da su blago kisele sredine optimalne za raz
voj gljive., Kako i pH éelidnog soka lista bijelog jasena ima vrijed
nost izmedju 5,5 i 5,8, mo%} se zaklju¥iti da uslovi u tkivu lista
domadina odgovaraju razvoju gljive. Najnovija istraZivanja koja su
vr$ili Arya i Panwar (4) odgovaraju nedim rezultatima. I
ovi autori su utvrdili da je optimalna kiselost za razvo]j C.herbdrum
od pH 4,5=6. JFremz istim istraZivadima interval kiselosti pri kojoj

se gljiva razvija je pH 3-9.
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Grafikon B. Uticaj kiselosti na porast micelije C.herbarum
Fig.8. Influence of pH pgoncentration on the growth of
mycelium of C.herbarum
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Na&i rezultatl uglavnom odgovarzju zapaZanjima drugih igtrzZi

vala,koji su utiea] kiselosti ispitivall kod raznih Cladosporium vr

sta, Tako,prema ispitivanjima 1ia t h u r-s i saradnika (44),zabi

ljeZena je optimalna kiselost,sa C.yariabile,pri pH 5,5. Za gljivu
Cocucumerinum S trider (59) je utvrdic optimalan porast pri
pH 3,5-4,0; dok je za istu ovu vrstu L e b e n (33) ustanovio opti
mum pE 5,1-6,0, Prema istom ovom autoru minimum je bio pri pH 3,2,
Demmler (17) navodi da se Cladosporium vrste najbolje razvija
ju u granicama pH 5-7.

Vidimo,dakle,da i druge Cladosporiuw vrste imaju optimalan raz
voj u kiselim sredinama,8to je opSta karakieristika veline gljive za

razliku od drugih mikroorganizama (G E um a n n, 25).

6s4e SV jetloet

65.41. Uticaj dnevne i vjeStalke svjetlosti

Materijal i metod

Tapitivali smo uticaj obilne svjetlosti (dnevne i vjestadke) na
brzinu porasta micelije,na klijavost konlidija,porasta inicijalne hi
fe i na br%inu obrazovanja reproduktivnih organa. Podloge od (Czapek
i krompir dekstroznog agara,koje su bile razlivene u Petri ‘sudove,
po 15 cem,i zasijane fragmentima micelije,stavljene su u termostat
pri optimalnoj temperaturi (21°C). Jedna polovina ovih kultura raz
vijala se u potpunoj.tami,dok jJe druga polovina u toku dana bila pod
uticajem dnevme,a u toku noéi vjeStalke svjetlosti. Razvoj je praden
u toku 15 dana. Ogledi su ponovljeni dva puta,s tim Sto je pri sva
kom pomavljanju uzimano po 10 proba. Mjerenjem unakrsnih prefnika na
poletku i na kraju razvoja izrafunsli smc prosje¥ni dmevwni porast,
Ovi podaci obradjeni su wvarijacionom statistikom i prikazani su ta
belarno (Tabela 16),

Rezultati ogleda
Podaei iz tabele 16 pokazuju da ne positoje veée razlike u brzi
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nl porasta micelije u tami i pri svjetlosti. S51iéni rezultati su do
bijeni i prilikom ispitivanja klijavosti konidija, porasta inicijal
ne hife 1 brzine cbrazovanja konidija,tako da ove podatke posebno i

ne iznosimo.

Tabela 16, Porast micelije u tami i pri s¥yjetlosti
Table 16. Growth of the mycelium in dark and light conditioms

Fodloga M I m s v n Ver.8irina

Czapek  Tama 2,51 0,12 0,26 10,36 33 2,00 - 2,84
svjetlost 2,49 0,12 0,15 6,02 14 2,10 = 2,70

Krompir tana 4,75 0,18 0,38 8,00 34 4,21 - 5,71

svjetlost 4,90 0,24 0,34 6,24 17 4,40 - 5,50

6.42, Uticaj ultravioeletne svjetlosti na klijanje konidija

Materijal 1 metod

Konidije gljive,nanesene na sterilne mikroskopske plodice,u su

hom premazu,izlagali smo uticaju ultravioletne svjetlosii u aseptiél
noj} komori,eksponirajuéi gornju stranu plodica u vremenu od: 5,10,
15,20,50 sekundi,zatim 1,2,3,5.10,15 1 20 minuta. Ploéige emo zatim
prenosili u eksikatore sa 100% r.v.v.,pri uslovima sobne temperaty
re (20°-22°c). Izvor ultravioletne svjetlosti bila je lampa Philips
(IUV 30W), koja je od mikroskopskih plo¥ica sa konidijama bila uda
ljena 55 cm. Ogledi su ponovljeni tri puta,s tim 5to je za svaku kom
binaciju.i za svako ponkvlianje uzeto po tri probe. Kontrola klija
vosti vrSena je poslije 24 1 48 sati inkubacije pri optimalnim uslo
vime temperature i vlaZmosti. Rezultati su uporedjivani sa onim do
bijenim na kontrolnim plodicama,koje prethodno nisu bile izlagane u
ticaju ove svjetlosti.

U tabeli 17 prikazano je procentualno emanjenje klijavosti ko
nidija nastalo uticajem ultravioletne svjetlosti u razlifitom vreme
nu trajanja. Podaci imaju relativnu vrijednost jer jadina svjetlos

nog zradenja nije mjerena.
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Gegultati ogzleda

Rezgultati mjerenja.kxoji su prikazani u tabeli 17, pokazuju da
uticaj ultrevioletnoz zraenja na kxlijavost konidija,pri ekspona®ama
do 1 minute,n1je bitan, Frocent k1ijavosti bio je u granicama rezul
tata dobljenih na kontrolnim ploéicama, Medjutim,duZim dejstvom ovih
zrakes klijavost se postepeno smanjuje,tsko de pri inkubaciji od 5 mi

Tabela 17, Uticaj ultravioletne svjetlosti na klijanje konidija

Table 17. Influence of ultraviolet light on the germination
of conidis

Vrijeme ek- % smanjenja klijavosti
sponiranja 5y

nakon 24 nakon 48
1 minut 0 0
2 - 35 22
> " 61 40
5 ¢ 82 51
10 " 94 80
5 o 94 91
20 n 99,2 93

nuta biva umanjena za oko 50%, Potpun gubitak sposobnosti klijanja
nije zapaZen nl poslije dejstva ove svjetlosti u trajanju od 20 mi

nuta.

6.43. Diskusija

Dobijeni rezultati pokazuju da konidije C.herbarum imaju veli

ku otpornost na uticaj ultravioletne svjetlosti. S1liZna mjerenja vr
8111 su i drugi istraZiva®i,&iji se rezultatl uglavmom isti, Tako,
prems rezultatima En g1 1 s h-a 1 saradnika (21), smanjenje kli

Javosti konidija C.herbarum uticajem ove svjetlosti bilo je slijede

fe:
Trajenje eksponiranja Bmanjenje klijavosti #
0,5 minuta 535
s 4,5
2w 21,4
5 " 54,9
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Autori smatraju da je ovako viscka otpornoet konidija (.nerba

rum uslovljena temmom bojom njihovik zideva,S8to su gakljulili i dru
gl istre¥ivadli (Dimond 4 Duggar, prema En g 11 8 h=u
i saradnicima,2l). Oni smatraju de je visoka otpornost repreoduktiv
nih organs nekih gljiva na utiecaj altravfbletn& svjetlosti zavisan
od pigmenata,velifine samih orgena i broja jedara u déelijama. Da bi
potvrdili ovo miSljenje En gl i s h 1 saradniei (21) ispitivali
su uticaj ove svjetlosti i na konidije drugih gljiva sa obojanim re

produktivnim organima (Alternaria 2p.) 1 bezbojnim organima za rep
o

rodukeiju (Botrytis cinerea i Penicillium spp.). Rezultati su poka

gall da je redukclja kl1ijavosti konidija obojenih zidova znatno ma
nja od onin sa bezbojnim zidovima.

Prema rezultatima T h a n o s-a (60),koji je dejstvu ove svje
losti izlagao konidije gljiva C.cucumerinum,C.epipbylum i Momilinia
fructicola,inhibicija klijavosti nastala je mnogc ranije. Za pomenu

te Cladcsporium vrste zapaZeno je,na primjer,smanjenje klijanja veé
nakon 15 sekundi dejstva ove svjetlosti,dok je zrafenje u trajanju
od 2 minuta bilo letalno. Za Monllinia vrstu odgovarajuéa redukeija
k1lijavostl nastalas je tek poslije inkubacije od 5 minuta,dok je za
potpun gubitak vitalnosti bilo potrsbno duZe dejstvo.

Ove razlike u pogledu oitpornostl pojedinih Cladosporium vreta,
koje su dobijene od raznih istra’ivada,nastale su vjerovatno zhog Ta
zlidite jafine izvora zrafenja i nejednake udaljenosti izvora svjet
losti od objekta posmatranja.

Visokom otpornoSéu konidije C.herbarum na utieaj ultravioletne
svjetlosti moZe se objasniti i pojava ove gljive na velikim visina
ma,gdje je bila izolovana &sk na 4-9000 metara nedmorske visine,D e
Vries (18).
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Materl jal 1

Rezvoyj
gama: C z &
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Czapek

podlega bio

6.5, Podloga

Porast micelije na raznim hranljivim podlogama

metod

micelije ispitivali smo na =1ijededim hranljivim podlo
pek agar, Er ompir dekstrozni agar, ialc =a
agar, Ek 8 tra k t 1lista jasena i dekstrozni agar,
~-KErompir agari Vodeni agar. Sastav ovih
je slijedeci:
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FeSO4-7H20 o & w @ g0k M

Glukoge D s + 5 & & o 3= ¥

A-gﬂ-r - & * & 8 °© & 9 200_ L

Destilovana voda . . 1l.—- litar

Krompdizr dekstrozni agar

Krompir a s s s 8 s o 404 ETX.
Glukoza D o o o o o o 20— "
ABEY & 2.8 o v o o o BC= ¥

Destilovana voda . . 1.- litar
Malcec agar

Pivski slad 5 Ba . .
Agar.....-.-a?%

Ovas agagar

Ovas (2rno) « « « o «120,- gr.
AERYS .6 i dva wilasae 20pEc0l
Destilovana voda o+ « Ll.= litar

Ekstrakt lista jasena
List jasena (suh) . .1Q0.- gr.
Glukoza D L T T B 20.‘ u
Agar.......-QO.—"
Destilovana voda . . 1l.- litar
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Czcapek-Krompdir agar

Czapek rodloga prednjeg sastave
Erompir « + s o« « o 4&.7 ET.
AZAT o o o o s 5 o o 20, "

Vodeni agar
Agar . . s s s & 3 s 20.— gr.
Destilovana voda . . l.- litar

Cilj ovih ogleda bio je odredjivanje brzine i intenziteta rag
voja micelije na razliditim supstratima, odredjivanje najpovoljnije
podloge z2 razvoj gljive 1 utvrdjivanje opdtih karakteristika ko]ﬁ
nija.

Pripremljene podloge razlivene su u Petri sudove,u svaki po 15
ccm,i zatim zesijave fragmentima micelije veli¥ine 2x2 mm, Pradenje
razvoja micelije vrdeno je u teéermostatu pri optimalnoj temperaturi
(21“0),u toku 15 dana,., Registrovanje brzine porasta vrSeno je svako
dnevno,mjerenjem unakrsnih preénika kolonijs,s tim 8toc je prvo mje
renje,kao 1 u sludaju ispitivanja uticaja temperature,izvrienc pos
lije tri dana inkubacije,tj. nakon vidljivo cbrazovane kolonije no

ve micelije., Na kraju je izradunat prosjedan dnewvni porast.

Rezultati ogleda

Pros jetan dnevni porast micelije u toku 15 dama razvoje prika
zan je tabelarno (tabela 18),gdje su podaci obradjeni varijacionom
statistikom,dok je intenzitet razvoja micelije prikazan grafifki (gra
fiken 9.).

Ovi rezultati pokazuju da je najbrZi porast micelije na pofflo
gama: k r om p i1 r dekatrozni agar, ma lc agari ekstrakt
lista jasena. Na ovim supstratims prosjefan dnevni porast micelije
bio je pribliZno jednak (4,75; 4,65; 4,73 mm). Miceliia najsporije
raste na podlozi od vodenog eagars (1,63 mm),ali sv i ostale
podloge (C zapek agar, ovas agari Czapek - kronm
P ir agsr) slabi supstrati za razvoj C.herbarum.

Sto se ti¥e intenziteta razvoja micelijé na ispitivanim podlo
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gama (grafikon 9) zapaZeno je da micelija na podlogama krom pi r
dekstrozni agar, ma 1l ¢ agari ek s trakt lista jesena ima
ravnomjeran porast (prira3éivanje je pravolinijsko), dok je na csta
lim podlogama zabiljeZenc cpadanje brzine porasta sa starenjem kul
tura.

Tabela 18, Uticaj podloge na porast micelije
Table 18, Influence of medium on the growth of mycelium

Podloga ¥ £ m 8 v n Var.8irina
Czapek 2,51 0,12 0,26 10,36 33 2,00 - 2,84
Krompir 4,75 C,18 0,38 8,00 34 4,21 = 5,71
tale 4,65 0,17 0,19 4,09 12 4,28 - 4,91
Ovas 2,84 0,14 0,17 5,98 13 2,58 - 3,36
Iist jasena 4,75 0,08 0,07 1,48 9 4,62 - 4,86
Czapek-krompir 2,88 0,23 0,50 17,36 36 1,58 - 4,00
Vedeni agar 1,63 0,12 0,09 5,52 8 1,54 - 1,79

Karakteristike kolonija gljive na pojedinim podlogame bile su
slijedede:

C zapek agar, Kolonija Je vunasta,sa dosta vazduSne mice
lije. Boja je u pofetku blijedo siva,a docnije sivo mrka,tako da je
kolonija u sredini uvijek neSto tamnije. Rub kolonije je bezbojan i
razvija se nepravilno.

Krompir dekstrozni agar. Kolonija je talasasta. Boja je
u poletku maslinasto zelena,a docnije zeleno mrka,proSarans sivkas
tim povrSinama vazduSne micelije. Rub kolonije je jasan,bjelilast i
razvija se pravilno.

M alec agar. Porast micelije je bujan,kolonija je somotasta,
maslinasto zelena,bez vazdulne micelije,tako da. je njena povré&ina
prafkastog iggleda. Rub kolonije je jasnc razvijen i obrazuje pravi
lan krug.

O vas agar. Porast micelije je srednji. Kolonija se formira
talasasto,bez vazduSne micelije. Boja micelije je mrko zelena,a rub
kolonije je slabo vidljiv i pravilan.
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Grafikon 9. Intengitet razvoja C.herbarum na raznim podlogama
Pig. 9. The intensity of growth of C.herbarum on different media

Eketrakt lista jasena. Hicelija ima bujan porast. Boja
je maslinasto zelena. Povr¥ina kolioniie je somuvcasta,a rub pravilan
i slabo vidljiv.

Czapek=-Krompir agar. Na ovoj kombinovano] podlo
zi kolonije imaju brzinu porasta pribliZno istu kao na Czapek podlo
2i standardnog sastava,dok su boja i pravilnost ruba slidni onim na
podlogama od krompi& dekstroznog agara,

Vodeni agar. Na ovoj podlozi micelija raste vrlo slabo.
Boja 4e mrko zelena,u sredini kolonije nedto tannija. Rub kolonije

Je zraxast,slabo vidljiv i dosta pravilan.

Na ispitivanim podlogamg nije zapaZeno lu¥enje pigmenata. Obra
zovanje reproduktivnih organa na svim podlogams zapazeno je veé pos
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1ije 5 dana,tj.odmah sa pojavom nove micelije. Medjutim, formiranje

savrdene forme Mycosphaerells tulasnei Jancz. nijé zabiljeZeno.

6.52, Uticaj glucida na porast micelije

Materijal i metod

Uporedo sa ispitivanjima uticaja hranljive podloge na porast
micelije C.herbarum,ispitivali smo i uticaj glucida na brzinu razvo
ja gljive. Koristili smo slijedeée glucide kao izvor ugljeniéne ish
rane: glukoza D, saharoza, lektoza i skrob. KoriStena je s“andardna
C zapelk agar podloga,u kojoj Jje samo mijenjan izvor ugljenika,
Razvoj micelije praden je u toku 15 dana u Petri éudovima, u termos
tatu,pri optimalnoj temperaturi (21°dj,mjerenjem unakrsnih preénika
kolonija na pofetku 1 na kraju razvoja. Srednje vrijednosti dnevnog
porasta dbrsdjane B varijacionom statlistikom 1 prikagzane su u tabe
1i 19, Ogledi su ponovljeni tri puta,a ukupan broj proba (n), za po
jedine izvore ugljenika,oznafen je u tabell.

Tabela 19. Uticaj glucida na porast micelije
Table 19, Influence of glycosides on the growth of mycelium

Vrste glucida ¥  mn 8 v n Var.S3irina
Glukoza 2,51 0,12 0,26 10,36 33 2,00 - 2,84
Saharoza 2,64 0,12 0,20 7,58 23 2,06 - 2,92
Laktoza 2,87 0,20 0,27 9,41 15 2,28 - 3,28
Skrob 2,68 0,27 0,38 14,18 17 2,22 - 3,33

Iz ove tabele vidi se da izvor ugljenika nije imao vedeg utica
je na brzinu porasta micelije. Pretpostavliall smo da dée najbrZi po
rast biti na podlozi sa glukozom,a najsporiji sa skrobom., Medjutim,
prosjedni dnevni porast micelije najvedéi ji na podlozl sa laktosom
(2,87 mm) ,zatim na onim sa skrobom i saharozom,dok je na glukoznoj
podlozi bio najmanji (2,51 mm). Ove navodi na zakljufak da gljiva i
ma jednaku sposobnost da asimiliSe sve ispitivane vrste glucida,ko

Je,uz pomoé svojih fermenata,prethodno razlaZe,
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7. FERMENTNA AKTIVNOST

Tels Oksido-redukcioni procesi

Imajuéi u vidu znacaj ovih fermenata u procesu razeradnje zido
va biljnin éelija,5to je do sada naroito isticano kod gzljiva prouz
rokovala trulezi drveta,bilo je od interesa ispitati da 1i 1 gljiva
C.herbarum proizvodi ove materije i u kakvon intenzitetu. Smatra se
da je uloga ovih fermenata narofito znafajna u procesima delignifi
kacije,gdje se pomodu njih ligninska supstanca prevodi u oblike lek
e rastvorljive wwvodi (Dion i Lyr,cite. Chiarappa,
11), Chiarappa osim toga pripisuje ovim fermentima i spo
sobnost oksidacije fenola u druge fitotoksilne materije,kao i sposo

bnost inaktivacije proteina,auksina i hormona.
Tell. Aktivnost oksidaza

Za ova ispitivanja upotrebljen je metod kojeg je prvi opisaco
Bavendamnmn (6),a koji je docnije prihvaden i ragzradjenod D a
vids on-a i saradnika (15). U nadim ogledima,za razliku od D &
vidson -a, unjesto malc podloge upotrebljena je nedto svjetli
ja pddloga-oa krompir dekstroznog agara. Poslije pripremanja i hla
djenja u podlogu je na svakih 29,75 com dodavano po 5,25 cem O05% ra
stvora gelne,odnosno taninske kiseline. Vrijednost sH podloga bila
je 4,3, Zasijavénje je vrieno fragmentima micelije velifine 2x2 mm,
iz &iste kulture stare 2 mjeseca. Petri sudovi u kojima su pradeni
ovi ogledi driani su u termostatu pri temperaturi 21°C, Ispitivanja
Su izvrdena u tri serije,sa po Sest prova,a kao test organizam kori

Stena je gljiva Coriolus yersicolor (Fr.) Quel, Pradenje aktivnosti

oksidage vreno je u toku 7 dana.

Rad sa galnom kiselinom. Presjean dnevni porast micelije i 3irina
zone obojavanja podloge izheti -su u tabeli 20, ZapaZeno je da oboja

vanje podloge nastajé veé nakon 24 sata inkubacije. Micelija raste
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na podlozl sa galnom kiselinom,iako zpatno sporije nego na Kontrol
nim podlogama, Prosjedan dnevni porast iznosio je 2,17 mm, Obojava
nje podloge je vrlo intenzivno,tako da veé poslije 7 danz preénik o
bojene,difuzione,zone iznosi 42-48 mm (mjereno zajedno sa kolonijom
micelije),dok Sirina samog oreola obojene zone izvan kolonije glji

Tabela 20, Oksidacija podloge sa galnom i teninskom kiselinom
Table 20, Fermentation of media with gallic and tannic acid

—

Kiselina u Intenzitet Frosjefan dne  Prenik Grupa po
podlozi reakcije vni porast mi obojene Davidsonu
celije umm  zone mm .
Galna T+ 2,17 42-48
6
Taninska ++++ 2,12 21-28

ve iznosi oko 30 mm. Boja difuzione zone,prema kodeksu boja od S e
z u y-a (53) pripada tonovima 158,145 i 126. Najintenzivnije oboja
vanje javlja se u zonl inokuluma,dok je prema periferiji boja svjeti
lija. Obojavanje podloge sa galnom kiselinom prikazano je nz slicf

4.

Slika 4. Oksidacija podloge sa galnom kiselinow uticajem C.herbarun

Photo 4. Fermentation of media with gzllic acld by C.herbarum

Rad sa taninskom kiselinom. Na ovoj podlozi je takodjer dobijena po

zitivna reakcija,s tim 3to je obojavanje neSto svjetlije nego na po
dlogi sa galnom kiselinom. Micelija raste pribli%no isto (prosjedan
dnevni porast je 2,12 mm). Obojavanje podloge podinje 24 sata inku
bacije,a Sirina obojene zone je ovdje znatno manja,21-28 mm zajedno
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sa kolonijom gljive,dok je Sirina samog orecla obcjene zone iznosi
la prosjefno 10 mm (mjereno nakon 7 dana inlkubacijel.
Diskusi ja

Prema stepenu obojavanja podloge i Birini difuzione zone Da
vids on i saradnici su podijelili gljive u pet grupa. U grupu
"4+++++" svrstane su one vrste &iji je intenzitet oksidacionih proce
sa najizraZfeniji,dok su u grupu "+" svrstane gljive sa najslsbije i
graZfenim ovim procesima. Gljiva C.versicolor,koju smo mi koris tili
kao test organizam,svrstane je prema ovim autorime u grupu "i+++"
(difuziona zona neprogirne,tammo ovojena i 3iri se znatno ispred zo
ne inokuluma), Isti intenzitet obojavanja pokazala je 1 proulavana

gljiva C.herbarum,

T7.12. Aktivnost reduktaza

Za ova ispitivanja koristili smo metod koji je opisao Krstié
(36) ,po kojem se aktivnost ovog fermenta ocjenjuje na osnovu reduk
cije metil zelenila. Pripremljeni rastvor ove boje (Methil green -
Hema Drug) u bidestilovanoj vodi,u 0,005% koncentraciji, dodavan je
u jednskom omjeru u te¥nu Czapek podlogu (100 cem rastvora boje 1100
cem podlogs). Oveko pripremljene podloge razlivali smo u epruvete,u
svaku po 5 cem,zatim ih,poslije zasijavanja micelijom gljive,Zuvali
u potpunoj temi,u termostatu,prli temperaturi 23°C. Pradenje obezbo
Javanja podloge vrieno je svakodnewvno. Ogledi su ponovljeni tri puta
2 u svekoj seriji bile je po 10 epruveta zasijanih micelijom i po 3
epruvete bez micelije (kontrolne epruvete).

Obezbojavanje podloge,odnosno aktivnost reduktaze,pratili smo
i na drugi na¥in. U Czapek-agar podlogu dodavali smo po 1 cem 0,1%
rastvora metil zelenila na svakih 30 cem podloge. Podloge su,zatim,
razlivene u Petri sudove i zasijane micelijom i dalje Guvane u ter
mostatu,pri konstantnoj temperaturi,kao i u prethodnom sludaju. Ovi
ogledu su takodjer ponovljeni tri puta,s tim 3to je pri svakom pona

vljanju bilo po 5 prcba, Kao kontrola sluZile su iste podioge,u ko
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je;medjutim,nije unesena micelija gljive.

Rezultati ogleda

Ozled 1, ‘Neznatno obezbojavanje podloge zapaZeno je veé posli
je 3 dana inkubacije. Zeleno plava boja postepenc se gubila,podloga
4e dobijela svjetlo gelenkastu nijansu,da bi nakon 12 dana postala
potpuno bezbojna. Za isto vrijeme kontrolne podloge zadrZale su svo

ju osnovnu zeleno plawvu boju.

Ogled 2, Obezbojavanje podloge razvijalo se postepeno, uporedo
sa §irenjem kolonije gljive,ali je ova zona jedva prelazila rub ko
lonije (cko 1 mm).

Na osnovu ovih ispitivanja moZe se zakljuliti da gljiva C.her
Egzggdproizvodi reduktazu,ali je njena aktivnost znatno slabija od
oksidaza, Medjutim,interesantno je da ova gljiva ne proizvedi ovaj
ferment u kulturama u kojima nema redukujuéih materija. Ovo su poka
zali ogledi koji su bili posebno postavljerni,koriftenjem filtrata o
ve gljive u koji je dodavano metil zelenilo. Vidljive promjene boje
ovako pripremljenih supstrata nisu nastupile ni poslije 30 dana in

kubacije.

7.2. Hidrolitilki fermenti

Ispitivanje aktivnosti hidrolitickih fermenata nekih Cladospo
rium vrsta bileo je predmet izufavanja mnogih istraZivafa. Narofito
je.bio ispitivan ferment celulaza,&ija je aktivnost konstatovana i
kod C.,herbarum (Ardakawa, 3; De Vries, 18), Nadim istra
Zivanjima Zeljeli smo da utvrdimo da 1i i ovaj izclat C.herbarum lu

81 ove fermente i kakva je njihova aktivnost.
T«21l. Saharaza

Materijal i metod

Pripremili smo 10 Erlen-Mayer-ovih boca sa po 250 cem Czapek
teéne podloge razlidite kiselosti (pH 2,5-10,5). Poslije izvrSene s

terilizacije,izdvojeno je iz svake boce po 50 ccm podloge, koja jJe
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zatim razlivena u po ) epruvete., Osta*ak podlog2 u bocama zasijall
smo micelijom gljive i drZali pri sobnoj temperaturi (20°=22°C) u to
ku 25 dana. Poslije ovog perioda inkubacije dobijeni filtrat gljive
tretiran je reagensima Feling I i II radi utvrdjivanjz prisustva mo
nosaharida. Ovi ogledi ponovljeni su pet puta. Podloce u epruvetama

sluZile su kao kontrola i one nisu bile zasijavane.

Hezultati ogleda

Analiza je pokazala pozitivnu reakeciju pri tretiranju filtrata
gljive Felingovim rastvorimz,3to znafi da je u filtratu bilo slobod
nih monosaharida. Sto se tiZe kentrolninh podloga prisustvo monoza ot
kriveno je u onim uzorcima u kojima je,radi dobijanja kiselih sredi
na,dodavana hlorovodoni®na kiselina, U ostalim uzorcima tragovi mo
noga nisu zapaZeni. Na osnovu ovih rezultata moZe se zakljufiti da
Je pojava monosaharida u filtratu gljive posljedica aktivnosti saha
raze,all i da je njihovu pojavu mogude izazvati i dejstvom nekih ki

selina.

Te22. Celulaza

Materijal i metod

Rad sa filter papirom. Ha z r a i saradnici (30) opisali su

metod brzog odredjivanja aktivnosti fermenta celulaza kod gljiva. O
vaj metod posluZio nam je kao osnov za nade oglede.

U Petri sudovima (prednika 10 cm) pripremili smo podloge krom
pir dekstroznog agara i agar-agara (po 15 cem u svakom sudu), preko
kojih smo postavili sterilisan filter papir. Ovako pripremljene pod
loge zasijane su micelijom i Cuvane u termostatu pri temperaturi od
21%,

Nakon 30-dnevnog razvoja micelije na filter papiru,na kojem je
imala bujan pﬁraat,skinuli smo papir sa podloge i otietili ga od ve
getativnih dijelova gljive razvijanih na povrdini., Filter papir Je
zatim tretiran hlor-cink-jod reagensom,pripremljenim prema receptu
Dop=-Gautie-a(l9).
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Eand sa Bterilnog_vatqg. Po ugledu na L u t z-ova istraZivanja
(42) pripremili smo uobiZajenu tednu Czapek podlogu iz koje je izos
tavljen izvor ugljeni®ne ishrane, U podlogu je,umjesto Selera, stav
ljena sterilna vata,poslije &ega je izvrSeno zasijavanje micelijom
gljive. Kulture su ostavljene da se razvijaju u-toku 60 dana u ter
mostatu pri temperaturi 21°C,poalije tega je izvrSena analiza prisu

stve monoza u filtratu.

Rezultati ogleda
Pri upotrebl filter papirs zapaZene su,poslije tretiranja hlor

cink=jodom,razli%ite nijanse obojavanja u pojedinim zonema. PFilter
papir izvan kolonije gljive bioc je tamno plave boje,dok se u zoni i
nokuluma boja mijenjala,po rubu je bila ervenkasta s u sredini kolo
nije svjetlo smedje boje.

Mikroskopskom analizom celuloznih wvlakana,uzetih iz sredine rs
nije-rormirane kolonije gljive,zapaZeno je da su ovi protkani mice
lijom i da je proces njihovog razaranja u toku. Vliakna su bila ispu
cala 1 mjestimi¥no proBarana Supljinama,

Med jutim,iako su promjene u gradji celuloznih vlakana bile uoé
1jive,ipex nam se 8ini da ovaj metod nije dovoljno siguran za odre
djivanje dAntenziteta akiivmosti celulaze.

Rad sa steriluom vatom dao je jo¥ nesigurnije rezultate. Iako
e po;aat micelije na svim podlogdma se sterilnom vatom bio bujan,u
filtratu gljive nije zabiljeZfeno prisustvo Zedera. Pretpostavljamo
da gljiva razlaZe izvjesnmu koliZinu celuloze,koju u cjelini koristi
sa 8voje potrebe 111 je osjetljivost Felingovih rastvora nedovoljna
da otkrije male koli¥ine Zefera u supstratu. :

Ovi regultati naveli su nas da ispitamo brzinu asimilacije &e
dera iz podloge 1 da utvrdimo vrijeme kada 1 posljednja zaliha ovog
igvora ugljenika biva iskoriStena iz podloég. U ovom cilju izvedeni
su slijedeél ogledi:

krompir te¥mu podlogu sa glukozom pripremili smo u Erlen-liayer
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ovim bocama,po 250 ccm u svakoj boeci,koje smo zatim zasijali miceli
jom gljive. Poslije 30 dana razvoja pri scbnoj temperaturi (20°-22%)
kontrolisali smo prisustvo glukoze u podlozi. Tretiranje Felingovim
rastvorima pokazalo je da je u podlozi ovog Bedera bilo u dovoljnoj
kolidini, Do istog rezultata dofli smo i prilikom kontrole nskon 60
dana inkubacije. Potpuno is@ezevanje slobodnog Sefera iz podloge za
biljeZeno je nakon 4 mjeseca.

Ovi ogledi,koji su izvedeni u trl serije sa po 10 proba, ukazu
ju na relativno sporu asimilaciju glukoze iz podloge,u kojoj je Se
éer bio zastupljen sa 2%. Do ovoga je svakako doSlo i zbog postoja
nja drugoé igvora ugljenika u podlezi (krompir i moguéi sastojei u
tekudéoj vodi).

Diskusija

Ved smo naveli da je ispitivanje aktiwnosti celulaze bilo vrie
no i od drugih istraZiva%a, Tako su Hus ein i Rieh (32) 1
Strider (59) ustanovili da gljiva Cladosporium cucumerinum ta

kodjer proizvodi znatnu kolidinu ovog fermenta i de u procesu razvo
ja bolesti njemu pripsda vaZna uloga. Ar ak awa (3) je utvrdio

da C.herbarum razlaZe hidrocelulozu i da je ova] proces stimulisan

prisustvom ksilogze, D e Vr i e 8 (18) je,ispitujuéi aktivnost ce
Julaze na podlogams gdje je izvor ugljenika bio filter papir,ustano
vio da mnoge Cladosporium vrste,medju kojima i C.,herbarum, vrSe rasz
laganje celuldze.

Nada ispitivanja potvrdjuju rezultete drugih autoras prems koji
ma C.herbarum proizvodi ferment celulazu. Medjutim,prems naBoj ocje
ni,aktivnoat ovog fermenta kod naSeg izolata nije jako izra¥ena 11i
su metodi koje smo koristili hedmljno precizni.

62




8., VJESTACKE INFEKCIJE
8.,1. Infekcije u prirodi

Materijal i metod

U proljeée 1962,godine posadili smo na jednoj parceli, u rasad
niku "Sedrenik" pored Sarajeva, B0 sadnica bljelog jasena 1i 20 sad
nica crnog jasena. Starost ovih sadnica bila je 4 godine.

Prvu seriju inokulaecija izvr5ili smo 24.aprila 1962.godine. Ta
da je bilo inokulisanoc 18 sadnice bijelog jasena,medju kojima je bi
lo 15 sadnica u fazi pred otvaranja pupoljaka,dok su 3 sadnice veé
imale razvijene prve listove. Inokulacije su izvrSene suspenzijom ko
nidija u tekudoj vodi,polijevanjem vrhova sadnica, Konidije su uze
te iz &iste kulture gljive,uzgojene na tefnoj krompir dekstrozno] po
dlozi,starosti 60 dana. Cilj ovih ogleda bio je. utvrdjivanje mogué
nostli infekeije u prirodi,pod normalnim uslovima,neposredno pred kre
tanje vegetacije. Klimatseke prilike,naime,u vrijeme inokulacija, bi
le su nepovoljne za razvoj bolesti., Vrijeme je bilo suntano i toplo,
Srednja dnevna temperatura za Sarajevo,prema podacima Hidrometeoro
logkog zavoda u Sarajevu,iznosila je 17,0°C., Maksimalna temperatura
bila je 24,8°C, a minimalna 7,9°C. Srednja relativna vlaga vazduha
iznosila je svega 57%.

Drugu seriju inokulacija izvrd3ili smo 4.maja 1962.godine, kori
steéi ponovo suspenziju konidija pripremljenu na isti nafin. U ovoj
seriji bpile su inokulisane sve preostale sadnice (62 sadnice bijelog
Jasena i 20 sadnica crnog jasena),koje su fada imale formirane prve
listove. Neke od ovih sadnica inokulisali smo poslije prethodnog po
vredjivanja listova,8to je izvrSeno sterilnom iglom (ukupno 15 sad
nica bijelog jasena). Preostale sadnice inckulisali smo na na&in kao
i u brethodnoj seriji, Ovim smo Zeljell utvrditi znalaj povreda 1is
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éa na moguénost lskBeg ostvarivanja infekcilja. Druga serija inokula
cija,za razliku od prve serije,izvedens je pri klimafskim prilikams
povoljnijim za razve] bolestl. Vrijeme je bilo oblafno,a sgzabiljeZe
ne su 1 slabe padevine u nekoliko narednih dane. Srednja dnevna tem
peratura na dan inokulisanja iznosila je 10,8°C, makeimaina je bila
17,2%, & minimalna 1,1°0. Srednja relativna vlaga vazduha bila je
75%.

Rezultati ogleda

Prva serija inokulacija. Prvim pregladom sadnica,koji je izvr
Zen 30.,aprilsa,tj. 6 dana nskon izvrSenih inokulacija,nisu zepaZene
nikakve promjene. Veéina inokulisanih sadnice nije bila prolistala,
tako da se odredjena zapafanja i nisu mogla ostvariti. Drugi pregled
ovih sadnica izvrSen je 4.maja, Tada je na sadnicama,Stc su u vrije
me inokulisanja imale razvijene listove,zapaZfena pojava mrkih nekro
ti¥nih pjeza po obodu lista. Ove pjege bile su sitne a njihov broj
mali. Preostale sadnice su jo# uvijek bile bez znakova bolesti.

Slijededa analiza sadnica izvrSenma je 10.maja, Tada je,od ukup
no 18 sadnica koliko je inokulisanoc u prvo]j seriji,pojava nekroze na
mladom 1iZéu bila zapaZena samo na 3 sadnice, To su bile iste sadni
ce na kojima su ove promjene bile zapaZene i pri prethodnoj kontro
11,dakle,one sadnice 5to su na dan inckulisanje (24.aprila)imale ra
2vijone listove. Jedna od ovih sadnioca imala je nekrotiran vrk isboj
ka (pojava koja je bila tipidna u vrijeme razvoja bolesti u PanSeval
kom ritu 1960.godine), U toku narednih kontrola uspjeha vjebta¥kih
infekcija,dto je obavljano svakih 10-15 dana,na sadnicama nisu bile
sablljefene dalje promjene. Ume su se do kraja 1ljeta normslno razvi
Jale.

- Druge serija inokulscija. Kao i u prethodnom sludaju ni ovdje
nisu sapafene nikakve promjene na sadnicama pri kontroli koja je iz
vriena 6 dans nakon izvrSenih inokulacija. Prilikom druge kontrole,
koja je izvrSena 18,maja,stanje je bilo slijedede: od ukupno 15 sad

nica bijelog jasena,ito su bile inokulisane poslije prethodnog pov
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redjivanja li8éa,sitne nekrotine pjege mrke boje zapaZene su na 13
sadnica. Ove nekroze bile su lokalne i nisu ostavljale posljedice u
daljem razvoju biljska. Izmedju preostalih 47 sadnica bijelog jase
na,koje u vrijeme inokulisanja nisu bile povredjivane,sline pojave
nekrotidnih pjega zapaZena Je na 30 sadnica. Nekroza vrdnog izbojka
koji je postao mrk i povijen,zapaZena je medju ovim sadnicama samo
u jednom primjeru. U toku daljeg razvcja biljaka pojava nekrotiZnih
.pjega zabiljeZena je na gotovo svim'sadnicama,ali su ove bile ogra
nifene samo na mlado lidce,

mi naScj oglednoj plohi zapazili smo,na sadnicama bijelog jase
na,pojavu lisnih vasiju,tako da je postojala sumnja o eventualnom u
gedén ovih :I.néekata u procesu razvoja zapaZenih nekroza,bilo kaso nji
hovi direktni prouzrokova&i ili indirektno,lufenjem medne rose,kojas
je pospjedila razvoj C.herbarum. De bismo provjerili da 1i je pojava
nekrotiénih pjega bila ogranilena samo ma inokulisane sadnice, izvr
8ili smo detaljan pregled svih sadnica bijelog jesena u rasadmniku
"Sedrenik". Na ova] nadin sve ostale sadnice jasena (koje nisu bile
predmet nadih tretiranja) sluZ¥ile su kao kontrola., Pojava vaSiju bi
la je zapaZena 1 na ovim sadnicama,ali razvoj sliénih nekroza nije
konstatovan.’ 0 ulozi vasiju u procesu infekeije biée govora u disku
8i1jl ovog poglavlja.

Sto se tide sadnica crnog’ jesena,pojava nékrotidnih Pjege bila
je zapaZena samo na 3 sadnice,dok su osfale bile bez ikakvih promje
na na liséu.

Da bismo potvrdili da je C.herbarum prouzrokovao pojavu nekro
t1%nih pjega na 1i¥éu bijelog jasena izvrSena .je reizolacija gljive
iz ovih dijelova tkiva, Novli izolat bio je identi¥an prethodnom. Re
izolacija je izvriena 18.maja iste godine i to sa svake sadnice po
sebno., Iz nekrotiZnih pjega lista crnog jasena reizolacija nije us
Pjela,
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Diskusija

Analizirajuéi rezultate inokulaeija pod prirodnim uslovima mo
%e se konstatovati da se tipiéni simptomi bolesti,koji su ranije bi
1i opisani,ne javljaju. Izuzeci koji su u par slulajeva zabiljeZeni
nisu dovoljni za donodenje realnijih zakljufaka. Ipak je zapaZenoda
su inokulacije bille uspjeSnije ako su ove izvriene poslije prethod
nog otvaranja pupoljaka, U ovakvinm slufajevima uspjeh inokulacija je
preko 50%., Zapafen je takodjer slab uspjeh vjedStafkih infekeijau pr
voj seriji,8to se moZe tumaditi i neodgovarajuéim klimatskim prili
kama za pojavu bolesti, Osim toga 1 fenofaza u razvoju biljaka,peri
cd pred kretanje vegetacije,ne odgovatra uslovima koji su nuZni za po
javu 1 razvoj ove bolesti. Naime,u sludaju prve serije inokulacija,
gljiva je potrebnu vlagu za svoj razvoj nalazila .samo u atmosferi,
dok je u drugom slufaju izvjesna kolidina vlage bila obezbjedjena i
procesom transpiracije,koja za uspjeh infekeija moZe da ima welikl

znafaj., Prema N ew h a 1 1-u (47) gljiva Cladosporium fulvumse ra

zvija i u uslovima relativne vlage vazduha od 80%,jer se na povrSi
ni 1is5éa jod uvijek nalazi dovoljnoc vlage koja obezbjedjuje uslove
2a klijanje konidi ja.

Nasuprot uslovima koje emo imali pri obavljanju inokulacija u
prvoj seriji,klimatske prilike u vrijeme druge serije bile su znat
no povoljnije za razvej gljive. Vazduh je bic bogatiji vlagom,a mla
do liSée je ove uslove jos poboljSavalo,3to je utiecalo na Dbolji us
pjeh vjedtadkih infekci ja.

Osim toga 1 pojava vaSiju,o0 kojime je bilo rijedi,vjerovatno je
uticala na veéi uspjeh infekcija u drugoj seriji. Znadaj vaSiju u
procesu infekeije nekih gljiva bio Je ranije zapaZen od nekih istra .
Zivala, Takosu Ar ya i Panwar (4) pokazali da je uspjeh
infekeija od C.herbarum na pSenici bio znatno veéi u prisustvu ovih
insekata (78%),nego bez njih (38%). O ulozli wadiju u procesu infek
cije oa_g.herba:um Pleali sui Hausermann i Thomas

66



(31),ko0ji su istakli znala] medne rose u procesu infekeije,

Iako je u nafim ogledima uspjeh inokulacija bioc 69%, ipak, raz
voj nekroti¥nih pjega (njihov broj i velidina) pokezuju da uslovi u
rasedniku "Sedrenik" ne odgovaraju razvoju C.herbarum.Ovome je dop
rinjeo 1 sam poloZaj rasadnika,kcji leZi na uzvidici gdje je ecirku
lacija wvazduha vrlo dobra,8to Je uticalo na naSe rezultate.

Ogledima koje smo izvell naredne 1963.godine pokuSali smo obesz
bjediti povoljnije uslove za razvoj bolesti u kom cilju su postavlje

nl laboratorijski pokusi.

8.2 Infekcije u laboratorijskim uslovima

Materijal i metod
Ovi oglsdi postavljeni su na dve nadina.

U prvom sludaju inokulacije smo izvr$ili na trogodidnjim sadni
cama bijelog jasena,porijeklom iz okoline Sanskog Mosta, Ukupno je
zasedjeno 20 sadnica,a njihovo inckulisanje izvrSeno je 8.aprila u
trenutku kada su pupoljei bili u fazi otvaranjs. Inokulisane sadni
ce,koje su se razvijale u saksijama,éuvane su u uslovima sobne +tem
perature (20°-22°C). Poslije 7 deana inkubacije,podto nisu bile zapa
Zene nikakve promjene na izbojcima i mladom liBéu,izvréena je prov
Jera klijavosti konidija sa izbojaka sadnica,8to je dalo negai:ivne
rezultate. Zbog toga emo posumnjali u pogodnost uslovae za nastanak
infekcija,pa su 15.aprila izvrdene nove inokulacije na isti nadin,
suspenzijom konidija u tekuéoj vodi,poslije Sega su sadnice pokrive
ne staklenim cilindrima. Zalijevanje zemljista u saksijama vrieno je
svakodnewvno i obilato,tako da je,i pored moguénosti isparavanja vla
ge ispod cilindara i kroz zemljiSte,vazduh ispod cilindara bio zasi
éen vodenom parom,¥ime su uslovi za klijanje konidija i infekeije bi
1i obezbjedjeni.

U drugom sludaju,pripremili esmo izbojke bijelog jasena,koji su
inokulisani po istom metodu. Iz Arboretuma Sumarskog fakulteta u Sa
rajevu ugeli smo ukupno 100 komada izbojaka,du¥ine oko 20 omkofi su
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odrZavenl u staklenim sudovima pri sobnoj temperaturi. Tekuéa voda
U sudovima zamjenjivane je svakodnevno. Inokulaclje ovih izbojaka iz
vrSene su u vrijeme otvaranja pupoljaka,s tim Sto smo i ovdje dizvr
8111 njihovo povredjivanje nma 50 primjeraka, Sudcevi su,poslije izvr
Benog inokulisanja,pokriveni staklenim cilindrima u toku narednih 72
sata,5to je trebalo da obezbjedi mskeimalnu relativmu vlagu za peri
od,koji je po naBoj ocjeni bio dovoljan za klijanje konidija i pene
traciju micelije u tkivo domadina. Stakleni cilindri su zatim uklo
njenl,a sudovi su,zajedno sa izbojcima,dslje odrZavani izvan labora
torije uz redovno prekanje vodom radli cvdrfavanja vlaZnosti.Promjene

na izbojecima pradene su svakodnevno,
Rezultati ogleda

Ogledi u saksijama. Pojava prvih nekrotilnih pjega (Slika 5) za
PaZena je na najmladjem dijelu izbojaka devet dane nakon izvrSenih

inokulacija. Njihova veli¥ina bila je oko 2 mm, Narednog deama vell
&ina ovih pjega znasino se povelala,zahvatejuéi izbojak u duZini oko
1 em,a ubrzo zatim cijeli vrdni izbojak bio je nekrotiran. FNekrotid
ne pjege su se zatim #&irile prems osnovi izbojka,tako da se mj 8ve
vife povijao. I novi izbojei koji su naknadno tjerali bili su ubrzo
nekrotireni i osufeni. Pojava sufenja vrdnih izbojaka zapafena je na
evim sadnicama,a najkasnije nakon 12 dana inkubaecije,

Da biemc provjerili kako e se bolest dalje ragvijati,sko su u
elovl vlage za razvo] gljive nepovoljni,uklonili smo sa jednog dije
la sadnics staklene cilindre, Nekoliko dans docnije igzgled ovih sad
nica se naglc popravio 1 njihov dalji razvoj je bio sasvim normalan,
Za 1sto vrijeme precstsle eadnice ispod cilindara trpjele sui dalje
od nekroga vrinih izbojaks i oetavljale su utisak potisterosti.Bilo
Je jasno da su ovakvi uelovi sa rasvoj] bolesti vrlo povolini. Medju
tim,uslovi vla¥nosti u laboratoriji,i pored relativmo niske tempera
ture koja je u njoj odriavana (oko 20°C),nisu bili poveljni infekei
Je od C.herbarum.
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Ogledi sa izbojcima. I ovdje su,kao i na sadnicama u saksi jama,

zapaZene 8lidne promjene. Prva pojava nekrotiénih pjega zapaZena je
na zeljastim dijelovima izbojaka i na mladom 1liSéu nakon 7 dana inku
baclje. Nisu zapaZene razlike izmedju izbojaka na kojima Je prethod
no izvrdeno povredjivanje lisnih pupoljaka 1 onih koje nisu bile tre
tirane na ovaj] nadin. Wedjutim,dalji razvoj ovih promjena nije bilo
moguée pratiti,jer je vitalnost izbojaka bilo tedko odrZavati zbog

tega 1 dobijeni rezultati ostavljaju utisak nesigurnosti.

Diskusija

Na osnovu ovih ogleda moZemo zakljufiti da se u uslovima niske
relativne vlage,kakvi su postojali u nasSo] laboratoriji za vrijeme
trajanja ogleda,infekecije ne ostvaruju. Za uspjeh infekecija bila je
potrebna maksimalna relatiwvna vlaga,dolk temperaturni uslovi nisu ima
1i posebnog znalaja., Kl smo ranije eksperimentalno utvrdili da je op .
timum za klijanje konidija 98-100% relativne vlage. Do sli¥nihreézul
tata doSaoc je1 Has per (22) koji je sa konidijama C.fulvum vr

Sio inckulacije .na Solanum lycopersicum. On je ustenovio da inokula
cije u prirodi daju negativne rezultate,jer klijanje konidija biva
zaustavljeno sufiom i visckom temperaturom,.

Arya i Panwar (4) su takodjer ukazali da jeuspjeh in
fekchja sa gljivom C.herbarum na pSenici zavisio od visoke relativ
ne vlage 1 da je poirebno drZati mlade biljke najmanje 48 sati u us
lovima 100% vlage vazduha., Ovi istra¥ivali su osim toga pokazali da
je uspjeh infekcija vedi u slufajevima kada se infekcije vrSe sa sus
Penzijom konidija u hranljivim rastvorima.

U nadim ogledima pojavile su se izvjesne razlike y vremenu in
kubacije kod sadnica u saksijamaz i izbojaka u staklenim sudovima, Ovo
je vjerovatno rezultat veée receptivnosti izbojaka,zbog fe%ih uslo
va pod kojim su odrZavani.
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G. PENETRACIJA GLJIVE U LISNO TKIVO I ANATOMSKE PROLNJENE
U NJELU

Prema dosadadnjim ispitivanjima utvrdjeno je da C.herbarum pro
dire u tkivo domadina kroz stome ili direktno kroz epidermis,Siredi
se zatim intercelularno. linoga istraZivanja su pokazala da se 81lié
no ponaSaju i druge Cladosporium vrste. Tako je B on d (8) zagii
vu C.fulvum ustanovio da njene hife prodiru kroz stome lista paradaj
za,bez prethodnog formiranja apresorija ili drugih modii‘ikacija. na
hifama,a zatim se 35ire interéelifno. Isti autor navodi da je slilan

mehanizam infekeije i kod C.cucumerinum i C.herbarum,na osnovu Zega

sugerife da je ova karskteristika opSta za sve Cladosporium vrste.I
Hasper (29) je,ispitujuéi mehanizam infekeije kod C.fulvum, do
bio slidne rezultate. Najnovija istrafivanja,koja su izvrsili A rya
i Panwar (4) za gljivu C.herbarum na pSenici,pokazuju da hife
ove gljive prodiru u tkivo domacina ksako kroz stome tako i direkino
kroz epidermis,a da se dalje razvijaju inter i intracelularno.

Bilo je zbog toga interesantno ispitati nalin prodiranja C.her
barum u tkivo lista jasena,u kom cilju su bili postavljeni slijede

éi ogledi:

Materijal i metod

Na mlado liZcée Setverogodisnjiih sadnica bijelog jasena nanosili
smo suspenziju konidija gljive u hranljivoj podlozi (tedna Czapek po
dloga bez dodatka Sedera), Li&%ée smo zatim postavili na sterilnu pla
stidnu refetku u vlaZnoj kamori i drZali u uslovima sobne temperatu
re (oko 2300). Tri dana docnije izvrSena je mikroskopska analiza pre
8jeka lista radi utvrdjivanja nalina penetracije micelije. Analiza o
vog tkiva vrdena je 1 docnije. Radi lakSeg osmatranja presjeci su bo
jeni hlor-cink-jodom. -

Regultati ogleda _
Ove analize su pokazale da inicijalna ‘hifs prodire u tkivo lis

ta jasena kroz stome,ali isto tako je zapa¥ena i penetraclja direkt
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no kroz epidermis (Slika 6). U tkivu se micelija razvijala dinter 1
intracelularno,pretezno u sloju epidermisa,a kasnije i u sundjeras
tom parenhima (Slika 7). Micelija u tkivu li3éa je bezbojna,ili je
vrlo slabo obojena., Konidiofore,koje gljiva ubrzo obrazuje,izbijaju
na povrSinu lista kroz stome ili direktno probijaju epidermis (S1i
ka 8)., Na hifama koje prodiru u tkivu nisu zapaZena nikakve modifi
kacije,kako se to 1 na slici 6 moZe vidjeti. Konidije,poslije klija
nje i prodiranja hifes u epidermis,se odvajaju od povrdine lista i o
staju stojedée na svojim primsrnim hifama,

Na lis&éu,koje je bilo postavljeno na hranljivu podlogu od krom
pir dekstroznog agera,na kojoj se razvijala kultura gljive,konstato
vali smo relativno brzu dezintegraciju tkiva. FPoslije 30 dana razvo
ja struktura éelidnih zidova bila je potpuno narufena,a njlhova unu
trasnost ispunjena hifama gljive.

Slidne analize vrdene su i na nekrotiranom tkivu prirodno infi
ciranog materijala,zdje smo zapazlli da su samo ¢elije epidermisa is
punjene micelijom gljive,dok je unutrasnjost tkivs ostala nepromje

njena.

Diskusija

Ova nada istraZivanja,iako ogranifena na specifiéne uslova,pri
kojima je 1i3ée jasena bilo toliko funkcionalno oslabljeno da je pra
kti¢no #luZilo samo kao hranljivi supstrat za razvo] gljive,ipak po
kazuju da micelija prodire u tkivo lista jasena direktno kroz epider
mis i kroz stome i da se dalje Siri inter i intradelidno. Za donoSe
nje ovih zakljufaka upotrebljen metod rada bio je dovol jno siguran.
S1i8ne zakljulke nije bilo moguée izvesti analizom nekrotiranocg tki
va prirodno inficiranog materijala zbog potpune dezorganizacije za
rafenog tkiva. Ovim su potvrdjeni rezultati koje su dobili A r y a
i Panwar (4).
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10. INEKUBACIONI PFRIOUD

U nefim istraZfivanjima mehanizam infekecije nije bio detaljnije
prouden,tzko da Je proces penetracije,infekcije i daljeg razvoja or
ganizma u tkivu domadina ostzo nejasan, Zbog tosgae i sam pojam inku
bacionos perioda,koji se ovdje pominje,nije precizno odredjen.ledju
tim,upotrebi ovog termina u nafem sludaju ne moZe se posebno prigo
voriti,jer je vremenski period kada se bolest manifestuje u prirodi
vrlo kratak,8to su i brojne inokulacije,o kojima je ranije bilo ri
jeéi,potvrdile,tako da se period penetracije moZe i zanemariti.

Usvajajuél ovu primjedbu moZe se zakljuciti da je vl jeme inku
bacije 9=12 dana i da ovo zavisi preteZno od uslova relativne viage,
Ovzj period moZe se znatno skratiti,ako se na mlado liSce nanese hra
nljiva podloga. Ui smo tako inokulisali nekoliko sadnica jasena, ko
je su prethodno bile ?okupane’ te&nom Czapek ili krompir podlogom,
tako da su isklijale konidije,koristeéi ovaj hranljivi izvor, mmogo
brZie osvajale tkivo lista, Na ovako inckulisanim biljkama prvi simp

tomi bolesti pojavili su se veé poslije 6 dana. Medjutim,ogledi ko
je smo izveli na sadnicama bijelog jasena u rasadniku pokazali su da
je inkubacioni period nesto duZi,ocko 14 dana.

Slidne oglede izvodili sui Haus ermann i1 Thomas
(31),ko0ji su iz zaraZenih plodova jabuke izolovali C,herbarum, & za
tim suspenzijom konidija ove gljive u 8% malc ekstraktu inokulisali
zdrave plodove. Tlipifne simptome bolesti dobili su.samo u zonama Ba
hranljivom podlogom, Autori pretpostavljaju da se i prirodne infek
cije deSavaju samo u sludajevims ako gljiva koristi razne nedistode
na tkivu domadina,kac 3to su,na primjer,medna rosa 1 sl. Do slidnih
rezultata do¥li sui Arya i Panwar (4).

I druge Cladosporium vrste imaju pribliZno jednako trajanje in
kubacionog perioda., Tako je Ha s p e r (29) za gljivu C.fulvum ut
vrdio da inkubacija,pri optimalnim uslovima temperaturse,traje 10-14

dana.
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11, PREZIMLJAVANJE

Da bismo provjerili nadin prezimljavanja gljive pod. prirodnim
uslovima vrdill smo izolacije iz vrSnih i boénih izbojaka zazraZenih
sadnica u toku cijele zime 1962,,1963. i 1964.godine.Posljednje izo
lacije izvrSene su 20, januara 1984.godine,u periodu keda je tempera
tura bila zna*no ispod nule. Pri svakom pokuSaju izolacije uvijek je
dobijena kultura C.herbarum. Ovo navodi na zakljulak da glj:’n’ra prezi
mljava kao saprofii u raznim dijelovima domaéina,kao (vjerovatno) 1
na drugim mjestima,0 *em je na pofetku ovog rada bilo rijedi. Pri
uslovima povoljnim za njen razvoj gljiva pokazuje parazitske odlike.
Obrazovanje savrienog (peritecljskog) stadijuma (Mycosphaerellsz tu
lasnel Jancz.) nije zapa¥eno,tako da je znadaj askospora,koje kod ne *
kih drugih prouzrokovafa sliZnih oboljenja ostvaruju primarne infek

clje,ovije nesummjivo sporedan.

12, MOGUCNOST SUZBIJANJA BOLESTI

Moguénost primjene hgmijskih sredstava u zastiti biljaka od bo
lesti koje prouzrokuju Gl:;doagorium vrete istraZivali su mnogi auto
ri. Tako je At anasov (5) utvrdio da sredstva na bazi kaptaa
u 0,25% koncentraciji i sredstva na bazi cineba u 0,35% koncentraci
ji uspjedno sprjedavaju razvoj C.cucumerinum na krastaveima. Autor
preporuduje da se pmkanja. ovim sredstvima trebaju ponavljati svakih
8 dana., E1l en k o v (20) ja,ispftujuéi 19 raznih preparata u bor
bi protiv C.fulvum,ustancvio da je bakarni oksihlorid u 1% koncentra

'oiji bio najefikasniji. Ovim sredstvom reducirane su nekrotiéne pje
.ge za B82-95% u odnosu na netretirane povrdine. Sredstva na bazi bak
ra u borbi protiv C.herbarum preporufuje S molak (56) «Nasuprot
ovim rezultatima N e wh a 1 1 (47) je konetatovao da su sredstva
na bazl bakra neefikasna za suzbljanje lisnih pjega prouzroicovanih
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od C.fulvum., Wegativne rezultate u suzbijanju ove gljive dala su i
sredstva ne bazl sumpora (G ub s, 265 Newh al1l, 47)., Za borbu

protiv gljiva C.fulvum i C.cucumerinum Stankovié 1 08 to

j i é (58) preporuduju organske fungicide na bazi cineba,cirama, ti
rama i meneba,a za C.carpophilum bakarna sredstvea,zatim sredstva na
bazi kaptana 1 DNC.

U nadim istraZivanjima ispitivali smo uticaj nekih fungicidana
k1ijanje konidija i porast micelije u laboratorijskim uslovima 1 mo

guénost njihove primjene na terenu.

12,1, Laboratorijske 1apitivanija
12,11, Uticaj nekih fungicida na klijenje konidija

Materijal i metod

Sposobnost inhibicije klijavoeti konidija ispitivali smo za ne
ke fungicide u razli¥itim koncentracijama: sumporola (1%; 0,5%; 0,1%
0,01%), bakarnog sulfata (0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%),bakarncg oksi
hlorida-25 (0,5%; 0,1%; 0,05%; 0,01%), ortocida-50 (0,1%; 0,05%; 0,01%
0,005%) i ortofaltana (0,1%; 0,05%; 0,01%; 0,005%).

U destilovanoj vodil pripremili smo rastvore,odnosno suspenzije
ovih fungicide,sa dodatkom konidija iz kulture stare 2 mjeseca. Ova

ko pripremljene suspenzije nanosili smo na sterilme mikroskopske plo
Gice 1 stavljali ih gatim u eksikatore u uslove maksimalne relativne
vlage,pri sobno] temperaturi (20°-23°C). Kao kontrols slu¥ilesu ple.
Sice sa suspenzijom konidija bez dodatka fungicida. Kontrola klija
vostl vriena ‘je poslije 24 1 48 sati inkubacije. Ogledi su ponovlje
ni Sest puta,s tim ¥to je pri svakom ponavljanju uzeto po 4 usorka,

Rezultati ogleda

Iphibieija klijavosti konidija uticajem ovih fungicide prikaza
na je u tabeli 21, Ovi podaci pckazuju da je sumporcl efikasan samo
u jakim koncentracijama,veéim od 1%, Sredstva na bazi bakra i drgan
8ki fungicidi inhibuju klijanje u minimalnim koncentracijama. ‘.'l‘at_o
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Tabela 21, Uticaj nekih fungicida na klijanje konidija
Table 21, Influence of some fungicides on the germination
of conidia

% klijavosti Q;i koncentracijama fungicida

Pungicid 1% 0,57 0,1%__ 0,05% _ 0,01% 0,005
B 247 48D 240 48" 24D 480 247 48D 240 480 24P 48h
Sumporol +  ++ 24 31 26 30 32 37 - -

Cu-sulfat o 6 0 0 ©0 0 ©O0 O © 0 4 11
Cu-ckedhlorid 0 0 O O © 0 + + + 34 = =
Ortocid-50. o 0 0 0 ©0 0 0 0 o0 0 + 18
ortofaltan 0o 0 0 0 0 0 ©0 0 o0 0 10 30
Kontrola 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Oznake: B
R

pojedinaéno klijanje konidi ja

klijanje koje nije bilo mogude mjeriti
zbog gustine suspenzije fungicida

bakarni sulfat,ortocid i ortofaltan u koncentracijama od 0,01% pot
puno reduciraju klijavost, NeSto slabiju inhibieiju pokazuje bakarni
oksihlorid,koji potpunu redukciju klijavosti ostvaruje u 0,1% koncen
traciji.

12,12, Uticaj nekih fungicida na porast micelije

Materijal i metod
Inhibicionu eposobnost fungicida prema razvoju micelije gljive

Csherbarum ispitivali smo kod slijedeéih preparata: bakarni sulfat
(Cu.504-5H20}, sumporol (3), ortocid-50 {CQHBC].SNCES). ortofaltan
(09541102301) i agrimyein,

Ze bakarni sulfat,ortocid i ortofaltan pripremili sme rastvor
odnosno suspenzije u 0,1% i 0,01% koncentraciji; za sumporol 10%; a
za agrimyein 5% koncentraciju, U h'len-ﬂajrer«ovim bocama pripremlje
na je tefna Czapek podloga,po 30 ccm u svakoj boei,u koje smo pomo
éu sterilne pipete dodali.po 2,4,6,8 i 10 kapi ovih fungicida., Ovo
Je izvrSeno u asepti¥noj komori,poSto je prethodno izvrdena sterili
zacija podloge., Veli&ina jedne kapi. fungicida bila je 1/21 dio mili
litra. Ovako pripremljene podloge,sa razliditim kolidinama fungicida
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u njima,zasljane su micelijom 1 stavljene u termostat pri temperatu
ri 21°C, Nakon 15 dana inkubacije izvrdeno je filtriranje micelije,
a zatim i njeno suSenje do konstantne teZine, Ovi ogiedi ponovijeni
su 10 puta,s tim 8{0 Je pri svakom ponavljanju uzeto po 2 uzorka za
evaku kombinaciju sredstva i po 2 uzorka podloge u kojoj nije bilo

fungicida (kontrolni uzorei).

Rezultati ogleda

Inhibicija porasta micelije C.herbarum uticajem pojedinih fun
gicida prikazana je u grafikonima 10-14, na taj nalin Sto su koliZi

ne fungicida,preradunate u tefincke jedinice,nanesene na apscisu,a

teZina suhe materije (micelije) na ordinatu.

o
| 1 1 I 4 | -—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 - 10 &/ml

Grafikon 10. Uticaj Cu-sulfata na porast micelije C.herbarum
Fig. 10. Influence of Copper sulphate on the growth of
mycelium of C.herbarum

Uticaj bakarnog sulfata. Minimalne koliZIne ovog sredstva, do
0,3 mikrograma po mililitru,djeluju stimulativno na porast micelije.
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Phectio 5. Appearance of first necrotic spois
on the leaders of inoculated plants of ash

Photo 7. Development of mycelium of C.
herbarum in the leaf tissue of ash

Photo 6. Germination of conidia of C. her-
barum cn the surface of an ash leaf and
penetration of germ tube

o -~
g
i o =
s 9 a——
Photo 8. A conidiophore of C. herbarum
emerging through the epidermis of an
ash leaf

Photo 9. The inhibition of the growth of

mycelium by Orthocide



Med jutim,veé pri kolidinama veéim cd 1 mikrograma po mililitru brzi
na porasta opada. Ovo opadanje porasta,kako se vidi iz grafikona 10,
u podetku je naglo,tako da je veé pri kolifini od 3,3 mikrorrama po
mililitru porast bio neznatan (oko 40.mg suhe materije). Potpuna in

hibieija vorasta zabiljeZena je pri k_lifinama veéim od 17 mikrogra

ma po mililitru.

i B i . e

: 2 3mg/m /
Grafikon 11. Uticaj sumporola na porast micelije C,herbarum
Fige 11. Influence of sumporole on the growth of mycelium
of C.herbarum

Uticaj sumporola., Ovo sredstvo pokazalo je vrlo slabu inhibilei

ju porasta ispitivane gljive. Tek jale koncentracije inmhibuju porast
micelije, Iz grafikona 11. widi se da je tek pri kolidini od 3,3 mg
po mililitru porast umanjen za oko 70%. Potpuna inhibicija =zabilje
Zena je tex pri koncentracijama veéim od 4 mg/ml.

Dtlea] ortocida-50. Minimalne koliine ovog sredstva usporava
ju razvej micelije. Pri koncentraciji od 0,3 mikrograma po mililit
ru porast je bio umanjen 24 oko 50%, a daljim povedanjem koneentra
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Grafikon 12, Uticaj ortocida na porast micelije C.herbarum
Fig.12, Influence of orthocide-50 on the growth of mycelium

.of Q.herbarum

mg
250

200

100

Grafikon 13, Uticaj ortofaltana na porast micelije C.herbarum
Figs 13, Influence of orthophaltane on the growth of mycelium
of C.herbarum
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cije na & mikrograms po mililitru razvo] micelije bio Je'heznﬁtan.~
KoliZ%ina od 10 mikrograma po mililitru potpuno inhibuje porast glji
ve,kako se to vidi 1 u grafikonu 12,

Uticaj ortofaltanz. Kao 1 ortoeid i ovo sredetvo pokazuje well

ku sposobnost inhibicije porasta micelije. Kriva u grafikonu 13 ima
slidan tok onoj za ortocid. Ipak,neznatne razlike u efikasnosti ovih
sredstava pokazuju da jJe ortofaltan nedto slzbiji. Fotpuma inhibici

ja porasta micelije 1 ovdje je zabiljeZena pri koncentraciji od 10

mikrograma po mililitru.

250 -

200 o

L_ L = L I N NI e 1
1 2 3mg/ml
Grafikon 14, Utica) agrimycina na porast micelije C.herbarum
Pigs 14. Influence of agrimycine on the growth of mycelium

of Q_-herblm
Utiocaj agrimycina. Ovaj antibiotik,kac 1 mnogl drugl (terramy

cin,hys tericim,ambramycin i chlorampnenicol), ¢ija su fungicidnasvo
Jstva iapitivana po drugim metodama,pokazuje vrlo slabu inhibieiju
ragvojs micelije C.herbarum, Pri koli¥inama do 0,2 mg/ml djeluje sti
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mulativno. Daljim povedanjem konecentracije antibiotika porast opads,
tako da je pri koli¥ini od 1,6 mg/ml smanjen za oko 60%. Krive kofa

pokazuje dejstvo agrimyecina prikazana je u grafikonu 14,

Diskuei je

Ovi ogledi pokazuju da sredstva na bazi kaptana,faltana i bakia
imaju veliku sposobnost inhibieije porasta micelije 1 klijanja koni
dija C.herbarum. Nasuprot njima sredstva na bazl sumpora i antiblo
tici nemaju efikasnosti u ispitivanim koncentracijama.

Da bismo provjerili sposobnost penetracije ovih funglcida u po
dlogu (krompir i Czapek),postavili smo i oglede sa korfetama od fil
ter papira. Ovi ogledi pokazuju da se na konfetama,potopljenim pret
hodno u 0,1% rastvor bakarnog sulfata,micelija ne razvija,ali je n=
podlozi,izvan filter papira,porest bio normalan. Ortocid-50 1 orte
faltan u koncentracijama 0,05% do 0,5%, u koje je prethodnoc bio po
topljen filter papir,aprjeéava razvo] micellje ne samo na konfetama
nego 1 u podlozi,obrazujuéi inhibvicionu zonu od 2 do 15 mm. U nekim
primjerima zapaZeno Je sprjefavanje cbrazovanja konidija u S5iroj zo
ni od one do koje dopiru vegetativni dijelovi gljive. Slika 9 prika
zuje obrazovanje inhibicionp zone uticajem ortocida u koncentracija
ma 0,05%; 0,1% 1 0,5%.

12,2, Terenski oglediti

12,21. Ispitivanje moguénosti primjene fungicida na terenu

Materijal i metod

Ispitivanje moguénosti zaftite sadnica jesena na terenu primje
nom fungicida zapofeto je jo¥ 1961.godine. Medjutim,zbog udestalih
ki%a u vrijeme tretiranja sadnica,ogledi nisu dali oSekivane rezul
tate.

Ova tretiranja ponovljena su i 1I962.god1ne. Tada,zbog sufnog pe

rioda,nije doSlc do pojave bolesti,tako da su rezultati opet izosta
11,
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Da bismo ipsk provjerili laboratorijske rezultate primjenjene
u prirodnim uslovima,pripremili smo oglede na naSoj parceli bijelog
jasena u rasadniku “"Sedrenik" pored Sarajeva. Odabranoc je 60 sadni
ca,od kojih je 30 tretirano 0,3% suspenzijom ortocida,a 30 sadnica
1,5% bakarnim oksihloridom-25, Preostalih 20 sadnica bijelog jasena
na parceli sluZile su kao kontrola. Ovo tretiranje izvrSeno jeu pro
1jede 29.,aprila 1963.godine. Narednog dana sve sadnice su bile ino
kulisane suspenzijom konidija,poslije ¢ega je polovina biljaka prek
rivena perforirqnim najlon kesicama,radi cbezbjedjenja povoljne vla
ge 1 uspjeha infekelja.

Po istom metodu ovaj ogled je ponovljen 1 1964,godine, kada je

tretiranje izvrdeno 1. i 2.meaja.

Rezultati ogleda

Kontrolom ogleda iz 1963.godine usianovljeno je da infekcije ni
su uspjsle na sadnicama koje su prethodno blle tretirane fungieidi
na. Na kontrolnom redu,medjutim,od ukupnc 20 gadnica,na 16 je =zapa
Zena pojava mrkih pjega na mladom 1i8¢éu,mesd ju kojima su i sve sadni
ce (ukupno 10) =a pokrivenim izbojcima.

Ogledi iz 1964.godine nisu dali rezultate,jer je uslijed Cestih
kisia doflo do spiranja fungicida sa sadnica,tako da je pojava uvenu

éa vr8nih izbojeka zapaZena na vedini sadnica.

Diskusija

Moguénost primjene hemijskih sredstava u prirodnim uslovima je
vrlo tefka, Iako su sredstva na bazi bakra,kaptana i faltana pokaza
la u laboratoriji veliku efikasnost,njihova primjena u prircdi je o
tefana, PoteBkode dolaze zbog kiSa,koje onemogulavaju dufe zadrZava
nje fungicida ne povrsini biljaka,dok s druge strane intenzivan raz
vo] bolesti ovisl o ovim uslovima. SuviSe Zesto ponavljanje tretira
nja,8to bi vjerovatno koristilo,nems ekonomske opravdanosti. Ipak,
prema nadem mi¥ljenju (ako se iskljude ovi nenormalni uslovi),treti

ranje sadnica hemijskim sredstvima treba preporuditi,



Neki strani istraZivadi (Hasper, 29; Newhall, 47),
koji su proudavali oboljenja prouzrokovana od Cladosporium vrsta,do
81i su do zakljufka da je najefikasniji nadin berbve regulisanjs re
Zima vlage vazduha. U ovu evrhu mnogi istraZivac¢l preporuduju izgra
dnju ventilacionog sistema. Ovo se svakako odnosi na staklens baSts,
gdje su sli¥ne pojave vrlo Zeste., U Bumskim rasadnicima,gdje su us
lovi zemljiSta,narodito u pogledu reZima vode,nepovoljni za biljke,
vjerovatno da bi dreniranje zemljiSta imalo slidan efekat u sprjeda
vanju razvoja bolesti. Ovakve mjere su 1 inade poznate u zastiti bi
1ja.
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13, OPSTI ZAKLJUCCI

Na osnovu nadih ispitivanja pojave uvenuéa izbojaka i 1i8déa bi

jelog jasena,prouzrokovane od Cladcsporium herbarum, koja su vriena

u laboratoriji i na terenu,keo i na osnovu analize klimatskih wuslo
va u doba razvoja bolesti,mogu se izvesti slijedeéi zakljudci:

1. Visoka relativna vlaga vazduha,pojava vedih koli&ina padavi
na 1 nedto niZe temperature,osnovni gu uslovi za pojavu bolesti.

2, Starost sadnica i njihov uzgoj na zemljiStima sa visokim ni
voom podzemmne vode takodjer je od zna¥aja,jer slabl vitalnost bilja
ka. Mladje sadnice,uzgojene na ovakvim zemljidtima vide trpe.

3, Optimalna temperatura za klijanje konidija je 21°-23°C,mini
malna 1°C, a maksimalna 31°%.

4, Optimalna temperatura zz poraet micelije Je 21°—23°8,mhﬂmnl
na -2°C, a maksimalna 30°,

5. Optimalna relativna vlaZnost vazduha za klijanje konidija je
100%, 2 minimalna 91,5%.

6e Gljiva ima veliku otpornost prems niskim i visokim tempera
turama,kszo 1 prema dejstvu ultraviocletnih zraka.

7. Optimalna kiselost supstrata za razvoj gljive iznosi pH 5-6,
minimalni pH je 2,4 a maksimalni pH je 9,6.

8, Gljiva proizvodi 1 1u¥i oksidacione fermente vrlo intenziwmo,
dok je aktivnost redukteze neSto slabije. 0d hidrolitiBkih fermena
ta,koji su bili u ovom radu izufavani,gzljiva proizvodi saharazu i ce
lulazu,.

9, Micelija gljive prodire u tkivo lista jasena kroz stome 1ili
direktno kroz epidermis,a zatim se Siri inter i intracelularno.

10. Hemijoka eredstva na bazl kaptana,faltana i bakra imaju ve
liku fungietatidnu vrijednost,dok su elementarni sumpcr i antibioti

ci slabe efikasnosti.
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CLADCSPORIUM HERBARUM (Link) Fr. AS A PARASITE OF ASH

(Erexinus excelsior L.} = biclogy,ecology and control

by
M.Us&upiié

SUMMARY

Savers damage was found in some nurseries and young plantations
of Asnidueus trees during the spring 1960 and 1961. Over 5C% of the
ash (Fraxinus excelsior L.) was infected. It was thought that this da
mage was due to the effect of low temperature but further investiga
tions indicated that it wes caused by an attack of (ladosporium her
barum (Iink) Fr. This fungus has been round in fugoslavia meny times
before,causing various kinds of damage. Nowadays,the fungus is known
as an important cause of stain of timber (particularly steamed timber
of beech).

Climatic conditions were analysed to sxamine their relatiomship
with the disease,

The appearance of the dlsease on ash,attscking leaders and young
leaves,occurred in early spring (from beginning of flushing +to the
end of June), The critical period for its development was from mid
April to mid May,when,undsr rainy weather conditions,the disesse could
be o:;pec;ted. :

In 1960 and 1961 high relative humidi+y was the main factor asso
clated with infection. In a nursery near Belgrade,where this study was
made,the mean relative humidity in 1960 for the above critical period
was 81% and in ‘1961 86%. In 1962 the disease did not occur snd in that
year the mean relative humidity was 59%.

The disease was also assoclated with the number of rainy days in

the eritical periocd. In 1960,there were 11 euch days and in 1961,

even 14. However,in 1962 there were only 2 rainy days.
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With regard to temperature,it seems that this was less important
than moisture. The mean daily temperature for the critical period was:
in 1960, 15,6°C; in 1961, 16,7°C; in 1962, 16,1°C,

Apart from these climatic conditions there were some other fac
tors in the nursery which incressed susceptibility,such a8 high level
of so0il water and aphid infection.

The size of the one-celled conidia were 4,78 x 9,07 u (3,72x6,20-
9,30x16,43 n).

The eize of the two-celled conidia were 5,37 x 13,54 n(3,72x9,30-
10,85x21,70 n).

The sigze of the conidiophores were 3,64 x 98,70 n (2,80x16,00-—
4,65%x291,40 ).

The optimum temperature for germination of conidia and the growth
of germ tubes,on PDA media,was 22°C (4=-30°C). The development of new
conidia under .optimal temperature conditions took place only 2 days
after germination. In some cases the conidia germinated directly into
conidiophores, No development of conidia took place at 4°C or 29°%
within 10 days of incubation. .

The optimum temperature for the growth of the mycelium on PDA
media was 22%¢ (0-30%C).

The optimum relative humidity for germination of conidia and the
growth of germ tubes was 97-100%, the minimum being 91,5%. The viabi
1ity of conidia was lost after incubating at 60% RH for 24 hours (at
22°).

The optimum pH of the medium for germination of conidia and the
growth of germ tubes was 5,5. The optimum pH for growth of the myce
lium was 5,0 (2,4-9,6).

There was no effect of daylight or darkmess on the growthof the
mycelium,and the fungus was fairly resistant to ultraviolet light,Hve
minutes exposure to u/v light reduced the germination of conidia to

50%, and after twenty minutes exposure some germination still took

place.
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The best media for culturing C.herbarum were agar incorporating
an extract of ash leaves,malt-agﬁr and potsto-dextrose egar. The fun
gus produced the enzymes oxidase,reductase and cellulase,

Artificial infection succeded only if high atmospheritc humidity
was provided. The germinating conidis of the fungus penetrated the
epidermis directly or through stomata.

Control of the disease,using chemical methods was uncertain,al-
though organic funglcides gave good results in the laboratory. Field
eontrol was difficuit because of the high rainfall during the critical
infection period. Therefore preventive measures are advised including

control of the soil water regime.
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TABLA I

Posljedice bolesti na izbojcima bijelog jasena
The effect of the disease on msh leaders
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Czapek = agar FDA = agar

Ekstrakt lista jasena malc = agar

Razvoj C.herbarum na raznim hranljivim podlogama
Growth of C.herbarum on different media
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