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REZIME

Na saksijskim biljkama hrizantere (Chrysanthemum Indicum Groep, sin. Chr. x grandi-
florum) sa lokaliteta Mala Pruga, Zemun Polje, uoceni su simptomi u vidu suZavanja i nek-
roze stabljika, susenja pupoljaka, cvetova i listova. Nekroti¢ni proces zapoceo je na mestima
gde su stabljike secene u cilju provociranja obimnog cvetanja biljaka. Odatle, nekroza se
Sirila da bi posle tri nedelje od pojave prvih simptoma zahvatila ¢itavu biljku.

Iz obolelih stabljika izolovana je gljiva ¢ija je patogenost potvrdjena vestackim inokulaci-
jama zdravih stabljika hrizanteme. Na osnovu morfoloskih (makroskopskih i mikroskopskih)
i bioloskih odlika, fitopatogena gljiva, prouzrokoval nekroze hrizanteme, identifikovana je
kao videjedarna Rhizoctonia sp. (Rhizoctonia solani).

Kljuéne reéi: Visejedarna Rhizoctonia sp.; hrizantema; Rhizoctonia solani

uvoD
Gljive koje pripadaju rodu Rhizoctonia DC. ex Fr.

predstavljaju raznoliku, kompleksnu i Sirom sveta
rasprostranjenu grupu koja obuhvata, kako saprobne
i mikorizne, tako i fitopatogene vrste. One su Cesti
prouzrokovaci bolesti razli¢itih biljaka medju kojima
i cveca. Dve osnovne grupe ¢ine rod Rhizoctonia;
dvojedarne vrste, Cije Celije sadrze najcesce dva jedra
i videjedarne vrste, Cije Celije sadrze vise od dva jedra
(Parmeter i Whitney, 1970; Yokoyama i Ogoshi,
1988; Sneh i sar., 1991).

Rbizoctonia spp. zarazavaju znacajne vrste cveca i
ukrasnih drvenastih biljaka. Promene koje izazivaju
najéesée se uocavaju na prizemnom delu stabla
i korenu, ali se simptomi mogu javiti i na lis¢u
i cvetovima. Razvoju bolesti narocito pogoduje

gajenje biljaka u gustom sklopu u uslovima
poveéane vlaZnosti, kada uvelost i nekroza vode
potpunom uginucu biljaka. Tada za samo nekoliko
dana od pojave prvih simptoma mogu propasti
¢itavi redovi zaraZenih biljaka (Kackley-Dutt i
Gould, 1996; Raabe i McCain, 2002). Posto se
gljive iz roda Rbizoctonia odrzavaju u zemljistu,
vrlo je Cesta pojava i propadanja klijanaca kod vrsta
koje se proizvode iz semena kao $to su zimzelen
(Vinca sp.), lepi Covek (Impatiens sp.) i zevalica
(Antirrhinum sp.). Kod zarazenih biljaka, osim
uobidajene nekroze i trulezi korena i krune, javlja
se i nekroza stabla i susenje lid¢a i cvetova. Tako
se na azaleji (Rhododendron sp.), begoniji (Begonia
sp.), lepom coveku (Impatiens sp.), ruzi (Rosa sp.)
i zimzelenu (Vinca sp.), javljaju 1 nekroza stabla i
trulez korena, kao posledica infekcije gljivama iz
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roda Rhizoctonia. Na biljkama magnolije (Magnolia
sp.), oleandera (Nerium sp.) ili filodendrona
(Philodendron sp.) dolazi do nekroze listova. Na
biljkama hrizanteme (Chrysanthemum sp.) gljive
iz roda Rhizoctonia najces¢e prouzrokuju nekrozu
osnove stabljike, truleZ korena i zakrZljavanje, ali i
susenje listova i nekrozu ¢&itavih biljaka (Kackley-
Dutt i Gould,1996; Horst i Nelson, 1997; Chase,
1998; Raabe i McCain, 2002).

U toku 2004. godine na lokalitetu Mala Pruga,
Zemun Polje, proizvodjadi cveca uodili su susenje
saksijskih  biljaka hrizanteme
(Chrysanthemum Indicum Groep, sin. Chr x
grandiflorum). Na zarazenim biljkama javila se
nekroza koja je zahvatala stabljike, cvetove i listove.
Opisane promene na hrizantemi mogu izazivati
pripadnici obe grupe — i viSejedarne i dvojedarne
Rhizoctonia spp. Zbog sli¢nosti u simptomima
koje izazivaju, a razlika u osobinama samih

i propadanje

gljiva prouzrokovaca, u cilju ranog ukljuivanja
zadtite 1 spreCavanja i
predvidjanja buduéih pojava bolesti, bila je
neophodna pravilna identifikacija prouzrokovaca.

odgovaraju¢ih  mera

MATERIJAL | METODE
Izolacija

Iz stabljika hrizanteme sa simptomima nekroze
obavljenaje izolacija na krompir dekstroznu podlogu
(KDA) uobi¢ajenim postupkom. Nakon prethodne
sterilizacije (jedan minut, 2% rastvor natrijum-
-hipohlorita - NaOCl) iseéci stabljika duzine do
10mm uranjani su ili postavljani na KDA podlogu.
Inkubacija je obavljena na 23°C u mraku. Nakon
razvoja kolonija oko ise¢aka fragmenti su preneti
na KDA, a potom i na vodeni agar (VA) odakle su
isecanjem vrhova hifa dobijene kulture vrha hifa.

Provera patogenosti izolata

Kod dobijenih izolata patogenost je proveravana
po metodi D’Ercole (1991). Iselci stabljika sa
zdrave biljke hrizanteme duzine 20 mm su, nakon
sterilizacije u 2% rastvoru natrijum-hipohlorita
(NaOCl) u trajanju od jednog minuta, pobadani,
uspravno, u kulture dobijenih izolata odgajenih
na KDA, starih sedam dana. Kontrolne peteljke
pobadane su u sterilnu KDA podlogu. Petri kutije
sa ise¢cima stabljika inkubirane su u vlaznoj komori
i pregledane svakodnevno do sedmog dana po
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inokulaciji. Iz stabljika sa simptomima obavljena
je reizolacija na KDA, po prethodno opisanom
postupku.

Identifikacija izolata

U «cilju identifikacije, kod dobijenih izolata
ispitivane su makroskopske i mikroskopske
morfolodke karakteristike, kao i neke bioloske
odlike. Praceni su izgled i karakteristike kolonije,
izgled, veli¢ina i karakteristike micelije i spora, kao
i broj jedara u éeliji.

Makroskopske odlike - Nakon inkubacije na
temperaturi od 24°C na KDA podlozi u trajanju
od sedam dana, utvrdjivane su makroskopske
odlike izolata po kriterijumima koje je predlozila
Muntanola-Cvetkovi¢ (1987). Posmatrane su
sledece karakteristike: brzina porasta kolonije,
izgled kolonije, odlike ruba kolonije, boja kolonije,
prisustvo ili odsustvo plodonosnih tela, eksudacija,
miris kolonije i pigmentacija podloge.

Mikroskopske odlike - Za
proucavanje mikroskopskih odlika gljiva korid¢ene
su kulture stare sedam dana odgajene na KDA i
VA podlozi. Od mikroskopskih osobina pracen je
izgled micelije, izgled, grananje i septiranost hifa,
karakteristike septi, prisustvo i odsustvo sporulacije
i izgled micelijskih tvorevina. Merena je $irina hife,
zatim duZina ¢elije, duzina hife od mesta grananja do
prve septe i veli¢ina spora i micelijskih tvorevina.

Broj jedara u celiji - Kod ispitivanih izolata
posmatran je i broj jedara u Celiji kao znacajna
karakteristika za njihovu determinaciju. Odredjiva-
nje broja jedara obavljeno je primenom dve metode:
bojenjem 8afraninom O (Bandoni, 1979) i bojenjem
anilskim plavim u laktofenolu (0.5% rastvor)
(Burpee i sar., 1978). Bojenje 3afraninom (Safranin
O Indikator, Chemapol, Praha Cheskoslovakia)
korid¢eno je za brzo odredjivanje broja jedara u
¢eliji gljive, na osnovu bojenja jedaraca. Pored kapi
0.5% rastvora $afranina na mikroskopsku plocicu
je stavljana kap 3% KOH. Fragment micelije je
uranjan u te dve kapi pri ¢emu su se kapi izmesale.
Preko fragmenta je postavljana pokrovna ljuspica i
preparat je posmatran. Bojenje anilinskim plavim
(Anilinblau - Chinablau Wasserloslich, Merck,
Germany) rastvorenim u laktofenolu (0,5 % rastvor)
izvodjeno je direktnim ukapavanjem rastvora boje

posmatranje i

na miceliju gljive u kulturi, ili na fragment micelije
na mikroskopskoj plo¢ici. Obojene hife su pokrivane
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mikroskopskom ljuspicom i odmah posmatrane
pod mikroskopom. Broj jedara je odredjivan u po
100 slu¢ajno odbranih ¢elija hifa ili moniliformnih
¢elija u kulturama starim sedam dana, odgajenim

na KDA i VA.

REZULTATI

Simptomi oboljenja

Na zaraZenim saksijskim biljkama hrizanteme
javili su se simptomi u vidu suZavanja i nekroze
stabljika. Nekroti¢ni proces zahvatao je stabljiku
od vrha, ta¢nije od mesta gde je prethodno vriena
rezidba u cilju provociranja obimnog cvetanja.
Nekroti¢ne zone na stabljikama prvo su se javile na
pojedinim delovima, potom su se Sirile i na kraju

SL. 1. Rhizoctonia sp.: Simptomi nekroze stabljika, listo-
va, pupoljaka i cvetova prirodno zarazene saksijske
biljke hrizanteme

Fig. 1. Rhizoctonia sp.: Symptoms of stem, leaf, bud and
flower necrosis of naturaly infected potted chysan-
themum plants

i listovi su se susili i, nekrotirani, ostajali da vise na
biljci. Zarazene biljke, iz kojih je obavljena izolacija,
a koje su zatim odrzavane u uslovima staklenika,
potpuno su nekrotirale tri nedelje od uocavanja
prvih simptoma.

Izolati i njihova patogenost

1z obolelih stabljika hrizanteme sa simptomima
nekroze izolovana je gljiva na KDA podlogu. Nakon
dobijanja Cistih i kultura vrha hife, patogenost
izolata potvrdjena je inokulacijom isetaka zdravih
stabljika. Nakon dva dana od inokulacije mogla se
uoditi nekroza duZine oko 3-4 mm u osnovi isecka,

da bi sedam dana od inokulacije nekroza zahvatila
&itav isecak. Preko stabljika se mogao uoditi bujan
porast micelije izolata (Slika 2). Na kontrolnim

— —

SL. 2. Nekroza isecaka stabljika hrizanteme vestacki
zarazenih gljivom Rbizoctonia sp. (levo) i kontrolne

stabljike (desno)

Fig. 2. Stem necrosis of chrysanthemum fragments ar-
tificialy inoculated with Rhizoctonia sp. (left) and
control (right)

isecima nisu uolene nikakve patoloske promene.
Iz inokulisanih stabljika sa simptomima nekroze
izvriena je reizolacija na KDA podlogu (Slika 3).

SL. 3. Rbizoctonia sp.: Reizolati iz vestalki zaraZenih
isecaka stabljika hrizanteme

Fig. 3. Rhizoctonia sp.: Reisolates from artificialy inocu-
lated chrysanthemum stem fragments

Identifikacija izolata
Makroskopske odlike

Kolonije ispitivanih izolata brzo rastu (prose¢no
27.7 mm/dan), dobro su razvijene i bujne. Obod
im je neprekidan i ravan, a micelija raste i po
staklu. Pramenavost je vrlo blago izraZena, a
karakteristi¢no je i formiranje sklerocija na povrsini
kolonije. Formiranju sklerocija prethodi grupisanje
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moniliformnih ¢elija u beli¢aste grudvice. Sklerocije
se formiraju 5-6 dana po zasejavanju na KDA podlogu
i obi¢no su rasporedjene po obodu kolonije. Sklerocije
su brojne, &vrste, okruglaste, svetlo do tamnosmedje

boje, Cesto grupisane, pre¢nika 0.5-3 mm (Slika 4).

Sl. 4. Rhizoctonia sp.: Izgled kolonije na KDA podlozi
Fig. 4. Rhizoctonia sp.: Colony appearance on PDA

Mikroskopske odlike

Micelija ispitivanih izolata gljive je talasasta i
visecelijska. Mlade hife se granaju pod ostrim, a
starije pod skoro pravim uglom. Na mestu sa kog
polazi bo¢na grana nalazi se karakteristi¢no suzenje.
Vrlo blizu suzenja na bo¢noj grani nalazi se septa

(Slika 5).

SL 5. Rhizoctonia sp.: Izgled hifa na VA podlozi
Fig. 5. Rhizoctonia sp.: The appearance of hyphe on WA
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Moniliformne éelije (specificne kratke, progirene
Celije ¢iji je odnos duzine prema $irini najcescée 1-

3:1) javljaju se u dugim lancima (Slika 6). Sirina hifa

SL. 6. Rhizoctonia sp.: 1zgled moniliformnih celija
Fig. 6. Rhizoctonia sp.: The appearance of moniliform cells

varira od 7.5-10 Pm, a §irina suZenja iznosi 4-7 pm.
Od suzenja do prve septe na bo¢noj grani duzina
je oko 5 um. Moniliformne ¢elije su veli¢ine 12-32
x 20-36 um. Mlade hife su hijalinske, a starenjem
dobijaju smedju boju.

Broj jedara u éeliji

U (elijjama hifa i moniliformnim Celijama
ispitivanih izolata prisutno je vise jedara, i to najcesce

3-8 (Slika 7). Ovakvi rezultati su dobijeni bez obzira

S1. 7. Rhizoctonia sp.: Jedra u ¢elijama hifa
Fig. 7. Rhizoctonia sp.: Nuclei in hyphal cells
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na primenjenu metodu bojenja. Medjutim, metoda
bojenja anilinskim plavim u laktofenolu se pokazala
pogodnijom od metode bojenja jedara $afraninom.
Prednost bojenja anilinskim plavim je u tome 3to je
metoda brza, a preparat je moguce posmatrati odmah.
Osim toga, jedra su jasno uocljiva jer se intenzivno
boje u tamnoplavu boju.

Na osnovu simptoma oboljenja, izolacije
prouzrokovaca i potvrde patogenosti izolata gljive,
kao i njihovih morfoloskih osobina i broja jedara
u éeliji, a poredjenjem sa podacima iz literature
(Sneh i sar., 1991; Ceresini, 1999) dobijeni izolati
su identifikovani kao visejedarna Rhizoctonia sp.

(Rhizoctonia solani).

DISKUSIJA

Gljive iz roda Rhizoctonia vrlo Cesto se sre¢u kao
prouzrokovadi oboljenja ukrasnih biljaka. Zarazene
biljke ispoljavaju niz simptoma medju kojima
najcesce trulez korena i krune i poleganje klijanaca.
Razlog tome je, pre svega, to sto ove gljive Zive i
odrzavaju se u zemljistu. Poznato je preko 500
domacina gljiva iz roda Rhizoctonia, a samo neke
od osetljivih vrsta su: dalija, hrizantema, ladolez, lepi
ovek, ljiljan, iris, brdljan, lala, dan i noé¢, begonija,
kala, karanfil, gladiola, gerber, ljubicica, zevalica,
zvezdan, itd. (Kackley-Dutt i Gould,1996; Raabe
i McCain, 2002). Kako navode Horst i Nelson
(1997) i Chase (1998), gljive iz roda Rhizoctonia
najedce zaraZavaju ukrasno bilje u prizemnom
delu, izazivajuéi nekrozu krune ili korena, ali
simptomi se mogu javiti i na stabljikama i listovima.
U ovim ispitivanjima simptomi su se na hrizantemi
javljali na nadzemnim delovima, i to prvo na
vrhovima stabljike, na mestu gde su rezidbom
nanosene povrede. Prema podacima Chase (1998),
upravo zbog ovakvih razlika u simptomima koje se
javljaju na biljkama, vazno je obaviti identifikaciju,
odnosno utvrditi da li je prouzrokova¢ oboljenja
dvojedarna ili visejedarna Rhizoctonia sp. U nasim
ispitivanjima iz biljaka hrizanteme sa simptomima
nekroze stabljika izolovana je gljiva koja po svojim
osobinama odgovara Rhizoctonia spp., odnosno

visejedarnoj Rbizoctonia sp. (Rhizoctonia solani).
Izolati su ispoljili patogenost i visoku virulentnost
prema zdravim stabljikama hrizanteme, $to
odgovara i podacima koje navode Kackley-Dutt i
Gould (1996), Horst i Nelson (1997), Chase (1998),
Raabe i McCain (2002). Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuditi da je prouzrokovac
nekroze stabljika i propadanja saksijskih biljaka
hrizanteme na lokalitetu na kome su ispitivanja
vriena viSejedarna Rhizoctonia sp. (Rhizoctonia
solani).
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Multinucleate Rhizoctonia
sp. a Pathogen of
Chrysanthemum

SUMMARY

Potted chrysanthemum plants (Chrysanthemum Indicum Groep, sin. Chr.
x grandiflorum) originating from Mala Pruga, Zemun Polje, exhibited a variety
of symptoms including stem and leaf necrosis, as well as bud and flower rot.
Necrosis started on stems, which were previously cut in order to provoke
flowering. Further on, necrosis spread and covered larger plant areas, and
after a period of three weeks killed the plants.

From diseased plants fungal isolates were obtained which proved to be
pathogenic to healthy stems of chrysanthemum. According to macroscopic
and microscopic as well as some biological properties the causal agent of
chrysanthemum stem necrosis was identified as multinucleate Rhizoctonia
sp. (Rhizoctonia solani).

Keywords: Multinucleate Rhizoctonia sp.; Chrysanthemum; Rhizoctonia
solani



