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OMOJIOIIKOT areHca 3a Jajby NPHMEHY Y Cy30Hjamy OBOT IITETHOI 000JbEHa
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CexBeHuupameM yMHOKeHHX TS pernona nmorepheHo je na usonatu
IaTOreHa NPUKYIUBEHHX M3 y30paka KopeHa mehepHe peme ca pasiIH4uTHX
nokamutera y P. Cpouju mpunamajy spctu M. phaseolina. Yrtepheno je ma
M30JIaTH UMajy HajOpku mopacT Ha K/IA mommos3u, IOk je 3Ha4ajHO MamH Ha
MHH + KCIO3. Ha ocHOBY MaKpOCKOTICKAX MOP(OJIONIKUX KapaKTePUCTHKA
MaToreHa W30JIATH Cy mofelbeHH y pasmumaute rpyme. Ha MUH + KClO3
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1. UvOD

Secerna repa (Beta vulgaris) predstavlja najznacajniju industrijsku biljku za proizvodnju
SeCera u umerenom klimatskom pojasu. Ova dvogodi$nja biljna vrsta pripada familiji
Chenopodiaceae, rodu Beta. U toku prve godine stvara se koren bogat hranljivim materijama i
lisna rozeta, dok se tokom druge godine obrazuje cvetno stablo, cvet i plod. Prema podacima FAO
(Food and Agriculture Organisation) tokom 2019. godine $ecerna repa je uzgajana na povrsini od
4,6 miliona hektara u svetu pri ¢emu je vodeéa zemlja u proizvodnji bila Rusija sa prinosom od
preko 54 miliona tona. Takode, znacajni proizvodaci ove biljne vrste su Francuska, Nemacka,
SAD, Turska, Poljska, Kina itd. (FAOSTAT, 2019). Tokom 2021. godine u Republici Srbiji
Secerna repa se gajila na 39.411 ha sa prose¢nim prinosom od 51,97 t/ha (RZS, 2022).

Uticaj klimatskih promena na biljnu proizvodnju se moZze uo€iti Sirom sveta, ukljucujuéi i
nase podneblje (Olesen i sar., 2011). Iz pomenutog razloga, proizvodnja Secerne repe u nasoj
zemlji je suocena sa velikim izazovima. Najznacajniji prouzrokovaci parazitnih oboljenja korena
Secerne repe su Fusarium spp., Rhizoctonia solani, dok se poslednjih deset godina Macrophomina
phaseolina, prouzrokova¢ ugljenaste trulezi korena Secerne repe, detektuje kao dominantni
prouzrokovac trulezi korena. Ekstremno topla i susna leta su dovela do stvaranja povoljnih uslova
za razvoj pomenute fitopatogene gljive koja ima tendenciju da postane veliki problem u
proizvodnji ove ratarske vrste, pogotovo kada se uzgaja u uslovima suvog ratarenja (Stojsin i sar.,
2011).

U literaturi je dostupno veoma malo informacija o merama koje se primenjuju za zastitu
useva Secerne repe od prouzrokovaca ugljenaste trulezi korena. Primena fungicida u suzbijanju
ovog oboljenja ne predstavlja efikasnu i ekonomski opravdanu meru. Sa druge strane, fungicidi
mogu da naruSe balans korisnih mikroorganizama u zemljistu, a nihove rezidue dovode do
zagadenja zivotne sredine (Anis i sar., 2010; Kumari i sar., 2012). Bioloski agensi kao §to su vrste
iz rodova Trichoderma i Bacillus se najc¢esce upotrebljavaju u bioloskoj borbi protiv zemljisnih
patogena (Sabate i sar., 2019; Torres i sar., 2016). Smatra se da do neke mere mogu da zamene

primenu fungicida, a takode igraju vaznu ulogu u "eco-friendly" sistemima biljne proizvodnje
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(Khaledi 1 Taheri 2016; Pastrana 1 sar., 2016). Antagonisticka svojstva ovih vrsta su bazirana na
kompeticiji za hranljive materije i prostor, kao i na sposobnosti ovih agenasa da parazitiraju neke
vrste fitopatogenih gljiva (Benitez i sar., 2004). Postoje navodi da Trichoderma spp. uspesno
suzbijaju veliki broj patogena kao $to su: Pythium spp., Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea,
Fusarium solani (Hjeljord i sar., 2000; Desai i sar., 2002; Pastrana i sar., 2016). Veliki potencijal
ovih bioloskih agenasa u kontroli M. phaseolina je utvrden na biljkama soje (Taliei i sar., 2013;
Vasebi i sar., 2013) dok prema dostupnoj literaturi jo§ uvek nema informacija o sprovedenim

istrazivanjima na biljkama Secerne repe.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Prouzrokovac ugljenaste trulezi korena Seerne repe —
Macrophomina phaseolina

2.1.1. Taksonomija vrste

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidonich. (sin. Macrophomina phaseoli (Maubl.)
Ashby; Rhizoctonia bataticola (Taub.) Butler.; Sclerotinium bataticola Taub.) — prouzrokovac
ugljenaste trulezi biljaka je zemlji$na fitopatogena gljiva koja pripada razdelu Ascomycota. Ovu
fitopatogenu gljivu katakteriSe stvaranje piknida i sklerocija u tkivu domacina kao i na hranljivoj
podlozi. Piknidijski stadijum je 1901. godine nazvan Macrophomina phaseolina od strane Tassi,
a 1905. godine Macrophomina phaseoli od strane Maublanc. Tokom 1927. godine, Ashby
zadrzava ime M. phaseolina, dok se tokom 1981. godine u literaturi pojavljuje ime Tiarosporella
phaseolina, kako je Van der Aa oznacio vrstu. Drugi autori navode da postoji telemorfni stadijum
nazvan Orbilia obscura (Ghosh i sar., 1964), medutim i pored pomenutih navoda do danas
telemorfni stadijum ovog patogena nije odreden. Stadijum sklerocija je po prvi put opisan od strane
Halsteda pod nazivom Rhizoctonia bataticola (Taub), dok je prema Dhingra i Sinclair (1978) ista
gljiva izolovana sa kravljeg graska (Vigna unguiculata) u Indiji 1912. godine i tada nazvana
Sclerotium bataticola. Crous i sar. (2006) navodi da iako je telemorfni stadijum ove gljive

nepoznat, ona se svrstava u familiju Botryosphaeriaceae.

Trenutno nema podvrsta ili fizioloSkih rasa zasnovanih na morfoloskim ili genomskim
karakteristikama. Medutim tokom proteklih godina izolovane su dve nove vrste Macrophomina
pseudophaseolina i Macrophomina euphorbiicola. M. pseudophaseolina je prvi put detektovana
u Senegalu (Sarr i sar., 2014), a izolovana je sa 10 biljnih vrsta ukljucuju¢i kikiriki 1 kravlji graSak
(Farr i Rossman, 2021). Kouadri i sar. (2021) navode da su izolovali ovu vrstu sa so¢iva, dok je

vrsta M. euphorbiicola prvo detektovana na biljkama ricinusa u Brazilu (Machado i sar., 2019).
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2.1.2. Rasprostranjenost i ekonomski znacaj

M. phaseolina je siroko rasprostranjena u celom svetu, a posebno u podru¢jima sa tropskom
i suptropskom klimom (Werather i sar., 2001). Ova gljiva je polifagna i parazitira preko 500 biljnih
vrsta, ukljucujuci brojne ekonomski vazne vrste kao $to su Secerna repa, kukuruz, suncokret, soja
i dr. (Mari¢, 1974; Khan, 2007; Salik, 2007; Balaz i sar., 2010). Bolest je prisutna i u nasoj zemlji,
a posebno se pojavljuje u toku susnih godina. Na Secernoj repi u Srbiji je opisana po¢etkom
Sezdesetih godina proslog veka u podrucju severnog i centralnog Banata i od tada se javlja u jatem
ili slabijem intenzitetu. Godine koje su bile zapaméene po velikom intenzitetu trulezi korena
Secerne repe u Vojvodini su bile 1967, 1971 1992, 1995, 2003, 2009 i 2017 (Marié, 1974; StojSin
i sar., 2012; StojSin i sar., 2018). Najvece Stete U toku vegetacije nastaju u periodu ekstremno
visokih temperatura, kada su biljke izloZene uslovima stresa zbog suse (StojSin i sar., 1999). Pored
Se€erne repe znacajne Stete su zabelezene na biljkama soje 1 suncokreta. Tokom 1961. godine
prinos suncokreta je smanjen do 25%, a takode su sli¢ne iste Stete zabelezene u usevu soje
(Ac¢imovi¢, 1962; Acimovi¢, 1988). U SAD M. phaseolina je svrstana u grupu najznacajnijih
patogena soje, gde je zbog pojave ovog oboljenja tokom 2003. godine prinos ove biljne vrste
znatno smanjen (Yang i Navi, 2005). Wrather i Koenning (2006) navode velike ekonomske
gubitke u periodu 2003-2005. godine u usevu soje. Uzimajuéi u obzir pojavu sve toplijih i susnijih
leta ova fitopatogena gljiva ima tendenciju da postane veoma ozbiljan problem u biljnoj
proizvodnji Sto je direktna posledica klimatskih promena, pa se zbog toga u literaturi ¢esto srece

pod nazivom ,,patogen globalnog zagrevanja*“ (Mahdizadeh 1 sar., 2011).

2.1.3. Morfologija patogena

Prouzrokovaca ugljenaste trulezi karakteriSu hife sa tankim zidovima 1 popre¢nim septama.
Ogranci iz glavne hife se uglavnom formiraju pod pravim uglom na roditeljskoj hifi sa suZzenjem
na mestu nastanka. Piknidi se veoma retko mogu zapaziti, u prirodnim uslovima su krupniji od
mikrosklerocija, tamno braon do crne boje, okruglog do nepravilnog oblika (Lakhran i sar., 2018).
Prema istrazivanju Waseer 1 sar. (1990) najpogodnija podloga za rast patogena je KDA (krompir-
dekstrozni agar) podloga. Boja kolonija varira od svetlosive do tamne, dok se vazdusna micelija

razvija samo kod nekih izolata gljive (Hartman i sar., 1999). Na pomenutoj podlozi stvaranje
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mikrosklerocija je obilno, one mogu biti okrugle do nepravilnog oblika veli¢ine od 50 do 150 um,
crne su boje i bogate uljima (Dhingra i Sinclair, 1978). Sastoje se od 50-200 grupisanih celija
(Short i Wyllie, 1978). Produkcija piknida je moguca jedino pri specifi¢nim uslovima, ali njihova
uloga u epidemiologiji patogena nije u potpunosti razjasnjena (Mihail i Taylor, 1995; Gaetant i
sar., 2006). Piknidi su crne boje, loptastog oblika veli¢ine od 100 do 200 um, dok se u njima se
obrazuju jednocelijske piknospore elipsoidnog oblika veli¢ine 20-24 X 7-9 um (Dhingra i Sinclair,

1978).

2.1.4. Ciklus razvoja

Patogen se odrzava pretezno u zemljiStu, u zaraZzenim ostacima biljaka u vidu micelije i
mikrosklerocija. Na hranljivoj podlozi piknidi se mogu formirati samo u specijalnim uslovima
inkubacije, dok se u prirodnim uslovima u samom tkivu domacina ova pojava veoma retko desava,
pa je samim tim i njihova uloga manje znac¢ajna. Nedostatak vode i pove¢ana temperatura zemljiSta
su uslovi koji favorizuju razvoj ovog oboljenja (Stojsin i sar., 2011). Mikrosklerocije u zemljistu,
inficiranom semenu ili biljnom tkivu sluze kao primarni inokulum. Eksudati korenovog sistema
mladih biljaka indukuju Klijanje mikrosklerocija (Ghosh i sar., 2018). Do prodiranja patogena u
koren dolazi tako Sto gljiva formira apresorije kojima se vezuje 1 pricvrS¢uje na epidermalne Celije
biljke i tako vrsi infekciju, drugi nac¢in je kroz same prirodne otvore na biljnom tkivu dok patogen
najcesc¢e prodire preko povreda i oSte¢enja na biljnom tkivu. Hife gljive prodiru u vaskularni sistem
korena i formiraju mikrosklerocije koje dovode do zacepljenja sprovodnih sudova u biljkama. Kod
inficiranih biljaka dolazi do pojave karakteristicnih simptoma u vidu nekroze tkiva i suSenja
biljaka. Nakon uginuéa biljaka (Slika 1), kolonizacija biljnog tkiva se nastavlja kao i formiranje
mikrosklerocija sve do momenta potpunog isuSivanja tkiva. Mikrosklerocije se oslobadaju u
zemljiSte u kom zadrzavaju vitalnost duzi niz godina, zavisno od uslova sredine u kojoj se nalaze
(Stojsin i sar., 1999; Mayek-Perez i sar., 2002).
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Slika 1. Kompletna nekroza Se¢erne repe u polju (Original)

2.1.5. Simptomi

Pocetni simptomi ugljenaste trulezi biljaka Seé¢erne repe se primecuju u polju u vidu
uvenuca i poleganja nadzemne mase biljaka, dok se pri vadenju zarazenog korena moze jasno
uociti nekroza biljnog tkiva sivo mrke do crne boje sa karakteristiénim plavic¢astim odsjajem na
povrsini. Patoloske promene mogu nastati na repu, bo¢nom delu i1 glavi korena. Unutrasnjost tkiva
postaje sunderaste konzistencije, bledozute do tamnije Zute boje da bi na kraju dobila tamnu boju.
Na preseku korena uocava se obolelo tkivo karakteristi¢ne zute do braon boje (Slika 2). Takode,
primeceno je i stvaranje beliCaste micelije na povrSini korena u poodmaklom razvoju bolesti.
Takav koren je najceS¢e smezuran i u potpunosti nekrotiran. Ispod epidermisa na popre¢nom
preseku korena mogu se uoc€iti mnogobrojna crna telaSca koja predstavljaju mikrosklerocije

patogena (StojSin, 2003).
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Slika 2. Simptom ugljenaste trulezi na uzduznom preseku korena secerne repe (Original)

2.2. Geneticka istrazivanja M. phaseolina

Geneticki diverzitet izolata M. phaseolina je Siroko ispitivan primenom molekularnih
markera. Molekularni markeri predstavljaju mocan alat za procenu geneti¢ke varijabilnosti i
odredivanje genetskih odnosa unutar i izmedu vrsta. Shodno tome za ispitivanje diverziteta ove
vrste su kori$éene razlicite vrste molekularnih metoda (Chakravarthi i Naravaneni, 2006), kao §to
su nasumi¢no umnozena polimorfna DNK (RAPD) i mikrosateliti (SSR). Obe vrste DNK markera
su se pokazale kao veoma korisne u otkrivanju varijabilnosti ove fitopatogene gljive s obzirom da
se restrikciona analiza ITS regiona nije pokazala kao pogodna za otkrivanje geneticke
varijabilnosti izolata M. phaseolina (Su i sar., 2001). lako polna reprodukcija kod M. phaseolina
nije prisutna, rezultati razlicitih istrazivanja pokazuju visok stepen geneticke varijabilnosti izmedu
izolata ove fitopatogene gljive. Almeida i sar. (2003) ovu ¢injenicu objasnjavaju time da je moguce
da dolazi do fuzije ¢elija razlicitih hifa i da se formiraju heterokarioni koji doprinose pojavi uocene

varijabilnosti.
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2.2.1. Mikrosatelitski molekularni markeri

Mikrosateliti (simple sequence repeats - SSRs) predstavljaju jednostavne ponavljajuce
sekvence u DNK lancu. Mikrosateliti se sastoje od 1-13 baznih parova koji mogu biti ponovljeni i
do 100 puta u genomu (Debrauwere i sar., 1997; Chambers i MacAvoy, 2000). Mikrosateliti
spadaju u jedne od najvarijabilnijih DNK sekvenci u genomu i Siroko su zastupljeni duz celog
genoma eukariota (Ellegren, 2004). Osobine mikrosatelita kao $to su: visok nivo prisustva u
genomima, polimorfnost, visoka reproducibilnost, mali troskovi nakon izolacije, kao i laka
upotreba ¢ine ovaj tip molekularnih markera poZeljnim u mnogim istrazivanjima. Pokazali su se
korisni u konstrukciji geneti¢kih mapa, pozicioniranju pojedinih gena, utvrdivanju o€instva,
identifikaciji individua, forenzici, ispitivanju demografskih procesa, konzervacionoj biologiji,
studijama evolucije coveka, kao i dijagnostici razli¢itih bolesti. U populacionoj genetici
predstavljaju jedne od najpopularnijih i najinformativnijih molekularnih markera (Ellegren, 2004;
Fan i Chu, 2007; Bhargava i Fuentes, 2010).

Brojne studije ukazuju na efikasnost primene mikrosatelitskih markera u ispitivanju
geneticke varijabilnosti izolata M. phaseolina (Jana i sar., 2005; Sanchez i sar., 2017). Najcesce
koriS¢eni pokazatelji genetiCke varijabilnosti u istrazivanjima baziranim na polimorfizmu
molekularnih markera su: broj alela po lokusu, i broj efektivnih alela, o¢ekivana heterozigotnost
(Nei, 1973) i Shannonov indeks (Shannon i Weaver, 1949). Shodno tome, ova metoda je nasla
primenu u proucavanju geneticke varijabilnosti razli¢itih biljnih patogenih gljiva ukljucujudi
Ascochita rabiei, Ceratocistis fimbriata, M. phaseolina, Puccinia graminis, Sclerotinia subarctica
i S. sclerotiorum (Bayraktar i sar., 2007; Szabo, 2007; Jana i sar., 2005; Winton i sar., 2007,
Marulanda i sar., 2014).

Jana 1 sar. (2005) su medu prvima primenili ovu metodu kako bi izvrSili karakterizaciju
izolata prouzrokovaca ugljenaste trulezi soje 1 pamuka. Njihovi rezultati su pokazali da upotreba
penta—, tetra— i tri— nukleotidnih prajmera otvara nove mogucnosti u proceni geneticke
varijabilnosti izolata M. phaseolina i ¢ini ih veoma korisnim za dalja epidemioloska istrazivanja.
Primenom mikrosatelitskih markera u identifikaciji patogena omogucéeno je bolje razumevanje
veze izmedu izolata poreklom sa razli¢itih domacina (Powell 1 sar., 1996; Yamamoto i sar., 2001).

Takode, Ariasa i sar. (2011) su radili na izolaciji specificnih mikrosatelita iz izolata M. phaseolina.
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Ova studija je obezbedila 147 novih mikrosatelitskih markera koji su znacajno pospesili 1
unapredili dalja molekularna ispitivanja, a isto tako i dali priliku za detaljnija ispitivanja odnosa i
procesa koji se deSavaju izmedu patogena i biljke domacina. U SAD prvi korak u primeni
mikrosatelitskih markera u proucavanju geneticke varijabilnosti izolata poreklom sa razlicitih
lokaliteta i1 izolovanih sa razliCitih biljaka su nacinili Baird i sar. (2010). Njihovi rezultati ukazuju
na to da se razvijeni molekularni markeri mogu koristiti u budu¢im populacionim i genetickim

studijama kako roda Macrophomina tako i drugih rodova unutar familije Botryosphaeriaceae.

2.3. Mogu¢énosti suzbijanja M. phaseolina

Suzbijanje prouzrokovaca ugljenaste trulezi korena Secerne repe predstavlja veliki izazov
tokom proizvodnje. Pregledom literature moze se primetiti da je dostupno veoma malo informacija
0 merama Kkoje se primenjuju za zastitu useva SeCerne repe od ove fitopatogene gljive, dok
adekvatne mere =zaStite useva predstavljaju glavni preduslov za dobijanje kvalitetnih
poljoprivrednih proizvoda. Uzimajuéi u obzir prirodu samog patogena, a samim tim i velike
poteskoce u njegovom suzbijanju, neophodno je primeniti integralni pristup u zastiti useva, kako

bi se §to efikasnije upravljalo ovom fitopatogenom gljivom.

2.3.1. Agrotehnicke mere zastite

Pravilna primena agrotehni¢kih mera predstavlja polaznu tacku u kontroli biljnih patogena.
Plodored predstavlja jednu od najznacajnijih i osnovnih agrotehnic¢kih mera koja se sprovodi u
cilju smanjenja koli¢ine inokuluma u zemljistu. Znacajno je napomenuti da je rotaciju potrebno
vrsiti medu usevima koji nisu domacini prouzrokovaca ugljenaste trulezi. Francl i sar. (1988) u
svojim istrazivanjima dolaze do zakljucka da je gustina inokuluma u zemljiStu bila manja na onim
parcelama gde je soja bila rede u plodoredu. Rothrock 1 Hargrove (1988) navode da mehanicka
obrada zemljista uti¢e na gustinu populacije patogena u sloju zemljista do 15 cm, oni su u svojim
istrazivanjima dosli do saznanja da su mehanicki obradivane parcele imale manju koncentraciju
inokuluma od parcela koje nisu mehanicki obradivane. Takode, odrzavanjem optimalne vlaZnosti
zemljiSta moZe se znaCajno smanjiti infekcija biljaka. Naime, vlaZznost zemljiSta iznad 60%

smanjuje pojavu bolesti (Kendig i sar., 2000; Jordaan i sar., 2019). Chamorro i sar. (2015) navode
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da je solarizacija dala pozitivne efekte u redukciji populacije mikrosklerocija u zemljistu. Oni su
sproveli brojna istrazivanja u usevu jagode i dosli do saznanja da je intenzitet pojave ugljenaste
trulezi na tretiranim parcelama bio na znatno nizem nivou. Solarizacija predstavlja metodu za
suzbijanje patogena u zemljistu koja je zastupljena u mnogim drzavama, medutim ovaj metod
dezinfekcije zemljista je efikasan u smanjenju populacije patogena samo u gornjem sloju zemljista,
stoga je potrebno primeniti i druge mere borbe kako bi se smanjila koncentracija inokuluma i u
dubljim slojevima zemljista. Isto tako, sterilizacija zemljiSta vodenom parom je jedna od
preventivnih mera koja se koristi za smanjenje koncentracije inokuluma u zemljistu, medutim
nedostatak ove metode je u tome $to nije pogodno za kori$¢enje na ve¢em prostoru kao i visoka
cena investicije. Pored navedenih mera, izbalansirano dubrenje i optimalan broj biljaka u usevu
doprinose boljoj vitalnosti biljaka, a samim tim povecavaju imunitet i odbrambeni mehanizam
prema bolestima. S druge strane, dubrenje azotom favorizuje razvoj infekcije, dok dubrenje

fosforom smanjuje pojavu oboljenja (Spagnoletti i sar., 2020).

2.3.2. Hemijske mere zaStite

Hemijske mere kontrole M. phaseolina su teske i izazovne, s obzirom na to da ni jedan
fungicid nije registrovan za suzbijanje ovog patogena. U literaturi postoje navodi o efikasnosti
sistemi¢nih 1 nesistemi¢nih fungicida kao S§to su: karbendazim, difenokonazol, benomil,
azoksistrobin i tiofanat-metil u in vitro i in vivo ispitivanjima na razli¢itim biljnim vrstama (Cohen
i sar., 2012; Tonin i sar., 2013; Parmar i sar., 2017; Lokesh i sar., 2020). Pawar i sar. (2015) i
Athira (2017) navode da se upotreba pesticida i biofungicida u soji pokazala kao efikasna mera
protiv patogena ako se primenjuje pre setve direktno na zemljiste, ili ako se vrsi tretman semena.
lako je dokazano da su pesticidi efikasni u borbi protiv ovog patogena, njihova primena ne
predstavlja opravdanu meru kako sa strane ekonomskog aspekta, tako i sa aspekta zastite Zivotne
sredine. Njihov negativni uticaj na korisne mikroorganizme u zemljiStu dovodi do narusavanja
normalnog funkcionisanja ekosistema. Zatim, prekomerna i neopravdana upotreba fungicida moze
da dovede do pojave rezistentnosti patogena. Takode, mnoge komponente ovih preparata imaju
tendenciju da opstanu u zemljiStu tokom duzeg vremenskog perioda i da na taj nacin uticu loSe

kako na Zivotnu sredinu tako i na ljudsko zdravlje (Hai i sar., 2012).
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2.3.3. Bioloske mere zastite

U danasnje vreme, sve su intenzivnija prouavanja mogucénosti primene antagonistickih
sojeva gljiva i bakterija u suzbijanju prouzrokovaca biljnih oboljenja kako bi se smanjila upotreba
sinteti¢kih fungicida (Reznikov i sar., 2016; Swamy i sar., 2018). Ovaj nacin zastite useva moze
imati veoma vaznu ulogu u ,,eco-friendly* poljoprivrednim sistemima i u poslednje vreme sve vise
dobija na popularnosti. Biolosko suzbijanje M. phaseolina uglavhom se zasniva na primeni
antagonistickih sojeva gljiva i bakterija iz rodova Trichoderma i Bacillus (Pastrana i sar., 2016;
Rangel-Montoya i sar., 2022).

2.3.3.1. Primena vrsta iz roda Bacillus

Bacillus predstavlja najrasprostranjeniji rod bakterija u rizosferi (Villarreal-Delgado i sar.,
2018). Vrste ovog roda poseduju veliku sposobnost prilagodavanja i prezivljavanja jer su u stanju
da formiraju spore koje zadrzavaju vitalnost i u nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine (Rodgers,
1989). Smatra se da je ova osobina veoma poZeljna kada je u pitanju odabir sojeva koji ¢e se
koristiti za testiranja i potencijalnu primenu, kao i formulisanje bioloskih preparata na bazi
bakterija iz ovog roda. Zone intenzivnog rasta korena predstavljaju najkriti¢nije tacke putem kojih
zemlji$ni patogeni lako prodiru u biljku i vr$e infekciju. Dokazano je da Bacillus subtilis formira
film na povsini korena koji sprecava naseljavanje patogena kao i njegovo prodiranje u biljku.
Mehanizam delovanja moZe biti direktno suzbijanje patogena, putem kompeticije za zivotni
prostor i hranljive materije zahvaljujuc¢i sposobnosti da brzo kolonizuju rizosferu i povrsinu
korena, kao i indukovanjem sistemske otpornosti biljaka putem produkcije razli¢itih metabolita
kao $to su antibiotci i druga isparljiva organska jedinjenja. Pored toga, ovaj rod rizosfernih
bakterija predstavlja takozvane promotere biljnog rasta (PGPR) koji su poznati po svom
pozitivnom delovanju na rast biljaka i prinos useva. Takode, Bacillus svoje dejstvo ispoljava kroz
sintezu sekundarnih metabolita, kao i biljnih hormona kao §to su citokinini, giberelini i indol —
sir¢etna kiselina. Sa druge strane razlaganjem organskih i neorganskih jedinjenja fosfora, kalijuma
1 cinka povecavaju dostupnost ovih elemenata biljkama (Hajnal Jafari i sar., 2020). Nadalje, putem
produkcije lipopeptida i raznih hidroliti¢kih enzima vrSe razgradnju ¢elijskog zida fitopatogene
gljive (Khan i sar., 2021).
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Rezultati velikog broja istrazivanja ukazuju na to da bakterije iz roda Bacillus deluju
antagonisticki protiv M. phaseolina kako u in vitro tako i u in vivo ispitivanjima (Rangel-Montoya
i sar., 2022; Hashem i sar., 2017; El-Bendary i sar., 2016). Torres i sar. (2016) navode da su vrste
B. subtillis i B. amyloliquefaciens ispoljile svoje antifungalno dejstvo kroz razli¢ite nacine
antagonistickog delovanja kao §to su kompeticija i antibioza. U laboratorijskim istrazivanjima koja
su sproveli uoCena je smanjena produkcija mikrosklerocija patogena kao i porast micelije na
hranljivoj podlozi. Takode, do sli¢nih zapazanja u svojim istrazivanjima su dosli Hussain i Khan
(2020) kada je u pitanju vrsta B. siamensis. Rangel-Montoya i sar. (2022) ispitivali su efikasnost
sojeva Bacillus amyloligefaciens u suzbijanju M. phaseolina. Oni su utvrdili su da su ispitivani
sojevi ispoljili antagonisticko delovanje na razvoj micelije i mikrosklerocija, a takode je
ustanovljen nepravilan porast kolonije patogena na KDA podlozi. Takode, rezultati ispitivanja
efikasnosti B. subtillis na semenu soje i biljkama u stakleniku (Simonetti i sar., 2015) su dokazali
daiuinvitroiin vivo eksperimentima B. subtillis deluje antifungalno na prouzrokovaéa ugljenaste

trulezi soje.

2.3.3.2. Primena vrsta iz roda Trichoderma

Vrste gljiva iz roda Trichoderma su askomicete Siroko prisutne u zemljistima razli¢itih
klimatskih zona. NajCeS¢e se mogu detektovati u rizosferi korenovog sistema i imaju veliki
potencijal u bioloskoj borbi protiv razli¢itih fitopatogenih gliva. Njihovo biofungicidno delovanje
se zasniva na antagonistickim odnosima izmedu mikroorganizama, kao $to su: kompeticija,
parazitizam i amensalizam. Pored pomenutog delovanja komercijalni izolati ovog roda u
poljoprivrednoj proizvodnji su nasli primenu u promociji biljnog rasta (PGPF — plant growth
promoting fungi) (Harman, 2006; Hajnal Jafari i sar., 2020). Trichoderma spp. ima veoma visoku
sposobnost adaptacije na razliCite uslove spoljasnje sredine, dok ih je njihova veoma izrazena
kompetitivna priroda ucinila veoma uspe$nim kolonizatorima stanista na kojima se razvijaju
(Howell, 2007; Harman i sar., 2004). Karakteristike ovog roda koje doprinose takvim osobinama
su rast u Sirokim rasponima pH vrednosti i temperature, brz rast hifa, visok stepen reprodukcije
konidija, male potrebe za vodom i hranljivim materijama. Ove vrste ispoljavaju biofungicidnu
aktivnost kroz amensalisticki odnos prema patogenu, zahvaljuju¢i sposobnost da proizvode

razli¢ite sekundarne metabolite koji imaju antagonisticko delovanje na druge patogene u zemljistu
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i predstavlja osnovu ovog nacina delovanja. Materije kao $to su antibiotici, kao i razli¢ita isparljiva
jedinjenja iz grupe alkohola, ketona i seskviterpena usporavaju, ili potpuno zaustavljaju rast
patogenih mikroorganizama. Medutim, smatra se da najznacajniji antagonisti¢ki nacin delovanja
predstavlja mikoparazitizam. Nakon §to prepozna patogena, hife Trichoderma spp. obrastaju hife
fitopatogene gljive, a sam kontakt se ostvaruje putem izrastaja koji lice na papile 1 pri¢vrséuju se
za hifu domacina kog parazitira. Nakon toga, dolazi do sekrecije enzima koji razlazu Celijski zid
patogena nakon ¢ega gljiva prodire u hife i otpocinje hranjenje unutrasnjim sadrzajem (Bailey 1
sar., 2008; Hajnal Jafari i sar., 2020). S druge strane, kada su vrste iz roda Trichoderma u
interakciji sa biljkom, dolazi do produkcije jedinjenja koja doprinose podizanju imunog odgovora
kod biljke i vece otpornosti na fitopatogene gljive. Takode, jedinjenja koja proizvodi gljiva
stimuli$u aktivaciju odbrambenog sistema biljke, tako $to indukuju povecanje proizvodnje enzima
koji imaju odbrambenu ulogu (Nawrocka i Malolepsza, 2013). Neki od tih enzima su hitinaze,
glukanaze i enzimi povezani sa biosintezom fitoaleksina. Pored toga dokazano je da vrste roda
Trichoderma deluju povoljno i na rast i razvoj korenovog sistema, §to samim tim povecava
otpornost biljke prema susi (Benitez i sar., 2004; Vinale i sar., 2008). Shodno tome interakcije
izmedu Trichoderma spp. i biljaka su uvek povezane sa poboljSanjem prinosa i biomase biljaka
(Harman i sar., 2004).

Postoje navodi da ovaj rod poseduje antagonisticki efekat na najmanje 18 rodova i 29 vrsta
fitopatogenih gljiva, a neke od njih su sledece: Fusarium oxysporum, Pythium spp., Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum i M. phaseolina (Wu i sar., 2017; Benitez i sar., 2004; Mihajlovi¢
i sar., 2016; Taliei i sar., 2013). Rezultati ispitivanja u in vitro testovima ukazuju na to da pojedine
vrste gljiva iz roda Trichoderma kao sto su: T. harzianum, T viride, T asperellum poseduju veoma
izrazen antagonisti¢ki potencijal i znatno inhibiraju porast micelije M. phaseolina (Khaledi i
Taheri 2016; Pastrana i sar., 2016). Sreedevi i sar. (2011) navode da izolati T. harzianum i T. viride
inhibiraju porast micelije patogena do 64,4% u testu dvojne kulture, a takode sli¢an procenat
inhibicije micelije patogena beleze i1 u testu isparljivih i neisparljivih jedinjenja koje produkuju
ove vrste. Do sli¢nih rezultata su dosli Gajera i sar. (2012), koji su takode belezili inhibiciju porasta
micelije patogena u testu dvojne kulture sa izolatima T. koningi i T. harzianum. Pored pomenutih
ispitivanja u laboratorijskim uslovima, rezultati in vivo eksperimenata ukazuju na veoma pozitivne
efekte u kontroli ovog patogena, a veliki broj autora navodi da se Trichoderma spp. uspesno koristi

u suzbijanju prouzrokovaca ugljenaste trulezi biljaka u usevima kao $to su soja, Kikiriki i jagoda
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(Sreedevi 1 sar., 2011; Pastrana 1 sar., 2016). Takode, veliki broj istrazivanja vrsi se u smeru
ispitivanja uticaja tretmana semena vrstama iz roda Trichoderma na smanjenje pojave
prouzrokovaca ugljenaste trulezi u razli¢itim usevima. Jedno od takvih istrazivanja su sproveli
Khaledi i Taheri (2016), gde su utvrdili da je tretiranje semena soje vrstama T. viride i T. harzianum
dalo bolje rezultate u smanjenju pojave oboljenja tokom vegetacije od varijanti gde je vrSeno
tretiranje zemljisSta. Takode, slicne rezultate navode i Anis 1 sar. (2010) koji zakljucuju da
tretiranjem semena suncokreta vrstom T. viride dolazi do smanjenja intenziteta pojave trulezi u
usevu tokom vegetacije. Gupta i Chauhan (2005) navode da se u Indiji preporucuje tretman semena
soje sa komercijalnim preparatima na bazi T. viride i T. harzianum. Sli¢no gore pomenutom, druga
grupa istrazivaca tvrdi da se uklanjanjem Zetvenih ostataka i primenom Trichoderma spp. moze

uticati na smanjenje populacija patogena u zemljistu (Baird i sar., 2003).
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3. ZADACI I CILJEVI ISTRAZIVANJA

A

10.

11.

Prikupljanje biljaka sa karakteristicnim simptomima ugljenaste trulezi korena Secerne
repe;
Izolacija patogena na hranljivu podlogu i formiranje kolekcije monohifalnih izolata M.

phaseolina;

Provera patogenosti monohifalnih izolata na biljkama Secerne repe u fazi razvoja 4 prava
lista;

Utvrdivanje morfoloskih i odgajivackih karakteristika izolata M. phaseolina;
Molekularna identifikacija vrste M. phaseolina sekvenciranjem ITS regiona;

Ispitivanje genetickog diverziteta izolata M. phaseolina pomoc¢u SSR prajmera;
Prikupljanje uzoraka zemljiSta iz rizosfere korena Secerne repe i soje u cilju izolacije
Trichoderma spp.;

Formiranje kolekcije monosporijalnih izolata Trichoderma spp.;

Molekularna identifikacija Trichoderma spp. do nivoa vrste sekvenciranjem ITS regiona i
gena za translacioni elongacioni faktor (TEF-1a);

Ispitivanje antagonisti¢kog uticaja izolata Trichoderma spp. na M. phaseolina u in vitro
uslovima;

Ispitivanje moguénosti suzbijanja patogena primenom bioagenasa na bazi Trichoderma

spp. u ogledima in vivo.

Prikazani zadaci 1 ciljevi istraZivanja omogucavaju detaljnu karakterizaciju izolata M.

phaseolina, prouzrokovaéa ugljenaste trulezi korena Secerne repe. S obzirom na nepostojanje

direktnih i efikasnih mera zastite SeCerne repe od M. phaseolina, iznalazenje moguénosti

primene gljiva iz roda Trichoderma kao agenasa bioloSke zastite je od velikog znacaja za

savremenu proizvodnju Secerne repe.
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4. RADNE HIPOTEZE

Polaze¢i od saznanja iz literature, kao i na osnovu navedenih zadataka i ciljeva ovog

istrazivanja postavljene su radne hipoteze:

1. Prikupljeni izolati sa korena Secerne repe sa simptomima ugljenaste trulezi korena ¢e
na osnovu morfoloskih, odgajivackih, patogenih i molekularnih karakteristika biti
identifikovani kao pripadnici vrste M. phaseolina.

2. Pretpostavka je da postoje genetske razlike izmedu izolata ove vrste koje ¢e se utvrditi
upotrebom vecéeg broja prajmera i varijanti PCR metoda, na osnovu ¢ega bi se dobio
uvid u geneticku varijabilnost populacije koja je prisutna u nasim agroekoloskim
uslovima.

3. Pretpostavlja se da antagonosti¢ki mikroorganizmi iz roda Trichoderma, izolovani iz
rizosfere SeCerne repe i soje ispoljavaju antifungalno delovanje na M. phaseolina.

4. Ispitivanjem antifungalne aktivnosti pomenutih vrsta za suzbijanje prouzrokovaca
ugljenaste trulezi korena Seéerne repe u in vitro i in vivo ogledima utvrdice se potencijal
Trichoderma spp. za spre¢avanje pojave trulezi tokom proizvodnje Seéerne repe, dok
¢e se na osnovu dobijenih rezultata, ponuditi ekoloski prihvatljiva reSenja za suzbijanje

ovog patogena.
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5. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalna istrazivanja izvedena su na Departmanu za fitomedicinu i zastitu Zivotne
sredine na Univerzitetu u Novom Sadu, Poljoprivrednog fakulteta i Institutu za ratarstvo i

povrtarstvo u Novom Sadu, Laboratorija za biotehnologiju.

5.1. Izolacija patogena i dobijanje Cistih kultura

Biljke Secerne repe sa karakteristicnim simptomima ugljenaste trulezi korena prikupljene
su krajem vegetacije ili tokom Zzetve (period septembar — novembar) sa razli¢itih lokaliteta u AP
Vojvodini. Koreni §e¢erne repe sivo mrke do crne boje (Slika 3) za koje se, na osnovu simptoma
moglo pretpostaviti da su inficirani fitopatogenom gljivom M. phaseolina, su obelezeni, upakovani

i transportovani u laboratoriju na Departman za fitomedicinu i zaStitu zivotne sredine,

Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, gde su dalje ispitivani.
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Slika 3. Karakteristicne Sivo mrke zone na korenu Secerne repe (Original)
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Iz zarazenih biljnih delova izvrSena je izolacija patogena po metodi Dhingra i Sinclair
(1995). Koren Secerne repe je opran teku¢om vodom, dezinfikovan 70 % alkoholom i obrisan
vatom, a zatim je sterilnim nozem presecen po sredini podrucja sa nekrozom kako bi se jasno uocio
prelaz zdravog u obolelo tkivo. Fragmenti tkiva veli¢ine 2 x 2 mm su isecani sterilnim skalpelom,
a zatim u asepti¢nim uslovima zasejani na sterilnu KDA podlogu (krompir dekstrozni agar). Uzorci
su inkubirani u termostatu na temperaturi od 25 °C 3 - 4 dana, odnosno do pojave karakteristi¢nih
kolonija gljiva. Isecci sa oboda kolonije koje su po makroskopskim odlikama odgovarali vrsti M.

phaseolina su presejani u Petri kutije sa sterilnom KDA podlogom u cilju dobijanja ¢istih kultura.

Nakon inkubacionog perioda od 5 dana, pregledom kolonija formiranih na hranljivoj
podlozi, utvrdena su karakteristi¢éna makroskopska i mikroskopska morfoloska svojstva na osnovu
kojih je ustanovljeno koji od izolata odgovaraju vrsti M. phaseolina, a za ovo istrazivanje je

odabrano 43 karakteristi¢na izolata poreklom sa Secerne repe.

5.2. Dobijanje Cistih kultura monohifalnih izolata patogena i njihovo
c¢uvanje

U cilju dobijanja monohifalnih izolata, iz Cistih kultura starosti 5 dana uzet je kruzni isecak
pre¢nika 3 mm 1 postavljen u centar Petri kutije u kojoj je razlivena sterilna slabo hranljiva
podloga, vodeni agar (VA). Nakon inkubacije u termostatu na temperaturi 25 °C u trajanju od 24
do 48 h, direktnim mikroskopiranjem u sterilnim uslovima su pomocu sterilne entomoloske igle
isecani vrhovi hifa svakog izolata i preneti na sterilnu KDA podlogu. Dobijeni monohifalni izolati
su nakon sedam dana inkubacije iseceni sterilnom kopljastom iglom, preneti u 1,5 ml sterilne
mikrotube, ¢uvani na 4 °C i presejavani jednom u 6 meseci radi oCuvanja vitalnosti. 1zolati su
obelezavani kombinacijom slova i brojeva, gde su slova inicijali biljne vrste (Secerna repa), dok
brojevi oznacavaju izolate prema hronoloskom redosledu po kojem su izolovani u datoj godini 1
deo su kolekcije izolata Laboratorije za fitopatologiju Departmana za fitomedicinu i zastitu zivotne

sredine.
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5.3. Provera patogenosti izolata M. phaseolina

Provera patogenosti je izvrSena kod svih 46 izolata M. phaseolina metodom vestacke
inokulacije, na biljkama Secerne repe u fazi 4 prava lista. Priprema inokuluma je radena po metodi
Omar i sar. (2007). Po 200 g semena sirka je rasporedeno u 46 staklenih tegli zapremine 750 ml,
zatim je u svaku teglu dodato po 150 ml vode, promesano i ostavljeno da stoji 24 h. Nakon toga,
seme sirka u teglama je sterilisano u autoklavu na 120 °C pri 1,2 bara u trajanju od 25 minuta, a
nakon hladenja, pristupilo se inokulaciji tako Sto su na povr§inu semena postavljani fragmenti
podloge sa 5 dana starom micelijom gljive. Seme je inkubirano u termostatu na temperaturi od 30
°C u trajanju od 3 nedelje, odnosno dok micelija nije u potpunosti obrasla seme i dok se nisu
formirale sklerocije u ¢itavom supstratu. Tokom inkubacije tegle su povremeno protresane da bi
se sprecilo stvaranje kompaktne mase od semena sirka i micelije gljive. Nakon kolonizacije gljive,
inokulisan sirak je pomeSan sa sterilnim peskom, svaki izolat pojedina¢no, u zapreminskom
odnosu 3:1. Ogled je izveden u po 4 ponavljanja gde svako ponavljanje ¢ine 4 biljke u fazi 4 prava
lista. Kao kontrolna varijanta biljke su presadene u sterilan pesak. Sve saksije su zalivane
svakodnevno sa 100 ml sterilne vode i1 drzane u kontrolisanim uslovima u termostatu na 30 °C sa
smenom svetle (16 h) i tamne faze (8 h). Ogled je svakodnevno pracen, a vadenje biljaka i ocena
patogenosti je izvrSena po ispoljavanju simptoma na 50 % vestacki inokulisanih biljaka u okviru

jednog tretmana. Skala ocene i opis simptoma su prikazani u Tabeli 1 i na Slici 4.
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Slika 4. Skala ocene simptoma M. phaseolina na korenu mladih biljaka Secerne repe (od 0 do 4)
(Original)

Tabela 1. Skala ocene i opis simptoma M. phaseolina na korenu biljaka Se¢erne repe

Opis simptoma Ocena
Zdrava biljka 0

Pojava individualnih lezija na korenu

1
Spajanje lezija na korenu 2
Prstenasta nekroza korena 3

4

Potpuna nekroza korena
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5.4. Odredivanje brzine porasta i morfolosko - odgajivackih
karakteristika izolata M. phaseolina

5.4.1. Brzina porasta izolata M. phaseolina

Pracenje brzne porasta izolata ispitane su na KDA i MIN + KCIOs podlozi. Sastav podloga
koje su koriS¢ene prikazane su u Prilogu 1. Sve podloge su sterilisane 20 minuta u autoklavu na
temperaturi od 121 °C i pritisku od 1,2 bara. Nakon hladenja podloga do temperature od 40 °C,
dodat je streptomicin sulfat u koli¢ini od 1,5 mg/L podloge. U Petri kutije pre¢nika 85 mm
razliveno je po 15 ml odgovaraju¢e podloge. Na podloge su nakon hladenja zasejani fragmenti
KDA podloge sa micelijom M. phaseolina pre¢nika 3 mm starosti pet dana. Ogled je postavljen u
tri ponavljanja. Jedna Petri kutija, zasejana sa jednim fragmentom predstavljala je jedno
ponavljanje. Ovako zasejane Petri kutije su zatvarane parafilm trakom, kako ne bi doslo do

kontaminacije. Pre¢nik kolonija je izmeren nakon tri i pet dana inkubacije u termostatu na 25 °C.

5.4.2. Morfoloske karakteristike izolata M. phaseolina

Proucavanje morfoloskih odlika obuhvatilo je proucavanje makroskopskih i

mikroskopskih karakteristika patogena.

Makroskopske morfoloSke karakteristike svih dobijenih izolata proucavane su nakon
inkubacije od 5 dana na KDA podlozi. Posmatrane su karakteristicne osobine prema navodima
Beas-Fernandez i sar. (2006), a to su oblik kolonije, intenzitet formiranja micelije, intenzitet

formiranja mikrosklerocija (Tabela 2).

Tabela 2. Ocena makroskopskih morfoloskih karakteristika kolonija M. phaseolina na KDA

podlozi
Intenzitet Intenzitet
Oblik L o
N Oznaka formiranja Oznaka formiranja Oznaka
kolonije o ] N
micelije mikrosklerocija
Radijalni A Nizak + Nizak *
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ReZnjevit B Srednji ++ Srednji **
Visok +++ Visok Fkx
Veoma visok ++++ Veoma visok falakaie

U cilju ispitivanja osetljivosti izolata prema hloru koris¢ena MIN + KCIO3 hranljiva
podloga (Prilog 1). Jedna od klasifikacija izolata M. phaseolina se zasniva na morfologiji kolonija
formiranih na podlogama oboga¢enim hlorom (Su 1 sar., 2001). Mnoge gljive mogu da koriste
nitrate kao izvore azota (Rayatpanath i sar., 2009). Hlorati, koji su analogni nitratima, se ¢esto
koriste za proucavanja moguénosti asimilacije nitrata kod bakterija, algi, gljiva i visih biljaka
(Pearson 1 sar., 1987). U metabolizmu azota, nitrat reduktaza vrsi funkciju redukcije nitrata do
nitrita, a zatim do amonijaka (Rayatpanath i sar., 2009). Nitrat reduktaza u metabolizmu gljive ima
sposobnost da redukuje hlorate do hlorita. Kao posledica toga, dolazi do nakupljanja hlorita u
¢elijama gljive i do inhibicije porasta micelije. Shodno tome, oni izolati koji imaju funkcionalnu
nitrat reduktazu su osetljivi prema hloru, dok su oni koji nisu u moguénosti da metaboliSu nitrate
tolerantni prema hloru (Pearson i sar., 1987). U odnosu na osetljivost prema hloru, izolati M.

phaseolina su podeljeni u tri fenotipske grupe (Tabela 3).

Tabela 3. Fenotip kolonije M. phaseolina na MIN + KCI1Os podlozi

Fenotip kolonije Oznaka
Gust (izolati koji nisu osetljivi prema hloru i koji imaju izgled kolonije kao na
podlozi bez hlora) A
Ogranicen (izolati koji su osetljivi prema hloru 1 €iji je porast ograni¢en samo
oko fragmenta sa micelijom gljive) 5
Paperjast (izolati koji su osetljivi prema hloru i koji imaju neujednacen i c

proreden porast micelije)

Od mikroskopskih morfoloskih osobina izolata ispitana je veli¢ina mikrosklerocija nakon
inkubacije 5 dana na KDA podlozi. Duzina i §irina mikrosklerocija mereni su kod 50 slucajno
odabranih mikrosklerocija od svakog izolata direktnim pregledom pod mikroskopom. Iskazane su

minimalne i maksimalne vrednosti (Beas-Fernandez i sar., 2006). Takode, ispitana je i Sposobnost
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formiranja piknida i piknospora izolata gajenih na KEA (kikiriki ekstrakt agar) hranljivoj podlozi
(Prilog 1) kao i njihove dimenzije (Ma i sar., 2010).

Merenja su vr$ena na binokularnom mikroskopu marke KRUSS MBL 2000 upotrebom
objektiva 10x i okulara 4x, gde jedan podeok skale objektiva mikrometra iznosi 10 um. Koeficijent
tj. vrednost jednog podeoka za odabrani objektiv se izraCunava na osnovu slede¢e formule:
k=Ax 10 um /B, gde je;

A — broj podeoka objektiv mikrometra,
B — broj podeoka okular mikrometra

5.4.3. Uticaj pH vrednosti sredine i temperature na porast izolata M.
phaseolina

Za ispitivanje uticaja pH vrednosti sredine i temperature na porast kolonija izolata M.
phaseolina koris¢ena je KDA podloga. Zeljeni pH opseg je podesen nakon sterilizacije podloge
dodavanjem 1 % rastvora hlorovodoni¢ne kiseline (HCI), odnosno rastvora kalijum hidroksida
(KOH). Ispitan je uticaj sledecih pH vrednosti podloge 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 1 9. Nakon razlivanja KDA
podloge u Petri kutije zasejani su fragmenti micelije pre¢nika 3 mm i starosti pet dana nakon cega
su inkubirane u termostatu na 25 °C. Uticaj razli€itih temperatura ispitan je tako Sto su, nakon
zasejavanja ispitivanih izolata M. phaseolina na KDA podlogu, Petri kutije inkubirane na
temperaturama od 15, 20, 25, 30, 35 1 40 °C u termostatu. Oba ogleda su postavljena u tri
ponavljanja. Porast kolonija izolata je pracen svakodnevno sve dok jedan od ispitivanih izolata
nije u potpunosti prekrio podlogu micelijom. Nakon toga izvrSeno je merenje radijalnog porasta
kolonije u dva pravca pod pravim uglom. Vrednosti koje su dobijene nakon merenja podeljene su
sa brojem dana inkubacije kako bi dobili dnevni porast kolonije (mm/dan).

5.5. Izolacija bioloSkog agensa i dobijanje Cistih kultura

Za potrebe izolacije Trichoderma spp. uzorci zemljista su sakupljani tokom 2018. godine
sa razli¢itih parcela na lokalitetu Rimski San&evi iz rizosfere korena $ecerne repe i soje. Uzorci su

cuvani na 4 °C do momenta izolacije, koja je izvrSena po metodi Kumar i sar. (2011). U 90 ml
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sterilne destilovane vode je rastvoreno 10 g usitnjenog 1 osuSenog zemljiSta. Kolbe su zatim
postavljene na rotacionu meSalicu u trajanju od 20 minuta. Pripremljena je serija razredenja od
svakog uzorka od 10t do 10°. Zasejavanje je izvrSeno u asepti¢nim uslovima nanosenjem 100 ul
supernatanta pomocu pipete na povrsinu selektivne podloge za izolaciju Trichoderma spp. (Elad i
sar., 1980) (Prilog 1), a zatim je vrSen razmaz suspenzije po povrsini hranljive podloge pomocu
L-petlje. Petri kutije su inkubirane na 28 °C tokom 5 dana. Kolonije koje su prema morfoloskim
karakteristikama odgovarale ovom rodu presejane su na KDA hranljivu podlogu, dok je nakon
mikroskopske potvrde na prisustvo spora koje odgovaraju rodu Trichoderma, formirana kolekcija
izolata (Tabela 4) koja je kori$¢ena u daljim ispitivanjima. Izolati su monosporijalno precis¢eni na
isti nacin kako je objasnjeno kod M. phaseolina i ¢uvani u frizideru na kosim KDA podlogama u
epruvetama na 4 °C kao deo kolekcije izolata Laboratorije za bioloSka istrazivanja i pesticide,
Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu. lzolati su radi ocuvanja vitalnosti

presejavani jednom u $est meseci.

Tabela 4. Spisak izolata Trichoderma spp.

Redni broj Sifra izolata Lokalitet Mesto uzorkovanja
1. T1 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe
2. T2 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe
3. T3 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe
4. T4 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
5. TS5 Rimski Sandevi Rizosfera Sec¢erne repe
6. T6 Rimski Sandevi Rizosfera Se¢erne repe
7. T7 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe

T8 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe
9. T9 Rimski Sandevi Rizosfera Se¢erne repe
10. T10 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
11. T11 Rimski Sangevi Rizosfera soje
12. T12 Rimski Sangevi Rizosfera soje
13. T13 Rimski San&evi Rizosfera soje
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5.6. Molekularna identifikacija izolata

5.6.1. Ekstrakcija DNK patogena i bioloSkog agensa

Za potrebe ekstrahovanja DNK, svi izolati su gajeni u Petri kutijama pre¢nika 85 mm na
PDA hranljivoj podlozi na temperaturi od 28 °C tokom pet dana. Sa povrSine KDA podloge,
sastrugano je od 300 do 900 mg micelije gljive. DNK ekstrakcija je radena po protokolu Somma
(2004). Kvalitet izolovane DNK je potvrden pomocéu lancane reakcije polimeraze (PCR) sa
univerzalnim prajmerima Ul 1 U2 (Tabela 5), specificnim za 18S rRNK, deo male ribozomalne

subjedinice, primenom odgovarajuceg programa za amplifikaciju (Tabela 6).

25



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

-
.y

"~ Slika 5. Ekstrakcija DNK (Original)
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Tabela 5. Sekvence oligonukleotidnih prajmera Ul i U2

Lokus Prajmer Sekvenca Referenca
18s Ul 5’-TCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTA-3’ Allmann i sar.
rRNK U2 5’-AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTT-3’ (1993)

Tabela 6. Program amplifikacije sa univerzalnim prajmerima

Faza Temperatura (°C) Vreme (s) Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 120
Denaturacija 95 25
Vezivanje prajmera 60 30 35
Ekstenzija 68 40
Krajnja ekstenzija 68 300

PCR reakcije su izvedene u ukupnoj zapremini od 25 pl koja je sadrzala 2 pl izolovane
DNK, 2,5 ul dNTP, 2,5 ul MgCl2, 0,3 ul Taq polimeraze (Thermo Fisher Scientific), 1 pl svakog
prajmera i 15,7 pl dH20. Lan¢ana reakcija polimeraze izvedena je u PCR aparatu Biometra —
Thermocycler. PCR produkti svih amplifikacija, su razdvojeni na 1% agaroznom gelu sa dodatkom
0,005 % etidijum bromida, dok je vizualizacija umnozenih fragmenata uradena pod UV svetlom.
Duzina fragmenata utvrdena je poredenjem sa 50 bp DNK lestvicama za izolate Trichoderma spp.
i 100 bp DNK lestvicama za izolate M. phaseolina (GeneRuler™ 50 i 100 bp DNA Ladder,

Thermo Fisher Scientific).

5.6.2. Identifikacija izolata M. phaseolina i Trichoderma spp. molekularnim
metodama
5.6.2.1. Amplifikacija fragmenta ITS regiona M. phaseolina

Izolovana DNK je koriS¢ena kao matrica za amplifikaciju fragmenta ITS regiona

prajmerima ITS1 1 ITS4 (Tabela 7), primenom odgovarajuceg programa amplifikacije (Tabela 8).
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Tabela 7. Sekvence oligonukleotidnih prajmera ITS1 i ITS4

Lokus Prajmer Sekvenca Referenca
5,8s ITS1 5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ o
White i sar., 1990
rRNK ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Tabela 8. Program amplifikacije ITS fragmenata

Faza Temperatura (°C) Vreme (s) Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 300
Denaturacija 94 30
Vezivanje prajmera 60 60 40
Ekstenzija 72 45
Krajnja ekstenzija 72 300

5.6.2.2. Amplifikacija fragmenta ITS regiona Trichoderma spp.

Izolovana DNK je koriS¢ena kao matrica za amplifikaciju fragmenta ITS regiona

prajmerima ITS1b i ITS2 — R (Tabela 9), primenom odgovaraju¢eg programa amplifikacije
(Tabela 10).

Tabela 9. Sekvence oligonukleotidnih prajmera ITS1b i ITS2 - R

Lokus Prajmer Sekvenca Referenca
5,8s ITS1b 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ White i sar., 1990
rRNK ITS2-R 5>-TGTGTTCTTCATCGATG-3’

Tabela 10. Program amplifikacije ITS fragmenata

Faza Temperatura (°C) Vreme (s) Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 300
Denaturacija 94 60
Vezivanje prajmera 61 60 35
Ekstenzija 72 60
Krajnja ekstenzija 72 120
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5.6.2.3. Amplifikacija fragmenta TEF-1a gena Trichoderma spp.

Izolovana DNK je koriS¢ena kao matrica za amplifikaciju fragmenta TEF-1a gena
prajmerima EF1-728 i EF1-986 (Tabela 11), primenom odgovarajuc¢eg programa amplifikacije
(Tabela 12).

Tabela 11. Sekvence oligonukleotidnih prajmera EF1-728 i EF1-986

Lokus Prajmer Sekvenca Referenca
TEF-1q EF1-728  5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3*  Carbone i Kohn (1999)
EF1-986 5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’
Tabela 12. Program amplifikacije TEF-1a gena
Faza Temperatura (°C) Vreme (s) Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 97 60
Denaturacija 96 20
Vezivanje prajmera 55 20 36
Ekstenzija 72 20
Krajnja ekstenzija 72 120

5.6.3. Utvrdivanje geneticke varijabilnosti izolata M. phaseolina pomoéu SSR
markera

Za ispivanje geneticke varijabilnosti unutar populacije izolata M. phaseolina koric¢eni su
mikrosatelitski molekularni markeri odnosno SSR (simple sequence repeats) koji detektuju
polimorfizam jednostavnih ponavljaju¢ih sekvenci DNK. Izolati su ispitani primenom 12 SSR

parova prajmera Tabela 13.

29



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

Tabela 13. Prajmeri kori$¢eni u istrazivanju

Oznaka prajmera Sekvence prajmera PCR program

5’-GTGCGAGAAAAATCCGTAAAC-3
MPO04 SSR57TD
5’-CCACACAATTACGAAACCTCA-3’

5’-AGCCCATGAAGTGGAAAGCTC-3’
MP11 SSR60
5’-GAAAGAGGTAACCCGCGTTGT-3’

5’-TAGTGCTGAAGCCAGAAGTC-3’
MP32 SSR56
5’-CCCACAGAAAGAAGCTTAAC-3’

5’-TGACAGGCGTCTGATTG -3’
MP27 SSR52
5’-CGAGAGGGTTGGTTGGTTTA -3’

5’- AGTCAAAAGTAGAACAAG-3’
MPO5 SSR47
5’- GACGGGCGCATACATCTC-3’

5’- CGTGCGAGAAAAATCCGTAAAC-3
StvMPR532a SSR60MF
5’-CCACACAATTACGAAACCTCATCTC -3’

5’- CGGAGACCCAAATCTCTCTCT-3”
MP474 SSR54
5’- ATATCGGCGGACATCTTTTT-3

5’- ATATCGGCGGACATCTTTTT-3
MP475 SSR55TD
5’-AAGCTCGGAGACCCAAATCT -3’

5’-GTGCAGGAGAGGGGTAAGTG -3’
MP431 SSR55
5’-TTCGTCACGTCCTTTTCGAT -3’

5’-CGTCTGCTTCACCATCACTG -3’
MP468 SSR56TD
5’- GAAATCCAGGGCAATGAAGA-3

5-TTGTGTCTTTTGCGTGGTGT -3’
MP449 SSR56TD
5’-CATCAAACCACAGCAATGTGTA -3°

5’-GCTGGGCTGTGAGTCTCTCT -3’
MP445 SSR58TD
5’-TCTCGGGTCTTTCTCCTCAA -3°
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Za PCR reakciju je koris¢eno 23 pl reakcione smese 1 2 pl DNK. Reakciona smeSa za

analizu jednog uzorka je sadrzala slede¢e komponente:

1. 10 x PCR pufer (Fermentas) 2,5 ul
2. dNTPs (2 mM) 2,5 ul
3. Sens prajmer (10 pmol/ul) 1,0 ul
4. Antisens prajmer (10 pmol/ul) 1,0 ul
5. Taq polimeraza (Fermentas, 5 U/ul) 0,3 ul
6. Voda 15,7 ul

Uslovi amplifikacije su se razlikovali u zavisnosti od odabranih prajmera, tako da se u

istrazivanjima koristilo deset PCR programa (Tabela 14).

Tabela 14. Uslovi amplifikacije PCR programa

Program Uslovi amplifikacije

SSR57TD e pocetna denaturacija 2 min na 94 °C
e 12 ciklusa: 94 °C 30 s, 56,6 °C 30 s, sa sniZavanjem temperature za
0,8 °C u svakom narednom ciklusu, 72 °C 50 s
e 31 ciklus: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 47 °C 30 s

e ekstenzija 72 °C 50 s, zatim krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 60 e pocetna denaturacija 2 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 60 °C 40 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 56 e pocetna denaturacija 3 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 55,5 °C 40 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 52 e pocetna denaturacija 3 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 52 °C 40 s

e ckstenzija 72 °C 50 s
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e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 47 e pocetna denaturacija 2 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 48 °C 60 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s
SSR 60MF e pocetna denaturacija 2 ciklusa 1 min na 95 °C, 1 60 °C

e 27 ciklusa: denaturacija 95 °C 30 s, vezivanje prajmera 60 °C 30 s
e ckstenzija 68 °C
e krajnja ekstenzija 68 °C 240 s

SSR 54 e pocetna denaturacija 3 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 53,8 °C 40 s
e ckstenzija 72 °C 50 s,
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 55 e pocetna denaturacija 3 min na 94 °C
e 43 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 54,8 °C 40 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 56TD e pocetna denaturacija 2 min na 94 °C
e 11 ciklusa: 94 °C 30 s, 55,8 °C 30 s, sa snizavanjem temperature za
0,8 °C u svakom narednom ciklusu, 72 °C 50 s
e 31 ciklus: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 47 °C 30 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s

SSR 58TD e pocetna denaturacija 2 min na 94 °C
e 13 ciklusa: 94 °C 30 s, 57,4 °C 30 s, sa snizavanjem temperature za
0,8 °C u svakom narednom ciklusu, 72 °C 50 s
e 30 ciklusa: denaturacija 94 °C 30 s, vezivanje prajmera 47 °C 30 s
e ckstenzija 72 °C 50 s
e krajnja ekstenzija 72 °C 300 s
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Umnozavanje DNK svim navedenim pramerima se odvijalo u PCR aparatima
Thermocycler (Biometra, Nemacka). Razdvajanje dobijenih PCR produkata vrSeno je na
agaroznim, Metaphor agaroznim i poliakrilamidnim gelovima, razli¢ite koncentracije. Agarozni
gelovi su pravljeni sa TAE puferom i agarozom (Agarose, SPI, Duchefa Biochemie). U gel je
dodavan etidijum bromid (EtBr) radi vizuelizacije fragmenata. Elektroforeza je izvodena 2-2,5
Casa pri naponu od 130 V. Gelovi sa Metaphor agarozom visoke rezolucije (Lonza) su pravljeni sa
TAE puferom. Takode je dodavan etidijum bromid (EtBr). Elektroforeza je izvodena 2-2,5 ¢asa
pri naponu od 130 V. Poliakrilamidni gelovi razli¢itih koncentracija pravljeni su dodavanjem
odredene koli¢ine akrilamid/bisakrilamida odnosa 19:1, 30% koncentracije u TAE puferu. Potom
je dodato 750 pl 10% amonijum persulfata i 150 pl TEMED. Elektroforeza je izvodena sat
vremena pri naponu od 110 V i tri sata pri naponu od 120 V, na temperaturi od 4 °C. Gelovi su
fotografisani pod UV svetlom. Za odredivanje veli¢ine dobijenih PCR produkata koriSé¢ena je

DNK lestvica GeneRuler™ 100bp ladder Plus (Fermentas).

5.6.4. Ekstrakcija i preci§éavanje PCR produkata

Ekstrakcija dobijenih produkata amplifikacije sa agaroznih gelova je radena pomocu kita
QIAEX II (QIAGEN) prateci protokol proizvodaca:
e Ise¢i DNK fragment sa agaroznog gela i staviti u pripremljenu epruvetu od 1,5 ml. Ukloniti

Sto je viSe moguce nepotrebne agaroze.

e Izmeriti teZinu ise¢ene agaroze. Dodati 3x volumena pufer QX1 jednom volumenu gela sa

DNK fragmentom veli¢ine 100 - 4000 bp.
e Resuspendovati QIAEX II na vorteksu 30 s. Dodati 10 pl suspenzije QIAEX Il

e Inkubirati na 50 °C 10 min, da bi se agaroza rastvorila i da bi se DNK vezala za partikule
QIAEX II. Mesati na vorteksu svaka 2 min da bi se QIAEX Il odrZao u suspenziji. Proveriti
da li je boja rastvora zuta. Ako je boja narandzasta ili ljubicasta dodati 10 pul 3M Na-acetata
pH 5.0. Boja bi trebalo da prede u zutu. Inkubacija se u tom slu¢aju produzuje najmanje

jos 5 min.
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e Centrifugirati 30 s, a zatim ukloniti supernatant.

e Isprati talog sa 500 ul pufera QX1. Resuspendovati talog na vorteksu. Centrifugirati uzorak
30 s, zatim pazljivo ukloniti sve tragove supernatanta pipetom. Ovaj korak uklanja zaostalu

agarozu.

e Isprati talog dva puta sa 500 ul pufera PE. Resuspendovati talog na vorteksu. Centrifugirati
uzorak 30 s, zatim pazljivo ukloniti sve tragove supernatanta pipetom. Ovi koraci uklanjaju

kontaminaciju solima.

e Susiti talog 10-15 min na sobnoj temperaturi dok talog ne postane beo. Ako se koristilo 30

ul QIAEX II suspenzije, talog se susi oko 30 min. Ne suSiti vakumom.

e Zaeluciju DNK dodati 20 pul vode i resuspendovati talog na vorteksu. Inkubirati na sobnoj

temperaturi, 5 min.

e Centrifugirati 30 s. Pazljivo preneti supernatant u novu epruvetu. Supernatant sada sadrzi

¢isti DNK fragment.

e Opciono: Ponoviti korake 9 1 10 i kombinovati eluate. Dodatna elucija ¢e povecati prinos

dobijenog DNK fragmenta oko 10-15%.

5.6.5. Sekvenciranje

Produkti amplifikacije prajmerima ITS i TEF su poslati na sekvenciranje u Macrogen Inc.
(Amsterdam, Holandija), koje je radeno na aparatu ABI 3730 x 1 DNA Analyzer (Applied
Biosystems). Sekvence su po zavrSenoj analizi deponovane u NCBI bazu GeneBank i nalaze se u

Prilogu 2 doktorata.
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5.7. Osetljivost izolata M. phaseolina in vitro

Testirana je osetljivosti dva izolata M. phaseolina kod kojih je utvrdena znacajna razlika u
nivou patogenosti gde je izolat SR23/11 ispoljio visi nivo patogenost u odnosu na izolat
SR55(3)/09. U ispitivanje su uklju¢ena dva komercijalna preparata Funomil® 700 WG,
Bacillomix® Original, kao i 13 izolata iz roda Trichoderma koji su kao potencijalni bioagensi

ispitivani u ovom radu.

5.7.1. Osetljivost M. phaseolina prema tiofanat-metilu

Osetljivost odabranih izolata M. phaseolina na Funomil® 700 WG (Agromarket, Srbija)
¢ija je aktivna materija tiofanat-metil je ispitana primenom metode inkorporacije fungicida u KDA
hranljivu podlogu (Leroux i Gredt, 1972; Locher i Lorentz, 1991). U ispitivanje je ukljuceno Sest
koncentracija fungicida (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; i 100 mg/l). Serije rastvora fungicida
odgovaraju¢ih koncentracija dobijene su rastvaranjem fungicida u sterilnoj destilovanoj vodi.
Razredenja fungicida su zatim, uz neprestano meSanje na magnetnoj mesalici, dodavana u
asepti¢nim uslovima u rastopljenu KDA podlogu prethodno ohladenu do 55 °C, pri ¢emu je odnos
fungicida 1 podloge bio 1:9. Kao kontrola koris¢ena je KDA podloga u koju je umesto razredenja
fungicida dodata ista koli¢ina sterilne destilovane vode. Ovako pripremljena podloga je razlivena
u Petri kutije i nakon hladenja je zasejana ispitivanim izolatima M. phaseolina SR55(3)/09 i
SR23/11 tako $to su fragmenti podloge sa micelijom pre¢nika 3 mm starom 5 dana na povrsinu
hranljive podloge u koju je inkorporiran fungicid. Svaku varijantu su ¢inila Cetiri ponavljanja.
Zasejane Petri kutije inkubirane su pri temperaturi od 28 °C u mraku. Porast micelije posmatran je
svakodnevno, a kada je kolonija izolata u kontrolnoj varijanti u potpunosti ispunila Petri kutiju
vrseno je merenje precnika kolonije u dva pravca. Procenat inhibicije je izracunat po formuli koju

je opisao Edington (1971):

Inhibicija (%) = A1- A2/ A1 x 100
Al — pre¢nik kolonije (mm) M. phaseolina u kontroli,

A2 — pre¢nik kolonije (mm) M. phaseolina u tretmanu.
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5.7.2. Osetljivosti M. phaseolina prema Bacillus sp.

Za ispitivanje je koris¢en Bacillus sp., koji je komercijalno dostupan kao mikrobiolosko
dubrivo pod nazivom Bacillomix® Original (Bacillomix Co., Srbija). Metodom inkorporacije
komercijalne suspenzije mikrobioloSkog dubriva u KDA hranljivu podlogu dobijene su sledece
ispitivane koncentracije: 1; 2; 5 i 10%. Inkorporacija preparata u podlogu uradena je na nacin da
je uz neprestano mesanje na magnetnoj mesalici KDA podloga prohladena do 55 °C, a tokom
mesSanja podloge uneta je odgovarajuca koli¢ina mikrobioloSkog dubriva (razlicita koli¢ina za
svaku varijantu) kako bi se dobila podloga sa odgovaraju¢im procentom mikrobioloskog dubriva.
Kao kontrola koris¢ena je KDA podloga bez dodatog mikrobiolo§kog dubriva. Podloga je zatim u
sterilnim uslovima razlivena u Petri kutije, a nakon hladenja su zasejani fragmenti micelije
patogena pre¢nika 3 mm starosti 5 dana na povrsinu hranljive podloge u koju je inkorporiran
bioloski preparat. Sva ispitivanja izvrSena su u Cetiri ponavljanja. Zasejane Petri kutije inkubirane
su pri temperaturi od 28 °C u mraku. Porast micelije posmatran je tokom pet dana nakon ¢ega je

izvrSeno merenje precnika kolonije. Procenat inhibicije je izracunat po gore navedenoj formuli.

5.7.3. Osetljivost M. phaseolina prema Trichoderma spp.

5.7.3.1. Test dvojne kulture

Test dvojne kulture (TDK) u Petri kutiji je izveden kako bi se ispitao antagonisticki uticaj
izolata Trichoderma spp. na izolate M. phaseolina. U Petri kutije razliveno je 15 ml sterilne KDA
podloge. Diskovi micelije pre¢nika 3 mm koji su uzeti sa 5 dana starih kolonija M. phaseolina i
Trichoderma spp. izolata postavljeni su na medusobnu udaljenost od 80 mm, dok je u kontrolnom
tretmanu nasuprot patogena postavljen prazan disk KDA podloge. Svaka varijanta je izvedena u
cetiri ponavljanja. Petri kutije su postavljene na inkubaciju na 28 °C. Porast kolonija je posmatran

tokom pet dana nakon ¢ega je izvrSeno merenje precnika kolonije.
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Takode, antifungalna aktivnost je odredena kroz razli¢ite klase antagonistickog delovanja
koriste¢i skalu za ocenu koju su opisali Bell i sar. (1982), dok je procenat inhibicije izracunat

pomocu formule po Edingtonu (1971).

Tabela 15. Antifungalna aktivnost Trichodema spp. odredena prema skali ocene klasa

antagonistickog delovanja Bell 1 sar. (1982)

Klasa antagonistickog delovanja Opis

Trichoderma spp. potpuno prerasta patogena i

prekriva Citavu povrSinu hranljive podloge

Trichoderma spp. prerasta dve treéine

povrsine hranljive podloge

Trichoderma spp. i patogen kolonizuju
Il priblizno istu povrsinu hranljive podloge, 1 ni

jedna vrsta ne dominira nad drugom

Patogen kolonizuje najmanje dve tre¢ine
v hranljive podloge i odoleva napadu

Trichoderma spp.

Patogen potpuno prerasta Trichoderma spp. i

prekriva ¢itavu povrSinu hranljive podloge

5.7.3.2. Test isparljivih jedinjenja

Test isparljivih jedinjenja (T1J) izolata Trichoderma spp. i njihovog uticaja na izolate M.
phaseolina je raden po metodi Sreedevi i sar. (2011). Izolati Trichoderma spp. su zasejani na KDA
podlogu, a zatim su inkubirani na 28 °C tokom 48 h. Nakon inkubacije poklopac svake Petri kutije
je zamenjen sa dnom Petri kutije na koje su zasejani izolati M. phaseolina. U kontroli koris¢ena
su dna Petri kutija sa KDA podlogom na kojoj nije zasejan bioagens dok je nasuprot njega
postavljeno dno na koje su zasejani izolati M. phaseolina. Ovako uparene Petri kutije su
pri¢vrSéene parafilmom. Svaka varijanta je izvedena u Cetiri ponavljanja. Petri kutije su

postavljene u termostat na inkubaciju na 28 °C. Pracenje radijalnog porasta patogena je vrSeno
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svakodnevno i poredeno sa kontrolom. Procenat inhibicije je izracunat pomocu formule po

Eddington i sar. (1971).

5.8. Osetljivost izolata M. phaseolina in vivo

Dva izolata Trichoderma spp. (T2 i T12), koji su ispoljili najjace antagonisticko dejstvo
protiv patogena u in vitro ogledima, odabrani su za dalje ispitivanje u ogledu in vivo. Njihova
efikasnost je uporedena sa dva komercijalno dostupna biopesticida 1 jednim sintetickim
fungicidom (Tabela 15). Ovi komercijalni (bio)fungicidi su registrovani u Republici Srbiji, ali ne

za suzbijanje trulezi korena Secerne repe, vec¢ protiv drugih patogena u razli¢itim usevima.

Tabela 15. Agensi i preparati testirani u ogledu in vivo

Oznaka ) Fungicid / bioagens / N

Opis tretmana S Koncentracija
tretmana testirani izolat

CT2 Suspenzija spora Trichoderma spp. Izolat T2 1x108 CFU/mI

CT12 Suspenzija spora Trichoderma spp. Izolat T12 1x108 CFU/ml

CT2+T12 Suspenzija spora Trichoderma spp. Izolat T2 + T12 1x108 CFU/ml
TRICH Trichoderma asperellum Trifender® Pro 1.1 x 108 CFU/g

_ Bacillomix®
BAC Bacillus sp. o 8 x 108 CFU/ml
Original
™ Tiofanat-metil Funomil® 700 WG 700 g/kg
uiC Netretirana kontrola / /

Priprema inokuluma (Slika 6) je izvrSena prema metodi Omar i sar. (2007). Po 200 g
semena sirka je rasporedeno u staklene tegle, zatim je u svaku teglu dodato po 150 ml vode,
promesano 1 ostavljeno da stoji 24 Casa. Nakon toga, seme sirka je sterilisano na 120 °C pri 1,2
bara u autoklavu u trajanju od 20 minuta, nakon hladenja, pristupilo se inokulaciji tako $to su se
na povrsinu semena postavili ise¢ci micelije patogena starosti 5 dana. Seme je inkubirano u klima

komori na temperaturu od 30 °C u trajanju od 3 nedelje.
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Slika 6. Inokulisano seme sirka gljivom Macrophomina phaseolina (Original)

U cilju pripreme inokuluma Trichoderma spp. izolati T2 i T12 su uzgajani na sterilnom
semenu sirka u teglama. Sirak kao supstrat na kom se razvijala gljiva je pripremljen na isti nacin
kao $to je prethodno opisano. Inokulacija je izvrSena postavljanjem iseCaka micelije testiranih
izolata, dok je inkubacija vrSena u termostatu na temperaturi od 28 °C tokom 10 dana. Nakon
inkubacije, pristupilo se sakupljanju spora koje su kolonizovale seme sirka. U svaku teglu je
dodato 100 ml sterilnog 0,5 % rastvora Tween® 80. Tegle su zatim postavljene na rotacionu
mesalicu u trajanju od 20 min sve dok seme sa sporama gljive ne postane rastresito. Celokupan
sadrzaj iz tegle je zatim preko sterilne gaze i levka ispiran i sipan u kolbe sve dok nije postignuta
koncentracija konidija od 1 x 108 CFU/ml (Slika 7). Konaé¢na koncentracja suspenzije konidija je

proverena pod mikroskopom pomocu hemocitometra.
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Slika 7. Priprema suspenzije spora Trichoderma spp. (Original)
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Kako bi testirali bioloSku efikasnost Trichoderma spp. in vitro izveden je ogled u
kontrolisanim uslovima klima komore. Testirani tretmani su prikazani u Tabeli 15. Za sadnju
biljaka koriS¢ene su saksije dimenzija 7 x 7 c¢cm, napunjene sterilnim peskom i inokulumom
patogena u zapreminskom odnosu 3:1. Nakon toga u svaku saksiju je posadeno 4 biljke Sec¢erne
repe u fazi razvoja 4 prava lista (BBCH 14). Jednu ispitivanu varijantu je ¢inilo 4 saksije sa po 4
biljke, Sto je ukupno predstavljalo 16 ponavljanja. Rastvori ispitivanih preparata primenjeni su
zalivanjem u koli¢ini od po 100 ml po saksiji. Komercijalni preparati su primenjeni prema
preporuci proizvodaca: Funomil® 700 WG u koncentraciji 0,05%, Bacillomix® Original u
koncentraciji 10% i Trifender® Pro 2 kg/ha. Kontrolnu varijantu su predstavljale biljke Seéerne
repe koje su inokulisane patogenom, a zalivane sa 100 ml sterilne vode. Saksije su odrzavane u
kontrolisanim uslovima pri temperaturi od 30 °C, sa smenom svetle (16 h) i tamne faze (8 h).
Biljke su svakodnevno zalivane vodom, a ujedno je i praden razvoj simptoma. Vadenje biljaka i
ocena ogleda je izvrSena nakon Sto je preko 50% biljaka iz kontrole ispoljilo simptome truleZi.
Intenzitet oboljenja je procenjen koriS¢enjem skale ocene 1 opisa simptoma prikazanih u Tabeli 2.

Indeks oboljenja je izra¢unat po Towsend-Heuberger formuli (Townsend i Heuberger, 1943).

. . nXV
Indeks oboljenja (%) = Z N %100

n — broj biljaka svake klase ocena

v — ocena infekcije

i — najvisa ocena prema skali ocenjivanja (4)
N — ukupan broj biljaka u tretmanu
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5.9. Analiza podataka

Statisticka obrada podataka uradena je pomocu programskog paketa Statistica 13.5
primenom analize varijanse (ANOVA) i post hoc testova (Duncan MRT, Fisher’s LSD) u intervalu

poverenja 95%.

Dobijene sekvence ITS regiona izolata M. phaseolina kao i sekvence ITS regiona i TEF1-
a gena izolata Trichoderma spp. su primenom BLAST algoritma uproredivane sa odgovaraju¢im
sekvencama u NCBI bazi GenBank. Smatrano je da je identitet sekvenci potvrden kada su
poklapanja izmedu zadate sekvence i sekvence iz baze podataka bile > 91%. Takode, za
identifikacju dobijenih sekvenci Trichoderma spp., pored analize sa sekvencama u NCBI
GenBank, kori$¢ena je i TrichOkey baza podataka za identifikaciju vrsta iz roda Trichoderma. U
cilju odredivanje parametara geneticke varijabilnosti izolata M. phaseolina koris¢en je programski
paket GenAlEx 6.502. Izracunat je prosecan broj alela po lokusu (Na), efektivni broj alela (Ne),
uocena (Ho) 1 oCekivana heterozigotnost (He), Shannon indeks genetickog diverziteta (I) kao 1
indeks fiksacije (F), dok je u proceni distribucije geneticke varijabilnosti izmedu i unutar
populacija, kao i grupa populacija, upotrebljena analiza molekularne varijanse (AMOVA).

Prilikom primene ove analize izvrSena je podela izolata u tri grupe prema lokalitetu: Srem, Banat,

Backa.

42



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

6. REZULTATI

6.1. Izolacija patogena i dobijanje Cistih kultura

Prikupljanje obolelih biljaka sa karakteristicnim simptomima ugljenaste trulezi korena
vrseno je U periodu od 2009. do 2013. godine na razli¢itim lokalitetima AP Vojvodine. Svi
uzorkovani koreni su posedovali karakteristicne simptome trulezi u vidu sivo mrkih pega na
spoljaSnjem delu korena koje su se vremenom S$irile i zauzimale sve vecu povrSinu, a takode
napredovanjem zaraze na nekim uzorcima je doslo i do pojave belicasto sive micelije na povrSini.
Na preseku korena jasno je uocCena trulez zute do braon boje, veoma cesto bez jasnog prelaza
izmedu obolelog i zdravog tkiva (Slika 8). 1z uzorkovanog korena dobijen je veliki broj izolata
fitopatogenih gljiva, medu kojima je najvecu zastupljenost imala vrsta M. phaseolina sto je
utvrdeno na osnovu ispitanih makroskopskih i mikroskopskih morfoloSkih osobina kolonija
formiranih u Petri kutiji. Od 43 odabrana izolata pripremljeni su monohifalni izolati koji su
kori$¢eni u daljim ispitivanjima. Kolekciji izolata prikljuéen je po jedan izolat M. phaseolina
poreklom sa suncokreta, soje i kukuruza koji su deo kolekcije fitopatogenih gljiva Instituta za
ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad. Podaci o lokalitetu, domacinu i Siframa izolata koji su koris¢eni

u istrazivanju su prikazani u Tabeli 16.
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Slika 8. Simptom ugljenaste trulezi na uzduznom preseku korena Secerne repe (Original)

Tabela 16. Spisak izolata M. phaseolina

Redni broj Sifra izolata Biljka domacin Lokalitet
izolata
1. SR42(1)/09 Seéerna repa Jasa Tomié
2. SR45(4)/09 Seéerna repa Panéevo
3. SR62(4)/09 Seéerna repa E¢ka
4, SR55(3)/09 Seéerna repa Lepusnica
5. SR5/09 Seéerna repa Vojka
6. SR14/09 Seéerna repa Orlovat
7. SR10/09 Seéerna repa Boljevci, Jakovo
8. SR3/09 Seéerna repa Sremska Mitrovica
9. MPHKU Kukuruz Rimski Sanéevi
10. SROM/10 Seéerna repa Ecka
11. SR1/11 Seéerna repa Beska
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Redni broj Sifra izolata Biljka domaéin Lokalitet
izolata

12. SR39(2)/09 Secerna repa Banatski Karlovci
13. SR23/11 Seéerna repa Rimski Sanéevi
14. SR65(2)/09 Seéerna repa Ugrinovci
15. SR49(5)/09 Seéerna repa Zlatica
16. SR62(5)/09 Seéerna repa Ecka
17. SR31(2)/09 Seéerna repa Uzdin
18. SR24M/10 Seéerna repa Indija
19. SR15/11 Seéerna repa Beska
20. SR34/12 Seéerna repa Novi Karlovci
21. SR38/12 Seéerna repa Kukujevci
22. SR30/12 Seéerna repa Ecka
23. SR45/12 Seéerna repa Zrenjanin
24, SR36/12 Seéerna repa Kovacica
25. SR85/12 Seéerna repa Rimski Sangevi
26. SR 97/12 Seéerna repa Curug
217. SR5/12 Seéerna repa Kula
28. SR51/12 Seéerna repa Sirig
29. SR40/12 Seéerna repa Zemun
30. SR32/12 Seéerna repa Stara Pazova
31. SR52/12 Seéerna repa Vajska
32. SR75/13 Secerna repa Stara Pazova
33. MPHSU Suncokret Rimski Sancevi
34, SR52/13 Secerna repa Kikinda
35. MPHSO Soja Rimski Sandevi
36. SR32/13 Secerna repa Banatsko Novo Selo
37. SR104/13 Seéerna repa Indija
38. SR95/13 Seéerna repa Novo MiloSevo
39. SR80/13 Seéerna repa Stara Pazova
40. SR16/13 Seéerna repa Ecka
41. SR82/13 Seéerna repa Cortanovci
42. SR84/13 Seéerna repa Beska
43, SR70/13 Seéerna repa Simanovci
44, SR45/13 Seéerna repa Pancevo
45, SR110/13 Seéerna repa Indija
46. SR71/13 Seéerna repa Donji Petrovac
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6.2. Provera patogenosti izolata M. phaseolina

Provera patogenosti dobijenih izolata M. phaseolina izvrSena je na mladim biljkama
Secerne repe u fazi razvoja 4 prava lista (BBCH 14). Utvrdeno je da su svi izolati nakon 7 dana
inkubacije u klima komori na 30 °C prouzrokovali uvenuce biljaka, hlorozu listova, nekrozu
korena i konac¢no potpuno propadanje biljaka, dok u kontrolnoj varijanti nije doslo do pojave
simptoma ugljenaste trulezi korena (Slika 9). Nakon vadenja biljaka i ocene intenziteta oboljenja
prema skali iz Tabele 1, uradena je analize varijanse ¢iji rezultati ukazuju na to da postoje znacajne

razlike u nivou patogenosti izmedu razli¢itih izolata patogena (p<0,05) (Tabela 17).

Tabela 17. Jednofaktorijalna analiza varijanse intenziteta trulezi na vestacki inokulisanim

biljkama Secerne repe

Suma Stepeni Sredina Nivo
S F - odnos .. )
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata F) znacajnosti
(SS) (Df) (MS) ()
Izolat 104,413 45 2,320 7,361 0,00*

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)
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Slika 9. Trulez korena inokulisanih biljaka $ecerne repe (A) i zdrav koren u kontrolnoj varijanti

(B) (Original)

Prema nivou patogenosti koju su ispoljili, izolati su podeljeni u tri grupe (Grafik 1). Nizak
nivo patogenosti zabeleZen je kod 3 izolata (6% ispitivanih izolata) SR51/12, MPHKU i
SR39(2)/09. Srednji nivo patogenosti je zabelezen kod 17 (37%) izolata. Visok nivo patogenosti
je utvrden kod najveéeg broja izolata, njih 26 (57%) je ispoljilo ovu osobinu, dok je unutar grupe
zabeleZena znaCajna razlika izmedu izolata SR84/13, SR16/13, SR15/11, SR1/11, SR75/13,
SR62(4)/09, SR82/13, SR34/12, SR5/09 koji su iskazali najvisi nivo patogenosti i izolata SR3/09,
SR55(3)/09, SR24M/10, SR45(4)/09 kod kojih je patogenost bila na nizem nivou statistitke
znacajnosti (Tabela 18).

Tabela 18. Patogenost izolata M. phaseolina

Izolat Inter_12|t_e t Rang Izolat Inter'12|t_e t Rang
oboljenja oboljenja
SR51/12 1,00 a | SR45(4)/09 3,00 efgh
MPHKU 1,50 ab SR23/11 3,25 fghi
SR39(2)/09 1,75 abc | SR49(5)/09 3,25 fghi
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SR40/12 2,00 bcd | SR110/13 3,25 fghi
SRY95/13 2,00 bcd | SR62(5)/09 3,25 fghi
SR36/12 2,25 bcde | SR45/13 3,25 fghi
SR71/13 2,25 bcde | SR65(2)/09 3,25 fghi

SR97/12 2,25 bcde | SR14/09 3,50 ghi
SR32/12 2,50 cdef | MPHSU 3,50 ghi
SR70/13 2,50 cdef | SR31(2)/09 3,50 ghi
SR45/12 2,50 cdef | SR85/12 3,75 hi
SR38/12 2,50 cdef | SR52/12 3,75 hi
SR10/09 2,50 cdef SR5/12 3,75 hi

SR52/13 2,50 cdef | SR80/13 3,75 hi
SR104/13 2,50 cdef | SR84/13 4,00 i
MPHSO 2,50 cdef | SR16/13 4,00
SR42(1)/09 2,75 defg | SR15/11 4,00
SR30/12 2,75 defg SR1/11 4,00
SRIM/10 2,75 defg | SR75/13 4,00
SR55(3)/09 2,75 defg | SR62(4)/09 4,00

SR3/09 3,00 efgh | SR82/13 4,00
SR32/13 3,00 efgh | SR34/12 4,00
SR24M/10 3,00 efgh SR5/09 4,00 i

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%

Nizak nivo
patogenosti;
6,52%

Srednjinivo
patogenosti;
36,95%

Visok nivo
patogenosti;
56,52%

Grafik 1. Udeo izolata M. phaseolina prema nivou patogenosti na mladim biljkama Secerne repe.

48



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

6.3. Odredivanje brzine porasta i morfolosko - odgajivackih
karakteristika izolata M. phaseolina

6.3.1. Brzina porasta izolata M. phaseolina

Uticaj hranljivih podloga na brzinu porasta kolonija M. phaseolina je ispitan na KDA i
MIN + KCIO3 podlogama. Pre¢nik kolonija je izmeren nakon tri i pet dana inkubacije u termostatu
na 25 °C. Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse nakon 3 dana inkubacije ukazuju da postoje
znacajne razlike u brzini porasta kolonija izolata na obe ispitivane podloge (p<0,05) (Tabela 19).
Nakon pet dana inkubacije uoceno je postojanje znacajnih razlika u brzini rasta kolonija izmedu
izolata na MIN + KCIOs podlozi, dok u slu¢aju izolata gajenih na KDA podlozi nisu zabeleZene
znacajne razlike, odnosno svi izolati su dostigli maksimum porasta, te su ispunili povrSinu Petri

kutije (Tabela 20).

Tabela 19. Jednofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina gajene na
KDA i MIN + KCIOs podlozi nakon tri dana

Suma Stepeni Sredina Nivo
. N F - odnos .. )
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata F) znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (p)
Izolati na KDA 21618,7 45 480,4 447,2 0,00*
Izolati na MIN + .
KCIOs 35662,61 45 792,50 217,86 0,00

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)
Tabela 20. Jednofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina gajene na
MIN + KCIO3z podlozi nakon pet dana

Suma Stepeni Sredina Nivo
. - F - odnos . . )
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata F) znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (p)
Izolatina MIN+ 1514184 45 2698,2 154,57 0,00*

KCIO3

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05)
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Na osnovu post hoc Duncan MRT testa moze se uociti izdvajanje izolata u grupe prema
brzini porasta kolonije kako na KDA, tako i na MIN + KCIO3s podlozi nakon tri dana inkubacije
(Tabela 21). Najbrzi porast kod svih izolata je registrovan na KDA podlozi, dok je znac¢ajno manji
na MIN + KCIOs. Najsporiji porast kolonije na KDA podlozi su imali izolati SR45(4)/09,
MPHKU, SR49(5)/09, SR51/12, SR42(1)/09, SR85/12, SR31(2)/09, dok je najbrzi porast
zabelezen kod sledeéih izolata SR3/09, SR52/13, SR40/12, SR55(3)/09, SR45/12, SR32/13,
SR30/12, SR23/11, SR34/12. Nakon pet dana inkubacije svi izolati su ispunili povrsinu hranljive
KDA podloge u Petri kutiji. Nakon tri dana razvoja na MIN + KCIO3 podlozi porast kolonije kod
svih izolata je bio u proseku znac¢ajno manji nego na KDA podlozi. [zolati koji uopste nisu ostvarili
rast na MIN + KCIO3 podlozi su SR23/11, MPHSO, MPHKU, a najveci rast su ostvarili SR5/09,
SR14/09, SR55(3)/09. Nakon pet dana kod izolata SR23/11, MPHSO, MPHKU je porast kolonije
ostao nepromenjen, dok je kod sledecih izolata zabeleZen najveci rast kolonije u Petri kutiji

SR15/11, SR38/12, SR14/09, SR65(2)/09, SR49(5)/09, SR55(3)/09, SR75/13.
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Tabela 21. Uticaj hranljive podloge na porast kolonije izolata M. phaseolina nakon tri i nakon

pet dana inkubacionog perioda

Izolat 3. dan 5. dan
KDA MIN + KCIO3 KDA MIN + KCIO3
Preénik kolonije Rang Precnik kolonije Rang  Pre¢nik kolonije ~ Rang Precnik kolonije Rang
(mm) (mm) (mm) (mm)
MPHKU 39,00+1,83 b 0,00+0,00 a 85,00+0,00 a 0,00+0,00 a
MPHSO 71,25+0,50 ij 0,00+0,00 a 85,00+0,00 a 0,00+0,00 a
MPHSU 72,50+1,91 jk 21,00+1,15 mn 85,00+0,00 a 47,50+2,89 i
SR16/13 74,50+0,58 | 20,00+0,00 ljm 85,00+0,00 a 56,00+1,15 j
SR97/12 73,75+1,50 kl 29,00+1,15 0 85,00+0,00 a 72,50+2,89 1jm
SR1/11 74,00£1,15 kl 23,75+1,50 nnj 85,00+0,00 a 70,00+0,00 klljm
SR10/09 64,50+1,00 g 20,0040,82 ljm 85,00+0,00 a 56,00+1,15 j
SR104/13 64,25+0,96 g 16,50+1,73 | 85,00+0,00 a 45,00+5,77 hi
SR110/13 65,00+0,00 gh 12,00+0,00 ghi 85,00+0,00 a 35,00+0,00 fg
SR14/09 70,75+0,96 i 50,00+1,63 st 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR15/11 75,00+0,00 | 40,00+0,00 p 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR23/11 85,00+0,00 n 0,00+0,00 a 85,00+0,00 a 0,00+0,00 a
SR24M/10 70,00+0,00 i 6,25+2,06 bed 85,00+0,00 a 25,00+5,77 de
SR3/09 76,75+1,50 lj 29,75+2,63 0 85,00+0,00 a 70,50+5,20 klljm
SR30/12 84,00+1,15 n 3,75+1,50 b 85,00+0,00 a 22,50+2,89 d
SR31(2)/09 59,25+1,50 f 16,25+4,11 Kl 85,00+0,00 a 42,50+14,43 hi
SR32/12 73,75+1,50 kl 8,75+1,50 def 85,00+0,00 a 30,00+5,77 ef
SR32/13 80,00+0,00 m 31,50+4,04 0 85,00+0,00 a 75,00+5,77 ljmn
SR34/12 85,00+0,00 n 24,75+3,20 nj 85,00+0,00 a 69,00+4,62 kllj
SR36/12 64,25+0,96 g 25,00+0,00 nj 85,00+0,00 a 75,00+0,00 ljmn
SR38/12 70,00+0,00 i 39,50+1,00 p 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR39(2)/09 75,00+0,00 | 17,7540,50 ] 85,00+0,00 a 65,00+0,00 k
SR40/12 80,00+0,00 m 20,00+5,77 ljm 85,00+0,00 a 67,50+8,66 kl
SR42(1)/09 53,75+2,50 e 5,75+0,96 bed 85,00+0,00 a 20,00+0,00 cd
SR45(4)/09 35,75+0,96 a 7,25+0,50 cde 85,00+0,00 a 23,50+1,73 d
SR45/12 80,00+0,00 m 24,25+0,96 nj 85,00+0,00 a 71,50+1,73 klljm
SR45/13 65,00+0,00 gh 11,00+1,83 fgh 85,00+0,00 a 25,00+5,77 de
SR49(5)/09 45,50+1,00 c 38,25+1,26 p 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR5/09 74.,50+1,00 I 48.25+2.36 s 85,00+0,00 a 76,00+1,15 mn
SR5/12 66,25+0,96 h 8,00+0,00 cde 85,00+0,00 a 20,00+0,00 cd
SR51/12 50,00+2,31 d 12,50+2,89 ghij 85,00+0,00 a 47,50+8,66 i
SR52/12 70,00-+0,00 i 5,00+0,00 bc 85,00+0,00 a 10,00+0,00 b
SR52/13 79,75+0,50 m 30,25+2,63 0 85,00+0,00 a 65,00+5,77 k
SR55(3)/09 80,00+0,00 m 52,50+2,89 t 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR62(4)/09 7500+0,00 | 9,75+2,36 efg 85,00+0,00 a 25,00+5,77 de
SR62(5)/09 74,00+1,15 kl 30,25+0,50 0 85,00+0,00 a 72,50+2,89 Iljm
SR65(2)/09 71,00+1,15 ij 43254236 r 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR70/13 71,00+1,15 ij 13,50+1,73 hijk 85,00+0,00 a 32,50+2,89 f
SR71/13 64,00+1,15 g 23,00+0,00 nnj 85,00+0,00 a 70,00+0,00 klljm
SR75/13 74,00+1,15 kl 40,75+0,96 pr 85,00+0,00 a 80,00+0,00 n
SR80/13 64,25+0,96 g 6,75+1,50 bcd 85,00+0,00 a 22,50+8,66 d
SR82/13 75,00+0,00 | 30,00+0,00 0 85,00+0,00 a 75,00+0,00 ljmn
SR84/13 74,00+1,15 kI 17,5042,89 Ij 85,00+0,00 a 35,00+5,77 fg
SR85/12 55,00+0,00 e 4,00+0,00 b 85,00+0,00 a 15,00+0,00 bc
SR95/13 74,25+0,96 | 15,00+0,00 jkl 85,00+0,00 a 41,50+1,73 hi
SR9M/10 66,25+0,96 h 14,75+0,50 ijki 85,00+0,00 a 40,00+0,00 gh

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (+) — standardna

devijaci
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6.3.2. Morfoloske karakteristike izolata M. phaseolina

Na osnovu ispitanih makroskopskih morfoloskih karakteristika patogena nakon pet dana
inkubacije izolata na KDA i MIN + KCIOs podlozi, izolati su podeljeni u razli¢ite grupe u
zavisnosti od posmatranih osobina (Tabela 22).

Najveci broj izolata (91%, odnosno 42 izolata) na KDA podlozi je obrazovao kolonije
radijalnog oblika, , dok su 4 (9%) izolata formirala kolonije reznjevitog oblika. Prema intenzitetu
formiranja vazdusne micelije izolati su se podelili u Cetiri grupe: (i) grupa od 23 (50%) izolata
predstavlja one koji su ispoljili nizak intenzitet formiranja vazdusne micelije; (ii) grupu 17 izolata
(37%) predstavlja izolate kod kojih je zabelezen srednji intenzitet formiranja vazdusne micelije;
(iii) grupu predstavlja 5 (11%) izolata gde je zabelezen visoki intenzitet formiranja vazdusne
micelije i (iv) grupu predstavlja samo izolat SR23/11 (2%) koji je ispoljio veoma visok intenzitet
formiranja vazdusne micelije. Kada je re¢ o intenzitetu formiranja mikrosklerocija, izolati su
takode rasporedeni u Cetiri grupe: (i) grupa od 23 (50%) izolata koji su ispoljili visok intenzitet
formiranja mikrosklerocija; (ii) grupa od 16 (35%) izolata kod kojih je zabelezen srednji intenzitet
formiranja mikrosklerocija; (iii) grupu 5 (11%) izolata kod kojih je zabelezen srednji intenzitet
formiranja mikrosklerocija, i (iv) grupa koju ¢ine svega 2 (4%) izolata kod kojih je zabeleZen nizak

intenzitet formiranja mikrosklerocija.

Tabela 22. Makroskopske osobine izolata M. phaseolina na KDA podlozi

Intenzitet

Oblik roj formiranj Broj fg?:]i?rz;;; Broj

kolonij . % a . % . .. izolat %
izolata . izolata mikrosklerocij
vazduSne
micelije a
A 42 91 + 23 50 * 2 4
B 4 9 ++ 17 37 kel 16 35
+++ 5 11 falekad 23 50
++++ 1 2 kol 5 11
*A radijalni, B reznjevit; + nizak,++srednji, +++ visok, ++++ veoma viskok; * nizak, ** srednji, *** visok, ****
veoma Visok
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ook Hokockosk

Slika 11. Intenzitet formiranja mikrosklerocija M. phaseolina (* nizak, ** srednji, *** visok,

**** yeoma visok) (Original)
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Nakon pet dana inkubacije na MIN + KCIOs podlozi izolati M. phaseolina su podeljeni u
tri grupe u zavisnosti od toga da li su ispoljili osetljivost na prisustvo hlora u podlozi (Tabela 23).
Izolati koji nisu ostvarili porast kolonije tj. imaju ograni¢en porast i izolati koji imaju paperjast
porast na hranljivoj podlozi su osetljivi na prisustvo hlora, dok su izolati koji imaju normalan
porast kolonije otporni na prisustvo hlora u podlozi. U prvoj grupi izolata koji imaju normalan
porast i nisu ispoljili osetljivost prema hloru je svega 4 (9%) izolata: SR55(9)/09, SR38/12,
SR75/13, SR32/13. U drugoj grupi se nalazi 15 izolata, odnosno 32% od ukupnog broja izolata i
imaju ogranicen porast i ispoljili su izuzetnu osetljivost prema hloru koji je blokirao razvoj u
potpunosti, ili je ograni¢io porast kolonije u zoni oko zasejanog fragmenta gljive. Tre¢u grupu ¢ini
27 izolata, odnosno 59% koji su takode ispoljili osetljivost prema hloru i imali su paperjast porast
(Slika 12).

Slika 12. Fenotip kolonije izolata M. phaseolina na MIN + KCIOs podlozi, gust (A), ograni¢en
(B), paperjast (C) (Orig.)

Tabela 23. Fenotip kolonije izolata M. phaseolina na MIN + KCIO3 podlozi

Fenotip 1z0lati Broj  Procena
kolonije izolata  t (%)
Gust (A) SR32/13; SR75/13; SR38/12; SR55(3)/09 4 9
SR42(1)/09; SR45(4)/09; SR62(4)/09; MPHKU;
Ograniten (B) S}{23/11; SR24M/10V; §R3O/12V; SR85/125 SR5/12; 15 3
SR32/12; MPHSU; SR80/13; SR84/13; SR70/13;
SR45/13
SR5/09; SR14/09; SR10/09; SR3/09; SROM/10;
Paperjast (C) SR1/11; SR39(2)/09; SR65(2)/09; SR49(5)/09; 27 59

SR62(5)/09; SR31(2)/09; SR15/11; SR34/12;
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SR45/12; SR36/12; SR 97/12; SR51/12; SR40/12;
SR52/12; SR52/13; MPHSO; SR104/13; SR95/13; SR
16/13; SR82/13

Proucavanjem mikroskopskih morfoloskih svojstava tj. veli¢ine mikrosklerocija na KDA
podlozi utvrdeno je da postoje znacajne statistiCke razlike izmedu izolata (Tabela 24). Veli¢ina
mikrosklerocija (Slika 13) se kretala od 112,50 x 105,00 um do 167,50 x 147,50 um. Najmanja
veli¢ina mikrosklerocija je zabelezena kod izolata SR5/12, SR30/12, SR62(4)/09, SR84/13,
SR82/13, MPHSO, SR104/13, SR75/13, SR32/12, SR95/13, SR70/13 dok su najveée dimenzije
mikrosklerocija zabelezene kod SR1/11, SR10/09, SR62(5)/09, SR110/13, SROM/10, SR3/09,
SR49(5)/09, MPHSU. Formiranje piknida na ovoj hranljivoj podlozi nije zabeleZeno.

Slika 13. Mikrosklerocije i hife M. phaseolina (Original)
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Tabela 24. Veli¢ina mikrosklerocija M. phaseolina na KDA podlozi nakon sedam dana

inkubacije
Izolat Visina (um) Rang Sirina (um) Rang
MPHKU 150,00£16,66 fghijk 132,50+16,87 fghijk
MPHSO 120,00+19,72 abc 102,50+18,44 ab
MPHSU 167,50+23,71 k 147,50+24,86 kllj
SR1/11 160,00+26,87 jk 152,50+24,86 1]
SR10/09 160,00+31,62 jk 157,50+26,48 lj
SR104/13 120,00+15,81 abc 107,50+12,07 abc
SR110/13 160,00+:26,87 jk 132,50+20,58 fghijk
SR14/09 150,00+28,86 fghijk 132,50+20,58 fghijk
SR15/11 137,50+31,73 bcdefghi 115,00425 bedef
SR16/13 155,00+30,73 hijk 135,00+31,62 ghijkl
SR23/11 155,00+22,97 hijk 135,00+17,48 ghijkl
SR24M/10 132,50+20,58 abcdefg 135,0012,90 ghijkl
SR3/09 160,00+26,87 jk 145,00+25,81 jkllj
SR30/12 112,50+27,00 a 107,50+26,48 abc
SR31(2)/09 127,50+£18,44 abcde 120,00+15,81 bedefgh
SR32/12 120,00+15,81 abc 110,00+12,90 abcd
SR32/13 140,00+21,00 cdefghi 117,50+20,41 bedefg
SR34/12 152,50+29,93 ghijk 125,00+19,72 cdefghi
SR36/12 145,00+10,54 defghi 145,00+17,48 jkllj
SR38/12 135,00+£21,08 bedefgh 135,00+17,67 ghijkl
SR39(2)/09 155,00+22,97 hijk 137,50+31,29 hijkl
SR40/12 152,50+29,93 ghijk 132,50+21,08 fghijk
SR42(1)/09 152,50+18,44 ghijk 115,00+16,87 bedef
SR45(4)09 140,00+24,15 cdefghi 117,50+22,97 bedefg
SR45/12 137,50+24,29 bedefghi 145,00+20,58 jkllj
SR45/13 130,00+30,73 abcdef 132,50+27,00 fghijk
SR49(5)/09 167,50+33,43 k 137,50+26,87 hijkl
SR5/09 150,00+35,35 fghijk 140,00+19,72 ijkllj
SR5/12 112,50+17,67 a 105,00+19,72 ab
SR51/12 157,50+28,98 ijk 135,00+17.,48 ghijkl
SR52/12 147,50+27,51 efghijk 127,50+18,44 defghij
SR52/13 125,00£16,66 abcd 130,00+19,72 efghijk
SR55(3)/09 145,00+28,38 defghi 127,50+24,86 defghij
SR62(4)/09 117,50+23,71 ab 95,00+22,97 a
SR62(5)/09 160,00+31,62 jk 153,75+26,38 1lj
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Izolat Visina (um) Rang Sirina (um) Rang
SR65(2)/09 147,50+24,86 efghijk 127,50+24,86 defghij
SR70/13 120,0030,73 abc 95,00+17,51 a
SR71/13 137,50+21,24 bedefghi 130,00+19,72 efghijk
SR75/13 120,00+19,72 abc 120,00+15,81 bedefgh
SR80/13 127,5018,44 abcde 120,00+15,81 bcdefgh
SR82/13 117,50+12,07 ab 117,50+16,87 bedefg
SR84/13 117,50+20,58 ab 110,00+17,48 abcd
SR85/12 132,50+28,98 abcdefg 120,00+34,96 bcdefgh
SR95/13 120,00+15,81 abc 112,50+13,17 abcde
SR97/12 145,00+19,72 defghi 132,50+16,87 fghijk
SROM/10 160,00+26,87 jk 145,00+25,81 jkllj

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znagajnosti u intervalu poverenja 95%; (+) — standardna

devijacija
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6.3.3. Odgajivacke karakteristike izolata M. phaseolina

6.3.3.1. Uticaj pH vrednosti i temperature na porast izolata M. phaseolina

Dnevni porast micelije 46 izolata pracen je na razli¢itim pH vrednostima KDA podloge od
pH 2 do pH 9 (Slika 14). Uocena je znacajna razlika u brzini dnevnog porasta kolonija (Tabela 25)
na svim pH vrednostima kod svih ispitivanih izolata (p<0,05). Najve¢i proseCan dnevni porast
micelije je zabelezen na pH 6 koji je iznosio 27,96 mm/dan. Takode na pH 4, 5, 7 1 8 izolati su
ispoljili optimalan porast, a uoc¢ene su i znacajne statisticke razlike izmedu izolata. Najmanji porast
kolonije registrovan je na pH 2, dok je kod izolata MPHKU, MPHSU, SR32/12 doslo do potpunog
prekida rasta micelije (Grafik 2). Osim razlika u brzini porasta kolonije ispoljena je i razlika u
morfoloskim osobinama na podlogama razli¢ite pH vrednosti u sluéaju izolata SR51/12. Naime,
pomenuti izolat je na podlogama pH vrednosti 4, 5, 8 i 9 SR51/12 je formirao koloniju reZnjevitog

oboda dok je na drugim pH vrednostima obod kolonije bio ravan.

Slika 14. Porast kolonije izolata SR51/12 pri razli¢itim pH vrednostima KDA hranljive podloge

nakon 3 dana inkubacije (Original)
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Grafik 2. Prosecan dnevni porast izolata M. phaseolina na razli¢itim pH vrednostima KDA

podloge
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Uticaj razli¢itih temperatura na dnevni porast kolonije 46 izolata pracen je na KDA
hranljivoj podlozi tokom 3 dana (Slika 15). Rezultati analize varijanse ukazuju na to da izmedu
ispitivanih izolata postoji statisticki znacajna razlika u brzini porasta micelije patogena na
temperaturama 20, 25, 30 1 40 °C (p<0,05) Maksimalni prose¢an dnevni porast koji je iznosio od
28,33 do 27,84 mm/dan zabelezen je na temperaturama 30 i 35 °C koje ujedno predstavljaju
optimalne temperature za rast i razvoj izolata M. phaseolina. Sa druge strane na temperaturi 15 °C
nije zabelezen porast micelije patogena, dok je pri temperaturi od 40 °C prosecan dnevni porast
kolonije izolata iznosio je svega 1,52 mm/dan (Tabela 26). Shodno tome temperature od 15 i 40

°C predstavljaju grani¢ne vrednosti za rast i razvoj izolata ove fitopatogene gljive (Grafik 3).

£5°C 20:°C 253°€

y

Slika 15. Porast kolonije izolata SR75/13 na KDA hranljivoj podlozi pri razligitim

temperaturama nakon 3 dana inkubacije (Original)

62



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

27,84

30

Temperatura (°C)

5}
=

P
L

18,74

7,87
O '
A
20 25

15

[
=

=
LN

=
=]

wu

1,52

Prosec¢an dnevni porast izolata (mm/dan)

o

35 40

Grafik 3. Prose¢an dnevni porast izolata M. phaseolina na razli¢itim temperaturama
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Tabela 26. Uticaj razli¢ite temperature na dnevni porast kolonije izolata M. phaseolina nakon tri dana

T 15°C 20° 25° 30° 35° 40°
Izolat Dnevni Rang Dnevni Rang Dnevni Rang Dnevni Rang Dnevni Rang Dnevni Rang
porast porast porast porast porast porast
kolonije kolonije kolonije kolonije kolonije kolonije
(mm/dan) (mm/dan) (mm/dan) (mm/dan) (mm/dan) (mm/dan)

MPHKU 0,00+0,00 a 1,67+0,00 a 3,67+0,38 a 15,00+0,00 a 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
MPHSO 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 21,67+0,00 nj 28,334+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
MPHSU 0,00+0,00 a 9,00+0,00 i 19,67+0,38 jllj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR1/11 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 18,33+0,00 i 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR10/09 0,00+0,00 a 7,00+0,38 e 20,00£0,00  lljm  28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR104/13 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 18,33+0,00 i 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 ¢
SR110/13 0,00+0,00 a 6,67+0,00 d 18,33+0,00 i 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 c
SR14/09 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 21,67+0,00 nj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 4,00+0,00 i
SR15/11 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,67+0,00 f
SR16/13 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hj 19,33+0,00 jl 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR23/11 0,00+0,00 a 11,67+0,00 m 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,00+0,00 d
SR24M/10 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 5,0040,00 j
SR3/09 0,00+0,00 a 10,50+0,58 lj 24,17+0,96 p 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR30/12 0,00+0,00 a 15,33+0,38 n 25,00+0,00 r 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 3,33+0,00 g
SR31(2)/09 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 14,00+0,00 e 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 c
SR32/12 0,00+0,00 a 4,17+0,96 c 8,33+0,00 b 23,00+0,38 b 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR32/13 0,00+0,00 a 7,33+0,00 f 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR34/12 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 21,67+0,00 nj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,33+0,00 e
SR36/12 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 20,67+0,00 mn 28,33+0,00 e 28,3340,00 a 3,67+0,38 h
SR38/12 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 4,00+0,00 i
SR39(2)/09 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 19,17+0,96 j 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 c
SR40/12 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 19,17+0,96 jk 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 c
SR42(1)/09 0,00+0,00 a 8,33+0,00 h 11,67+1,92 d 27,50+0,96 d 28,33+0,00 a 2,17+0,19 de
SR45(4)/09 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 18,33+0,00 i 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00 c
SR45/12 0,00+0,00 a 8,67+0,38 i 20,33+0,38 Ijm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR45/13 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 16,67+0,00 f 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR49(5)/09 0,00+0,00 a 1,67+0,00 a 10,00+0,00 c 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR5/09 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR5/12 0,00+0,00 a 7,67+0,00 g 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR51/12 0,00+0,00 a 7,83+0,58 g 17,.5+0,96 h 26,67+0,00 c 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR52/12 0,00+0,00 a 3,33+0,00 b 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR52/13 0,00+0,00 a 8,67+0,38 ij 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR55(3)/09 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 21,17+0,58 nnj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00 a
SR62(4)/09 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 16,67+0,00 f 28,33+0,00 e 28,334+0,00 a 0,00+0,00 a
SR62(5)/09 0,00+0,00 a 6,67+0,00 d 15,00+0,00 f 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 5,50+0,58 k
SR65(2)/09 0,00+0,00 a 9,00+0,00 j 20,00+0,00 1ljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,67+0,00 f
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SR70/13 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 21,67+0,00 nj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,33+0,00
SR71/13 0,00+0,00 a 6,67+0,00 d 20,00+0,00 Iljm 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00
SR75/13 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 21,17+0,58 nnj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 5,834+0,96
SR80/13 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 18,33+0,00 i 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,33+0,00
SR82/13 0,00+0,00 a 8,42+0,17 hij 21,67+0,00 nj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 0,00+0,00
SR84/13 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 21,67+0,00 nj 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 3,33+0,00
SR85/12 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 16,67+0,00 g 26,67+0,00 c 28,33+0,00 a 1,67+0,00
SR95/13 0,00+0,00 a 10,00+0,00 | 18,50+0,19 ik 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,33+0,00
SR97/12 0,00+0,00 a 8,33+0,00 hij 22,50+0,96 0 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 1,67+0,00

SROM/10 0,00+0,00 a 6,67+0,00 de 19,33+0,77 jl 28,33+0,00 e 28,33+0,00 a 2,33+0,00

Proseéan 0,00 7,87 18,74 27,84 28,33 1,52
dnevni

porast

(mm/dan)

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£) — standardna devijacija
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6.4. I1zolacija bioloSkog agensa i dobijanje Cistih kultura

Prikupljanje uzoraka zemljiSta iz rizosfere korena Secerne repe i soje je vrSeno 2018.
godine na lokalitetu Rimski Sanéevi.

Uzorci zemljiSta su pripremljeni za izolaciju bioloSkog agensa. Zasejavanje supernatanta
je vrseno na selektivnu podlogu za izolaciju Trichoderma spp., nakon ¢ega je svakodnevno
pracenja pojava tipi¢nih kolonija Trichoderma spp. (Slika 16). Vizuelnim pregledom kolonija i
mikroskopiranjem reproduktivnih organa (Slika 17), izdvojeni su izolati koji po osnovnim
karakteristikama odgovaraju rodu Trichoderma spp. Izolati su presejani na KDA podlogu u cilju
dobijanja Cistih kultura. Svi dobijeni izolati su preciséeni do monosporijalnih izolata. Podaci o

lokalitetu i Siframa izolata koji su kori$¢eni u istrazivanju su prikazani u Tabeli 27.

Slika 16. Karakteristi¢cne kolonije Trichoderma spp. na selektivnoj podlozi za izolaciju
Trichoderma spp. (Original)
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Slika 17. Konidiofore sa konidijama (Original)

Tabela 27. Spisak izolata T. harzianum

Redni broj Sifra izolata Lokalitet Mesto uzorkovanja
1. T1 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
2. T2 Rimski Sancevi Rizosfera Seéerne repe
3. T3 Rimski Sancevi Rizosfera Seéerne repe
4, T4 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
5. T5 Rimski Sangevi Rizosfera Secerne repe
6. T6 Rimski Sancevi Rizosfera Seéerne repe
7. T7 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
8. T8 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
9. T9 Rimski Sancevi Rizosfera Secerne repe
10. T10 Rimski Sancevi Rizosfera Seerne repe
11. T11 Rimski Sancevi Rizosfera soje
12. T12 Rimski Sancevi Rizosfera soje
13. T13 Rimski Sancevi Rizosfera soje
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6.5. Amplifikacija I'TS regiona ispitivanih izolata i identifikacija M.
phaseolina

U PCR reakciji sa prajmerima ITS1 1 ITS4 je doslo do umnozavanja fragmenta ITS regiona
kod svih ispitivanih izolata M. phaseolina. Duzina produkata amplifikacije, iznosila je 650 bp, dok
kod negativne kontrole nije doslo do amplifikacije (Slika 18). PCR produkti su zatim precisceni i

poslati na sekvenciranje u Macrogen Inc. (https://dna.macrogen-europe.com/eng/).

Slika 18. Produkti amplifikacije ITS regiona izolata M. phaseolina (K — negativna kontrola, L —

100bp DNK lestvica, 1 — SR31(2)/09, 2 — SR36/12, 3 — SR75/13, 4 — MPHSU, 5 — SR52/13, 6 —

SR95/13, 7 — SR95/13, 8 — SR84/13, 9 — SR45/13, 10 — SR51/12, 11 — SR40/12, 12 — SR52/12,
13 - SR16/13)

6.5.1.Analiza sekvenci ITS regiona izolata M. phaseolina

Nakon procene kvaliiteta i Cistoce dobijenih sekvenci ITS fragmenata testiranih izolata M.

phaseolina sekvence su prevedene u FASTA format (primer — izolat SR55(3)/09):

>SR55(3)/09
CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTG
CTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGC
CCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATAT
68
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TAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGAC

Sekvence su zatim, primenom BLAST algoritma (eng. Basic Local Alignment Search

Tool, https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), uporedivane sa odgovaraju¢im sekvencama u

medunarodnoj bazi podataka GenBank (NCBI). Na osnovu procenta poklapanja sa sekvencama u
bazi ustanovljen je identitet ITS sekvenci §to se moze videti na datom primeru kod izolata
SR55(3)/09 (Tabela 28). Kod ovog izolata, utvrden je maksimalan i ukupan rezultat poravnanja
od 926 nukleotida sa sekvencom pod GenBank brojem KU578311.1 (M. phaseolina). Takode,
dobijeni rezultati ukazuju da je sekvenca izolata imala pokrivenost kao 1 identi¢nost od 100% sa
prethodno navedenom sekvencom. Detaljnije statisticko poravnanje izolata sa sekvencom
KU578313.1 prikazano je na Slici 19. Pored poklapanja sa sekvencom KU578311.1, uocena su i
poklapanja sa drugim sekvencama M. phaseolina, pri ¢emu su maksimalni i ukupni rezultat
poravnanja nukleotida jednaki u odnosu na poklapanja sa prvom sekvencom. Pokrivenost se

kretala do 100%, pri cemu je identi¢nost bila 100%.

Tabela 28. Rezulatati BLAST analize, izolat SR55(3)/09

Opis

Maksimalni
rezultat
poravnanja

Ukupni
rezultat
poravnanja

Pokrivenost

E
vrednost

Procenat
identi¢no
sti

Pristupni
broj

Macrophomina
phaseolina strain TP1b
internal transcribed
spacer 1, partial
sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene
and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence;
and 28S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

926

926

100%

0.0

100%

KU578311.1

Macrophomina
phaseolina strain TP2b
internal transcribed

926

926

100%

0.0

100%

KU578312.1

69



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGCCTNT5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGCCTNT5014

Aleksandra Stankov Petres

Doktorska disertacija
spacer 1, partial
sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene
and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence;
and 28S ribosomal
RNA gene, partial
sequence
Macrophomina
phaseolina strain TP3b
internal transcribed
spacer 1, partial
sequence; 5.8S
nbosoma] RNA gene 926 926
and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence;
and 28S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

100% 0.0 100% KU578313.1
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Scare Expect Identities Gaps Strand
926 bits{501) 0.0 S01/501(100%) 0/501{0%) Plus/Plus

Query 1 CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGLT 68

LELCLEETCLEELEEL LR L L LR E e e ey
Sbjct 26  CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCT 85

Query 61  TTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGEGEEGTGGCTAGTGCCCGCC 128
LELLERLCEEELEREEEEEEE L LN E L e i

Sbjct 86  TTGGCGGGCCGCGGETCTTCCGOUGLCCGCCCCCCGATTTTGEGLGGTGGCTAGTGCCCGCE 145

Query 121 AGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGazaaaaaaTATTAAATAAAC 186

|I||IlIII||I||I||I]|I||I|I|l||l||I||I||II|IIIIl|||||l|||||||
Sbjct 146 AGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAATAAAC 205

Query 181 TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCG 248

LELELELLECELEELLEL LR LR R C L L L EL LT
Sbjct 286 TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGABATGCG 265

Query 241 ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC  3@8

LR R L L e E L EE LR L LT
Sbjct 266 ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC 325

Query 381 CCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTG 360
LELCEELEEEEELEEREEE L LR E L L e LT

Sbjct 326 CCTTGGTATTCCGGGRGGLCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGETTG 385

Query 361 GTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTC 428
O LLEEE LR L L LT e LT

Shjct 386 GTATTGGGCACCGTCCTTTGLGGGCGCGCCTCARAGACCTCGRCGGTGGEGTCTTGCCTC 445

Query 421 AAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGRLGTCGCCCGUCGRACGAACCTTL 488

CELLLEELDEEE T EERLEL LR L L L L LT ELE L LT ]
Sbjct 446 AAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTC 505

Query 431 TGAACTTTTCTCAAGGTTGAC 581

LCELLLELEETEELELL

Sbjct 586 TGAACTTTTCTCAAGGTTGAC 526

Slika 19. Statisti¢ko poravnanje sekvence izolata SR55(3)/09 sa sekvencom KU578311.1

Svih 46 izolata ukljucenih u ispitivanja su identifikovani kao M. phaseolina. Rezultati
BLAST analize ispitivanih ITS sekvenci izolata M. phaseolina se nalaze u Prilogu 3 doktorata.
ITS sekvence izolata M. phaseolina su prijavljene u GenBank. Spisak priznatih sekvenci se nalazi

u Prilogu 2 doktorata.
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6.6. Amplifikacija ITS regiona ispitivanih izolata i identifikacija
Trichoderma spp.

U PCR reakciji sa prajmerima ITS1 1 ITS2 je doslo do umnozavanja fragmenta ITS regiona
kod svih isipitivanih izolata Trichoderma spp. Duzina produkata amplifikacije, iznosila je od 330
bp, dok kod negativne kontrole nije doslo do amplifikacije (Slika 20). PCR produkti su zatim

precicéeni i poslati na sekvenciranje u Macrogen Inc. (https://dna.macrogen-europe.com/eng/).

Slika 20. Produkti amplifikacije ITS regiona izolata Trichoderma spp. (K — negativna kontrola,
L — 50bp DNK lestvica, 1 -T2,2-T15,3-T6,4-T7,5-T8,6-T9,7-T10,8-T11,9-
T12,10 - T13)

6.6.1. Analiza sekvenci ITS regiona izolata Trichoderma spp.

Nakon procene kvaliiteta i Cisto¢e dobijenih sekvenci ITS fragmenata testiranih izolata
Trichoderma spp. sekvence su prevedene u FASTA format. Zatim su primenom BLAST algoritma
uporedivane sa odgovaraju¢im sekvencama u medunarodnoj bazi podataka GenBank (NCBI). Na
osnovu procenta poklapanja sa sekvencama u bazi ustanovljen je identitet ITS sekvenci, gde je
utvrdeno da izolati T2, T7, T8, T9, T10, T11, T12 i T13 pripadaju vrsti Trichoderma harzianum.
Detaljnije je prikazano na primeru izolata T11 (Tabela 29):
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>|TSATI11
TCACTCCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCC
CGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTT
ATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTA
GGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACACAAATTGGTCGGACAATTTTTTCTTAAATAACACTCCGACTCAACTGT
GCGGGGGGGGGGGGGGGGGAAAGATAAATTGCATTATTTCCTGAACCTTCCAGTCT
TCCA

Kod ovog izolata, utvrden je maksimalan 1 ukupan rezultat poravnanja od 436 nukleotida
sa sekvencom pod GenBank brojem KC551814.1 (T. harzianum). Takode, dobijeni rezultati
ukazuju da je sekvenca izolata imala pokrivenost 68% kao i identi¢nost od 100% sa napred
navedenom sekvencom. Detaljnije statisticko poravnanje izolata sa sekvencom KC551814.1
prikazano je na Slici 21. Pored poklapanja sa sekvencom KC551814.1, uocena su i poklapanja sa
drugim sekvencama T. harzianum, pri ¢emu su maksimalni i ukupani rezultat poravnanja
nukleotida jednak u odnosu na poklapanja sa prvom sekvencom. Pokrivenost je bila 68%, dok je
identi¢nost bila 100%.

Tabela 29. Rezultati BLAST analize, izolat T11

Opis

Maksimalni
rezultat
poravnanja

Ukupni
rezultat
poravnanja

Pokrivenost

E
vrednost

Procenat
identi¢nost
i

Pristupni
broj

Trichoderma harzianum
isolate OTPS3 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene and
internal transcribed
spacer 2, complete
sequence; and 28S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

436

436

68%

4e-118

100%

KC551814.1

Trichoderma sp. isolate
SDAS203523 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S

ribosomal RNA gene and
internal transcribed
spacer 2, complete
sequence; and large

436

436

68%

4e-118

100%

MK870190.
1
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subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence
Trichoderma sp. isolate
SDAS203114 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S
rlbqsomal RNA gene and 436 436 68% 46-118 100% MK870141.
internal transcribed 1
spacer 2, complete
sequence; and large
subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

Score Expect Identities Gaps Strand
436 bits(236) 4e-118 236/236(100%) 0/236(0%) Plus/Plus

e ntnmihnptimbithahomitithn

Sbjct 14  TCACTCCCAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGE 73

Query 61 GTGCGTCGCAGCCCCGRACCAAGGCGCCCOCCGRAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTAT 128

LECLEDEECEEREECE L L L e L e e e E e e e e enel
Sbjct 74  GTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCECCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTAT 133

Query 121 COGGEEt Tttt tATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCG 188

M
ACCCCCTCRCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGLCTCTCGTAGGCGTTTCG 193

Shjct 134

ahmiynithmndiithititmimimme

Sbjct 194 AAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC 249

Slika 21. Statisticko poravnanje sekvence izolata T11 sa sekvencom KC551814.1

6.7. Amplifikacija TEF-1a gena ispitivanih izolata i identifikacija
Trichoderma spp.

U PCR reakciji sa prajmerima EF1-728 i EF1-986 je dovela do umnoZzavanja fragmenata
TEF-1a gena kod svih ispitivanih izolata Trichoderma spp. Duzina produkata amplifikacije,
iznosila je oko 300 bp, dok kod negativne kontrole nije doslo do amplifikacije (Slika 22). PCR

produkti su zatim prec¢isceni i poslati na sekvenciranje u Macrogen Inc. (https://dna.macrogen-

europe.com/eng/).
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Slika 22. Produkti amplifikacije TEF-1a gena izolata Trichoderma spp. (L —50bp DNK lestvica,
K —negativna kontrola, 1 - T1,2-T2,3-T3,4—-T4,5-T5,6-T6,7-T7,8-T8,9-T9, 10
—-T10,11-T11,12-T12,13-T13)

6.7.1. Analiza sekvenci TEF-1a gena izolata Trichoderma spp.

Kvalitet i ¢isto¢a dobijenih TEF sekvenci testiranih izolata Trichoderma spp. su provereni,
a nakon toga sekvence su prevedene u FASTA format. Zatim su primenom BLAST algoritma
uporedivane sa odgovaraju¢im sekvencama u medunarodnoj bazi podataka GenBank (NCBI). Na
osnovu procenta poklapanja sa sekvencama u bazi ustanovljen je identitet TEF sekvenci, gde je
utvrdeno je da izolati T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, i T11 pripadaju vrsti T. harzianum.
Detaljnije je prikazano na primeru izolata T1 (Tabela 30):

> EFAT1
CTCGCGCGGGTTCCTTACCCCTGTGGAGTCCCAACACGGGGTAGAGCGACCGCCAG
GAAGGTGGGCGGCGGCGGTAGCCTTGGTCCCGGGGTGGGACGTTTTGGATCTGAGA
TTTCTCGAGGCTCTCGTTGGTGTCGTTAAAATGGGGTTTGGTAGTTGTAAGTCGGTCT
GATTTCTGCGTCGTTGACCTACGGAAGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCAAACCC
AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCA
GCCCCGGACCAAGGCGCCCGGGAGGAGCACTAAAACTCTTATTGTAAACCCCCCGC
GGG

Kod ovog izolata, utvrden je maksimalan i ukupan rezultat poravnanja od 244 nukleotida

sa sekvencom KC576681.1 (T. harzianum). Takode, dobijeni rezultati ukazuju da je sekvenca
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izolata T1 imala pokrivenost od 45% kao 1 identi¢nost od 94,44% sa napred navedenom
sekvencom. Detaljnije statistiCko poravnanje izolata T1 sa sekvencom KC576681.1 dato je na Slici
23. Pored poklapanja sa pomenutom sekvencom, uocena su i poklapanja sa drugim sekvencama
T. harzianum, pri ¢emu su maksimalni rezultat poravnanja nukleotida jednak u odnosu na

poklopanja sa prvom sekvencom. Pokrivenost je bila od 45 do 62%, dok je identi¢nost bila 94,44%.

Tabela 30. Rezulatati BLAST analize, izolat T1

Maksimalni Ukupni
Opis rezultat rezultat Pokrivenost
poravnanja | poravnanja

E Procenat

vrednost | identi¢nosti Pristupni broj

Trichoderma harzianum
strain CEN258 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed
spacer 2, partial sequence
Trichoderma harzianum
strain CEN248 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed
spacer 2, partial sequence
Trichoderma harzianum
strain CEN247 internal
transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene,
complete sequence; and
internal transcribed
spacer 2, partial sequence

244 509 45% 2e-64 94,44% KC576681.1

244 514 62% 2e-64 94,44% KC576673.1

244 244 45% 2e-64 94,44% KC576672.1
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Query 248

Sbjct 155

Score Expect
244 hits(132) 2e-64

Identities
153/162(94%)

(aps

5/162(3%)

e i nmmiondigomumiinninms

Sbjct 95  ACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAA 154

CCCGRACCAAGGCGCCCG-  Za4

GACCAAGGCGCCCGC 214

Query 385 -GGAGGAGC-ACTAAAACTCTTATTGTAAACCCCC-CGCGGG 343

Sbjct 215 CGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGLGRG 256

Strand
Plus/Plus

Slika 23. Statisticko poravnanje sekvence izolata T1 sa sekvencom KC576681.1

Svih 13 izolata uklju¢enih u ispitivanja su identifikovani kao T. harzianum (Tabela 31). ITSi TEF

sekvence izolata T. harzianum su prijavljene u GenBank. Spisak priznatih sekvenci se nalazi u

Prilogu 2 doktorata.

Tabela 31. Rezultati BLAST i TrichOkey analize ispitivanih ITS i TEF sekvenci izolata

Trichoderma spp.

BLAST-NCBI identifikovana vrsta

TrichOkey

Izolat ) _ GenBank identifikovana
ITS region TEF region ] ] .
pristupni broj vrsta
Trichoderma
T1 - _ KC576673.1 -
harzianum 94,44%
Trichoderma Trichoderma
T2 ) _ KX595135.1 -
harzianum 88,73%  harzianum 91,55%
Trichoderma
T3 - ) MN518401.1 -
harzianum 97,35%
Trichoderma
T4 - MT090760.1 -

harzianum 98,44%
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Trichoderma

T5 - ) AY605832.1 -
harzianum 99,3%
Trichoderma
T6 - _ LN846715.1 -
harzianum 97,99%
Trichoderma Trichoderma
T7 ) ) MNO046978.1 -
harzianum 99,56%  harzianum 85,32%
Trichoderma Trichoderma Trichoderma
T8 ) _ MNO046978.1 _
harzianum 99,56%  harzianum 94,95% harzianum
Trichoderma Trichoderma Trichoderma
T9 ) ) MNO046978.1 _
harzianum 100% harzianum 97,71% harzianum
Trichoderma Trichoderma
T10 ) - MK870791.1 _
harzianum 100% harzianum
Trichoderma Trichoderma aff. Trichoderma
T11 ) ) MK870763.1 _
harzianum 100% harzianum 87,93% harzianum
Trichoderma
T12 ) - MK870767.1 -
harzianum 99,57%
Trichoderma
T13 - MK613207.1 -

harzianum 99,56%

6.8. Utvrdivanje geneti¢ke varijabilnosti izolata M. phaseolina

pomoc¢u SSR markera

U svim uzorcima umnozavanje sekvenci sa testiranim SSR prajmerima je rezultiralo PCR

produktima razli¢itih veli¢ina (Slika 24). Da bi se utvrdilo koji je procenat varijabilnosti prisutan

izmedu populacija, izmedu ispitivanih individua u populaciji, ali 1 unutar individua, uradena je

analiza molekularne varijanse (AMOVA) (Tabela 32). Prilikom primene ove analize izvrSena je

podela izolata u tri grupe prema lokalitetu: Srem, Banat, Backa. Rezultati su pokazali da je 26%

od ukupne varijacije bilo zbog razlike medu izolatima unutar grupa, dok je 74% bilo zbog

heterozigotnosti unutar izolata. Varijacija medu grupama je iznosila 0% od ukupne varijabilnosti
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(Tabela 33). Broj alela za SSR markere varirao je od dva do Sest, sa prosecno 4 po lokusu.
Najraznovrsniji, sa najve¢im brojem razlicitih alela, brojem efektivnih alela 1 Shaenon’s indeksom
bio je SSR marker MP474. Isti marker je imao najvecu ocekivanu heterozigotnost, dok je
posmatrana heterozigotnost zabelezena u sluc¢aju markera MP11. Indeks fiksacije je varirao od -

1,00 za marker MP11 do 0,855 za MP431 (Tabela 33).

25 25 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

Slika 24. SSR profil 21 izolata M. phaseolina generisaninh MP27 prajmerima (25-SR36/12; 27-
SR97/12; 28-SR5/12; 29-SR28/12; 30-SR51/12; 31-SR40/12; 32-SR54/12; 33-SR32/12; 34-
SR21/11; 35-SR52/12; 36-SR75/13; 37-SR49/13; 38-MPHSU; 39-SR52/13; 40-MPHSO; 41-

SR32/13; 42-SR104/13; 43-SR97/13; 44-SR78/13; 45- SR95/13; 46-SR90/13)

Tabela 32. Analiza molekularne varijanse (AMOVA) medu i unutar populacija

Stepeni Suma Sredina Procenat
Izvor varijacije slobode kvadrata  kvadrata  Est. Var. (%)
(df) (SS) (MS)
Izmedu grupa 2,00 9,49 4,74 0,01 0,00
Izmedu izolata 43,00 189,49 4,41 0,90 26,00
Unutar izolata 46,00 120,00 2,61 2,61 74,00
Total 91,00 318,98 3,52 100,00
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Tabela 33. Parametri geneti¢ke varijabilnosti populacije izolata M. phaseolina SSR markerima

Locus Na Ne | Ho He F
MPO04 5,00 1,76 0,83 0,16 0,43 0,64
MP11 3,00 2,89 1,08 0,74 0,65 -0,13
MP32 4,00 1,14 0,29 0,02 0,12 0,85
MP27 4,00 2,52 1,11 0,14 0,60 0,77
MPO05 3,00 2,01 0,77 0,59 0,50 -0,17
StvMphb532a 6,00 2,31 1,18 0,45 0,57 0,21
MP474 5,00 2,96 1,25 0,50 0,66 0,24
MP31 3,00 2,17 0,84 0,55 0,54 -0,02
MP475 5,00 2,38 0,99 0,71 0,58 -0,22
MP431 5,00 2,55 1,07 0,10 0,61 0,83
MP468 3,00 1,95 0,82 0,55 0,49 -0,13
MP449 2,00 1,93 0,68 0,71 0,48 -0,47
MP445 4,00 2,58 1,04 0,36 0,61 0,41
Mean 4,00 2,24 0,92 0,43 0,53 0,22
SE 0,32 0,14 0,07 0,07 0,04 0,12

*Na — broj alela po lokusu, Ne — Efektivni broj alela, I — Shannon’s informacioni indeks, Ho —

uocena heterozigotnost, He — o¢ekivana heterozigotnost, F — indeks fiksacije

6.9. Osetljivost izolata M. phaseolina in vitro

6.9.1. Osetljivost M. phaseolina prema tiofanat-metilu

Na osnovu dobijenih rezultata analize varijanse, tiofanat-metil je ispoljio znacajno
inhibitorno dejstvo na porast kolonije izolata SR55(3)/09 i SR23/11 (Tabela 34). Inhibitorni efekat
je znacajno varirao u zavisnosti od koncentracije primenjenog preparata, izolata, kao 1 zajednickog
delovanja ova dva faktora. Pri primenjenim koncentracijama od 1 i 10 mg/l dobijena vrednost
procenta inhibicije kod oba izolata je bila na istoj statistikoj znacajnosti 1 iznosila je 100%, u
slu¢aju primene koncentracije 100 mg/l uoceno je postojanje znacajne razlike u inhibiciji patogena
gde je kod izolata SR55(3)/09 procenat inhibicije iznosio 100%, dok je u sluc¢aju izolata SR23/11

taj procenat iznosio 86,09%. Kod primene nizih koncentracija preparata od 0,1 mg/l procenat
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inhibicije je iznosio 45,28 do 52,97%. Dok je pri koncentracijama 0,001 i 0,01 mg/l procenat

inhibicije bio na znatno niZzem nivou i kretao se od 8,44 do 9,53% (Grafik 4).

Tabela 34. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina SR55(3)/09

i SR23/11 u testu osetljivosti prema tiofanat-metilu

Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (D) (MS) (F) ()
M. phaseolina 202928,2 6 338214  22256,5 0,00*
Tretman 25,8 1 25,8 17,0 0,00*
M. phaseolina * Tretman 984,9 6 164,1 108,0 0,00*
*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)
11} oh ol oh ol
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Grafik 4. Uticaj razli¢itih koncentracija tiofanat-metila na porast kolonija izolata M. phaseolina
*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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§R55(3')/09 > ey SR23/11

1 mg/l 10 mg/l 100 mg/l

Slika 25. Uticaj razli¢itih koncentracija tiofanat-metila na porast kolonija izolata M. phaseolina
(Original)

6.9.2. Osetljivosti M. phaseolina prema Bacillus sp.

Analizom rezultata utvrdeno je da je primenom preparata na bazi Bacillus sp. znacajno
inhibiran porast kolonije oba ispitivana izolata SR55(3)/09 i SR23/11 u odnosu na kontrolu,
nezavisno od koncentracije preparata koja je primenjena (Tabela 35). Procenat inhibicije se kretao
od 67,8 do 88,3 kod izolata SR55(3)/09 i od 72,8 do 87,6 kod izolata SR23/11 (Grafik 5).

Tabela 35. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina SR55(3)/09

i SR23/11 u testu osetljivosti prema Bacillus sp.

Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (F) (p)
M. phaseolina 0,8 1 0,8 0,3 0,58
Tretman 84274,1 4 21068,5  8259,9 0,00*
M. phaseolina * Tretman 215,1 4 53,8 21,1 0,00*

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05)
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Grafik 5. Uticaj Bacillus sp. na razvoj kolonija izolata M. phaseolina

*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju

K 10% 5% 2% 1%

Slika 26. Uticaj razli¢itih koncentracija Bacillus sp. na razvoj kolonija izolata M. phaseolina
(Original)
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6.9.3. Osetljivost M. phaseolina prema Trichoderma harzianum

Dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA), testa dvojne kulture (TDK) i testa
isparljivih jedinjenja (TIJ), utvrdene su statisticki znacajne razlike gde su obe nezavisne
promenljive, razli¢iti izolati M. phaseolina SR55(3)/09 i SR23/11, kao i izolati T. harzianum (T1,
T2, T3, T4, TS5, T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13) bili znacajan izvor variranja zavisne
promenljive tj. pre¢nika kolonije patogena (p<0,05) (Tabela 36 i Tabela 37).

Tabela 36. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina SR55(3)/09
i SR23/11 u testu dvojne kulture

Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (D) (MS) (F) (p)
M. phaseolina 63,40 1 63,40 13,77 0,00*
T. harzianum 16233,40 13 1248,70 271,04 0,00*
M. phaseolina *T. harzianum 172,10 13 13,20 2,87 0,00*

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)

Tabela 37. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata M. phaseolina SR55(3)/09

i SR23/11 u testu isparljivih jedinjenja

Izvori varijacije Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (F) (p)
M. phaseolina 864,10 1 864,10 88,87 0,00*
T. harzianum 16049,40 13 1234,60 126,98 0,00*
M. phaseolina *T. harzianum 2401,90 13 184,80 19,00 0,00*

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)

6.9.3.1. Test dvojne kulture

Svi testirani izolati T. harzianum su ispoljili antagonisticki potencijal i inhibirali porast
micelije izolata M. phaseolina u TDK. Potvrdene su znac¢ajne statisti¢ke razlike kod svih tretmana

u odnosu na kontrolu, a procenat inhibicije se kretao od 54,07 do 64,44%. Najjaca inhibicija je
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zabeleZena u tretmanu sa izolatom T. harzianum T2 u kombinaciji sa oba testirana izolata M.
phaseolina. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u slucaju ostalih izolata Trichoderma osim T11 i T13, koji
su ispoljili znadajno manju inhibiciju na SR55(3)/09. Izolat T. harzianum T2 je bio najefikasniji u
inhibiciji rasta M. phaseolina SR23/11 zajedno sa T3, T9 i T13, koji su bili na istom nivou
znacajnosti. Detaljnijim pregledom samog kontakta micelije antagonista i patogena izolati su
podeljeni prema klasama, gde su utvrdene razlike u antagonistickom delovanju izolata T.
harzianum na M. phaseolina (Tabela 38). Izolati T1 do T10 pripadaju II klasi, gde je zabelezeno
prerastanje dve tre¢ine povrsine hranljive podloge od strane T. harzianum, a takode je doslo do
formiranja prazne zone na podlozi izmedu antagonista i patogena., kao i potpunog zaustavljanja
rasta micelije kod oba. Kod izolata T11 1 T12 je uocena obilna sporulacija prac¢ena prerastanjem
micelije patogena gde je T. harzianum prekrila ¢itavu povrsinu Petri kutije te su ovi izolati svrstani
u I grupu. U Il klasu je svrstan izolata T13, gde bioagens i patogen kolonizuju priblizno istu

povr§inu hranljive podloge i ni jedna vrsta ne dominira nad drugom (Slika 27).
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Tabela 38. Antagonisticki efekat izolata T. harzianum na porast micelije izolata patogena,

procenat inhibicije i na¢in antagonisti¢kog delovanja u testu dvojne kulture

Prec¢nik micelije M.

Inhibicija (%)

phaseolina (mm) Klasa
Tretman M. M. M M antagonistickog
phaseolina phaseolina . . delovanja
st Srssons e Sl
Kontrola  90,00+0,00®  90,00+0,002 () /
T1 36,67+4,71%0  34,33+1,24% 5926 61,85 I
T2 35,0042,49%%  32,00+0,81¢ 61,11 64,44 I
T3 35,67+0,94%%€  34.3340,94%¢ 60,37 61,85 I
T4 38,3343,39°  36,00+0,81°%¢ 57,41 60,00 I
T5 38,33+2,35°  34.33+0,47°% 5741 61,85 I
T6 41,00+£2,28°  33,67+0,47% 54,44 62,59 I
T7 37,00+1,41%  34,33+0,47°% 58389 61,85 I
T8 38,33+1,69°°  35,00+0,00°¢ 57,41 61,11 I
T9 35,67+2,35%€ 35 67+0,47°% 60,37 60,37 Il
T10 36,3340,47°%  36,00+0,00°¢ 59 63 60,00 Il
T11 36,67+2,35%  36,33+0,94% 59,26 59,63 |
T12 38,33+2,35°  35,00+0,00°% 57,41 61,11 |
T13 35,33+2,05%  41,33+0,47° 60,74 54,07 "

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znaéajnosti u intervalu poverenja 95%; (+) — standardna

devijacija

*T1,T2,T3, T4, T5,T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12 and T13 = T. harzianum

S o

Slika 27. Razli¢ite klase antagonistickog delovanja izolata T. harzianum (T2, T12 i T13) na M.

Klasa I

Klasa II1

phaseolina u testu dvojne kulture (Original) (Klasa I: Trichoderma spp. potpuno prerasta

patogena i prekriva ¢itavu povrSinu hranljive podloge; Klasa II: Trihoderma spp. prerasta dve
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tre¢ine povrsine hranljive podloge; Klasa Il1: Trichoderma spp. i pathogen kolonizuju priblizno

istu povrsinu hranljive podloge, i ni jedna vrsta ne dominira nad drugom)

6.9.3.2. Test isparljivih jedinjenja

Dobijeni rezultati u T1J ukazuju na to da isparljiva jedinjenja koja produkuju izolati T.
harzianum inhibiraju porast kolonije M. phaseolina (Slika 28). Isparljiva jedinjenja produkovana
od strane izolata T2 i T12 ispoljila su najjaci inhibitorni efekat u sluc¢aju oba izolata M. phaseolina,
i t0 62,75% i 55,49% u slu¢aju izolata SR23/11 i 48,44 i 48,22% kod izolata SR55(3)/09. Najnizi
procenat inhibicije koji je iznosio 22,22% zabelezen je kod izolata T6 u varijanti sa izolatom

SR55(3)/09 i 28,82% u kombinaciji T8 izolata sa SR23/11 (Tabela 39).

Tabela. 39. Antagonisti¢ki efekat isparljivih jedinjenja izolata T. harzianum na porast micelije

izolata M. phaseolina in vitro

Pre¢nik micelije M. ph lin
recnik micelije M. phaseolina Inhibicija (%)

Tretman : (mm) :
M. Phaseollna MJ phaseolina M. phaseolina M. phaseolina
SR23/11 SR55(3)/09 . Ny

Kontrola 85,000,002 75,00+0,00P SR23/11 SR35(3)/09
T1 47,33+3,03M 42.17+2,26K 44,31 43,78
T2 31,67+2,35™ 38,67+1,49' 62,75 48,44
T3 52,549,46f9 48,00+2,16M 38,24 36,00
T4 59,00+1,52¢d 48,83+2,039" 30,59 34,89
T5 57,33+1,88% 52,17+1,46% 32,55 30,44
T6 53,33+3,34°f 58,33+2,35% 37,25 22,22
T7 46,50+1,50! 50,67-+0, 74N 45,29 32,44
T8 60,50+4,34° 47,50+2,5M 28,82 36,67
T9 56,33+2,86d° 51,33+1,97fn 33,73 31,56
T10 50,83+0,891M 41,501,601 40,20 44,67
T11 59,67+2,86% 45,00+0,00% 29,80 40,00
T12 37,83+4,05" 38,83+2,03" 55,49 48,22
T13 50,67+2,6° 47,001,411 40,39 37,33

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%; (£) — standardna

devijacija

*T1,T2,T3, T4, T5,T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12 and T13 = T. harzianum
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‘ Kontrola

“

Slika 28. Antagonisti¢ko delovanje isparljivih jedinjenja izolata T. harzianum na izolat SR23/11

M. phaseolina (Original)

88



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

6.10. Osetljivost izolata M. phaseolina in vivo

Jednofaktorijalnom analizom varijanse, utvrdene su statisticki znacajne razlike gde je
nezavisna promenljiva razli€iti tretmani, predstavljali znacajan izvor variranja zavisne promenljive

tj. intenziteta oboljenja biljaka Secerne repe (p<0,05) (Tabela 40 i 41).

Tabela 40. Jednofaktorijalna analiza varijanse intenziteta oboljenja biljaka Secerne repe

inokulisanih SR23/11 u in vivo testu

Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (F) ()
Tretman 42,112 6 7,019 23,115 0,00*

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)

Tabela 41 Jednofaktorijalna analiza varijanse intenziteta oboljenja biljaka Secerne repe
inokulisanih SR55(3)/09 u in vivo testu

Suma  Stepeni Sredina F- Nivo
Izvori varijacije kvadrata slobode kvadrata odnos znacajnosti
(SS) (Df) (MS) (F) ()
Tretman 26,8670 6 4,4778 9,3016 0,00*

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05)

Rezultati in vivo eksperimenta su predstavljeni na Grafiku 6. Sedam dana nakon inokulacije
primeceni su karakteristicni simptomi ugljenaste trulezi kod kontrolnih biljaka inokulisanih
patogenom nakon Cega se pristupilo vadenju biljaka i oceni simptoma oboljenja prema skali datoj
u Tabeli 1. Rezultati ukazuju da je izolat SR23/11 ispoljio zna¢ajno veéi nivo agresivnosti prema
biljkama $ecerne repe u odnosu na izolat SR55(3)/09. Inicijalni simptomi koji su konstatovani su
bili u vidu hloroze lis¢a, gubitka turgora, uvenuca i nekroze.

Indeks oboljenja u sludaju kontrole inokulisane izolatom SR23/11 je bio 100% dok je u
sluaju izolata SR55(3)/09 bio 75%. Takode, znacajna razlika (p<0.05) je detektovana izmedu
primenjenih tretmana (Tabela 40141). Dvaizolata T. harzianum (T2 1 T12), koji su ispoljili najjace

antagonisticko dejstvo protiv patogena u in vitro ogledima i koja su odabrana za dalje ispitivanje
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u ogledu in vivo ispoljili su pozitivan efekat u suzbijanju patogena. Rezultati eksperimenta ukazuju
na to da primena izolata T2 i T12, pojedinac¢no, ili u kombinaciji, znacajno uti¢e na smanjenje
indeksa oboljenja biljaka u poredenju sa kontrolom. Najnizi indeks oboljenja u slucaju biljaka
inokulisanih izolatom SR55(3)/09 je zabeleZen u tretmanu CT2+T12, dok je tretman CT2 bio na
istom nivou statisti¢ke znagajnosti. U sluéaju biljaka inokulisanih izolatom SR23/11 najniZi indeks
oboljenja je zabeleZen u tretmanu CT2, a zatim i tretmanima CT2+T12 i TM. Efikasnost primene
hemijskog tretmana je bila na istom nivou znacajnosti kao i u tretmanu u kom je vrSena primena
kombinacije dva izolata T. harzianum, dok se CT2 tretman pokazao boljim u odnosu na primenu
hemijskog tretmana i zabeleZen je znacajno nizi indeks oboljenja. Sa druge strane Trifender® Pro
i Bacillomix® Original nisu ispoljili zadovoljavaju¢i efekat u kontroli prouzrokovaca ugljenaste
trulezi, gde je indeks oboljenja bio na istom nivou statistiCke znacajnosti kao u sluc¢aju kontrole

kod oba testirana M. phaseolina izolata.
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*Jednofaktorijalna analiza varijanse
*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Grafik 6. Efekat razli¢itih tretmana na pojavu ugljenaste trulezi korena na biljkama Secerne repe
nakon 7 dana inkubacije u kontrolisanaim uslovima klima komore (UIC = netretirana inokulisana
kontrola, CT2 = suspenzija konidija T. harzianum T2, CT12 = suspenzija konidija T. harzianum
T12, CT2+T12 = suspenzija konidija T. harzianum T2 and T. harzianum T12, TRICH =
Trifender® Pro, BAC = Bacillomix® Original, TM = Funomil® 700 WG)
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SR23/11

Macrophomina phaseolina
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Slika 29. Biljke Sec¢erne repe inokulisane patogenom (UIC) i biljke Secerne repe inokulisane

patogenom i tretirane suspenzijom konidija T. harzianum T2 izolata (CT2) (Original)

CT12

CT2 +T12

Macrophomina phaseolina
SrR23/11

© 3
£ )
N4 E
- 4 n
.CQ \’P«)

s @ ’“l 1/*
f=h 1

Elh

2% ‘

<] \; \
g ‘ I ~
p

Slika 30. Biljke $eéerne repe inokulisane patogenom i tretirane suspenzijom konidija T.

harzianum T12 izolata (CT12) i suspenzijom konidija T. harzianum T2 + T12 izolata (CT2 +

T12) (Original)
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TRICH BAC

SR23/11

Macrophomina phaseolina

SR55(3)/09

Macrophomina phaseolina

Slika 31. Biljke $eéerne repe inokulisane patogenom i tretirane preparatom Trifender® Pro

(TRICH) i preparatom Bacillomix® Original (BAC) (Original)
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SR23/11

Macrophomina phaseolina

SR55(3)/09

Macrophomina phaseolina

Slika 32. Biljke $eéerne repe inokulisane patogenom i tretirane preparatom Funomil® 700 WG
(TM) (Original)
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7. DISKUSIJA

7.1. Simptomi bolesti

Simptomi bolesti koji su opisani kod biljaka iz kojih je izolovana M. phaseolina su u skladu
sa simptomima koje opisuje (Stojsin, 2003; Karadimos i sar., 2002). Simptomi ugljenaste trulezi
su se ispoljavali na nadzemnom delu biljaka u vidu uvenuca lis¢a, koje je kasnije potpuno
nekrotiralo i odumiralo. Na korenu su se ispoljili karakteristi¢ni simptomi u vidu sivo mrkih lezija.
Trulez se najc¢esce razvijala na bo¢nim stranama korena, kao i na repu korena, a nesto rede trulez
se mogla detektovati i na glavi korena. Unutra$njost korena je u pocetku bila zute boje, a zatim u
podmakloj fazi tkivo je poprimilo braon i crnu boju sa mikrosklerocijama u Supljinama
nekrotiranog tkiva, dok je na samom kraju vegetacije koren mumificirao. Iste simptome opisuje i
Jacobsen (2006).

7.2. Provera patogenosti izolata

Provera patogenosti izolata uradena je za svih 46 izolata. Uoceno je da su pocetni simptomi
koji se javljaju na nadzemnom delu biljaka Se€erne repe BBCH 14, hloroza liS¢a i1 gubitak turgora,
dok su pocetni simptomi na korenu biljaka bili u vidu pojave individualnih lezija tamne boje,
vremenom dolazi do spajanja lezija, i prstenaste do potpuna nekroza korena. Ovi rezultati su
saglasni sa nalazima StojSin i sar. (2012) koji takode opisuju simptome na mladim biljkama
Secerne repe i za koje je utvrdeno da ih prouzrokuje vrsta M. phaseolina. Rezultati dobijeni u ovom
radu pokazuju da postoji znacajna razlika izmedu izolata u nivou patogenosti. Sli¢ne rezultate su
dobili Omar 1 sar. (2007) koji su, takode, uocili statisticki znacajne razlike u nivou patogenosti
razli¢itih izolata M. phaseolina na biljkama pamuka. Beas-Fernandez i sar. (2006) su utvrdili da
postoji visok stepen varijabilnosti u nivou patogenosti, izmedu izolata poreklom sa razli¢itog
domacina. Ovi navodi su u saglasnosti sa rezultatima ovog istraZivanja gde su se izolati M.

phaseolina koji su izolovani sa kukuruza, soje i suncokreta jasno mogli razdvojiti u tri grupe prema
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nivou patogenosti. Takode, Das i sar. (2008) su u svojim istrazivanjima ispitivali patogenost
geografski udaljenih izolata, a njihovi rezultati su pokazali da izolati poseduju visok stepen

varijabilnosti.

7.3. Morfolosko - odgajivacke karakteristike izolata M. phaseolina

Ispitivanjem uticaja razli¢itih medijuma na brzinu porasta izolata M. phaseolina zabelezene
su znacajne razlike, na $ta su uticale kako morfoloske osobine svakog izolata tako i vrsta hranljive
podloge. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se re¢i da su gotovo svi izolati imali najbolji porast
na KDA podlozi. Takode, uocena je znacajna razlika u brzini porasta kolonije razlicitih izolata na
gore pomenutoj podlozi, a ovi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima koja su sproveli Reznikov
1 sar. (2018). Prouc¢avanjem morfoloskih karakteristika svih 46 izolata na KDA i MIN + KClO3
podlozi moze se re¢i da su izolati pokazali visok nivo varijabilnosti kada se posmatraju
makroskopske 1 mikroskopske morfoloske karakteristike. Na KDA podlozi izolati su veoma
varijabilni kada je u pitanju intenzitet formiranja micelije kao i intenzitet formiranih
mikrosklerocija, §to je saglasno sa rezultatima koje navode Beas-Fernandez i sar. (2006). Isto tako
razlike u izgledu kolonija na MIN + KCIOs podlozi su bile evidentne, kao i razdvajanje izolata u
tri fenotipske grupe prema njihovoj osetljivost na hlor. Slicno rezultatima ovog istraZivanja
Pearson i sar. (1986) su podelili izolate prema nacinu na koji metaboli$u jedinjenja hlora u tri
grupe. Ovu pojavu objaSnjavaju €injenicom da se hlorat koji je analog nitrata redukuje u hlorit
preko puta nitrat-reduktaze i moze biti toksi¢an za gljive, dok je normalan porast izolata bio
rezultat inaktivacije jednog, ili viSe enzima koji su uklju¢eni u put nitrat-reduktaze. Fenotipsku
karakterizaciju izolata na osnovu osetljivosti prema hloru prijavilo je nekoliko autora (Su i sar.,
2001; Purkayastha i sar., 2006). Nadalje, Das i sar. (2008) su u svom istrazivanju pokusali da
utvrde korelaciju izmedu biljke domacina i osetljivosti izolata prema hloru. Rezultati njihovih
istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima naSeg rada gde nije utvrdena korelacija izmedu biljke
domacina i osetljivosti izolata prema hloru. Sa druge strane Pearson i sar. (1986) navode da se
izolati M. phaseolina izolovani sa soje i kukuruza jasno razlikuju po pitanju osetljivosti prema

hloru i da se mogu grupisati. Pored pomenutih navoda, ve¢ina dostupnih istrazivanja sugeriSe da
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nema korelacije izmedu osetljivosti izolata na hlor 1 patogenosti izolata (Kaur i sar., 2012), te su
ovi navodi takode potvrdeni i1 kroz rezultate ovog istrazivanja.

Svi izolati M. phaseolina ispitivani u okviru ove disertacije obrazovali su mikrosklerocije
tamno braon do crne boje, nepravilnog oblika. Veli¢ina mikrosklerocija se kretala od 112,50 x
105,00 um do 167,50 x 147,50 um. Nesto manju veli¢inu mikrosklerocija beleze Reznikov 1 sar.
(2018) od 68,8 x 52,0 um do 113,7x 96,0 um. Dok sa druge strane Beas-Fernandez i sar. (2006)
navode da se veli¢ina mikrosklerocija njihovih testiranih izolata kretala od 112 x 78 um do 324 x
196 pum. Dhingra i Sinclair (1978) navode da nije utvrdena korelacija izmedu veli¢ine
mikrosklerocija i patogenosti izolata, sa njihovim rezultatima su saglasni i Beas-Fernandez i sar.
(2006). Rezultati ispitivanja sprovedehih u okviru ove disertacije su takode u saglasnosti sa gore
pomenutim navodima.

Faktori spoljasnje sredine znacajno deluju na porast M. phaseolina. Prema Agrios (2005),
pH vrednost sredine u kojoj se mikroorganizami razvijaju, kao i temperatura mogu biti limitirajuci
faktori za razvoj u koliko nisu ispunjeni minimalni zahtevi organizama koji su im neophodni za
neometan rast i razvoj. Optimalna vrednost pH podloge za razvoj izolata M. phaseolina je bila u
rasponu od 4 do 7, slicno navode i Csondes i sar. (2011) koji zakljuCuju da je optimalna pH za
razvoj izolata od 4 do 6. Takode rezultati istraZivanja koja su sproveli Dhingra i Sinclair (1978)
pokazuju da je optimalan pH rang za rast gljive od 5 do 8, §to je takode u skadu sa nasim
istrazivanjem jer su izolati ostvarili zadovoljavajuci porast i na pH 8. Csondes 1 sar. (2011) beleze
da je pH 2 nepovoljno uticala na porast izolata, $to je takode saglasno rezultatima dobijenim u
ovom istrazivanju, gde je zabelezeno da su izolati MPHKU, MPHSU, SR32/12 potpuno prekinuli
rast. Ova pojava se moZze objasniti ¢injenicom da nekim izolatima viSe odgovara kisela nego bazna
sredina (Dhingra i Sinclair, 1978). Optimalan porast izolata M. phaseolina u ovim istrazivanjima
zebeleZen je na temperaturama u opsegu od 30 do 35 °C, a iste temperature navode Collins i sar.
(1991) u rezultatima svog istrazivanja. Sa druge strane, temperature od 15 i 40°C u potpunosti
zaustavljaju rast izolata $to je u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja koja su sproveli Csondes 1
sar. (2011). Osim razlika u brzini rasta micelije izolata, temperature nisu uticale na izgled kolonije

izolata.
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7.4.1. Utvrdivanje geneticke varijabilnosti izolata M. phaseolina pomoéu SSR
markera

M. phaseolina je patogen koji je Siroko rasprostranjen u R. Srbiji. Karakterizacija ove vrste
veoma je vazna kako bi se $to bolje razvio plan za suzbijanje ove fitopatogene gljive. Rezultati
istrazivanja u okviru ove disertacije su pokazali da se primenom SSR markera izolati nisu
grupisali, kako prema patogenim tako ni prema morfoloSkim karakteristikama. Razlog ovakve
pojave moze biti ¢injenica da su izolati uzeti sa veoma malog geografskog podrucja. Ovi rezultati
su saglasni sa istrazivanjima Mahdizadeh i sar. (2011) koji navode da nije dokazana korelacija
izmedu fenotipskih karakteristika i genetiCke varijabilnosti izolata M. phaseolina, kao i da nije
mogucée grupisati podatke 1 razdvojiti izolate prema njihovoj patogenosti, morfoloSkim
karakteristikama, domacinu, ili geografskom poreklu. Nasuprot nas, oni ovu <¢injenicu
obajsnjavaju ukljucenosc¢u velikog broja izolata poreklom sa razli¢itih domacina i lokaliteta koje
su ispitivali, u odnosu na ostala istrazivanja u kojima su druge grupe istrazivaca dosle do suprotnih
rezultata. Naime, oni navode da bi pomenuti molekularni markeri mogli da se koriste za grupisanje
izolata M. phaseolina na osnovu geografskih regiona (Sanchez i sar., 2017; Jana i sar., 2005).
Nadalje, Purkayastha i sar. (2008) su utvrdili da primenom ove molekularne metode izolati bivaju
dosledno grupisani u genetski slicne grupe. Takode, Sirok geneticki diverzitet ove polifagne
fitopatogene gljive se ne uo¢ava samo kod izolata poreklom sa razli¢itih domacina i razlicitih
lokaliteta, ve¢ i unutar populacije izolata sa iste vrste domacina, ovo je u saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja, gde je uoceno da je najveci procenat ukupne varijabilnosti posledica varijabilnosti
unutar ispitivanih izolata. Geneticki diverzitet izmedu izolata M. phaseolina moze biti posledica
varijabilnosti u nivou patogenosti kao i sposobnosti ove vrste da se prilagodi razliCitim
agroekoloskim uslovima sredine (Babu i sar., 2010). U prilog tome govore i ¢injenice koje navode
Csondes 1 sar. (2012) koji su otkrili da karakteristike kao $to su sposobnost rasta pri razli¢itim
temperaturama 1 pH vrednostima zemljiSta omogucavaju patogenu da se prilagodi razli¢itim

uslovima spoljasnje sredine, $to je u korelaciji sa genetickom varijabilnos¢u ove vrste.

98



Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

7.5. Osetljivost izolata M. phaseolina in vitro

7.5.1. Osetljivost M. phaseolina prema tiofanat-metilu

Dobijeni rezultati ukazuju na to da je tiofanat-metil znacajno inhibirao porast kolonije
izolata M. phaseolina u koncentraciji od 0,1 mg/l gde je zabeleZena inhibicija iznosila od 45,28 do
52,97 %, dok je pri koncentraciji od 1 mg/l inhibicija patogena bila 100%. Rezultati Chikkanna
Swamy i sar. (2018) ukazuju na jako inhibitorno delovanje tiofanat-metila protiv M. phaseolina, i
navode da pri koncentraciji od 500 ppm dolazi do potpunog porasta kolonije patogena, §to je u
skladu sa rezultatima u ovom istraZzivanju. Takode, Lakhran i sar. (2022), potvrduju navode da
tiofanat-metil ispoljio zadovoljavajuéi inhibitorni efekat u in vitro ispitivanjima, ali da

karbendazim + mankozeb u kombinaciji kao i sam karbendazim daju bolje rezultate.

7.5.2. Osetljivosti M. phaseolina prema Bacillus sp.

Antagonizam razliCitih gljiva prema patogenim organizmima je oblast koja se sve vise
proucava i dobija posebnu paznju. Veliki broj literaturnih podataka ukazuje na visok potencijal
vrsta iz roda Bacillus u bioloskoj zastiti od fitopatogenih gljiva (Fira i sar., 2018). Ovaj rod je
Siroko rasprostranjen u prirodi i dobro adaptiran na razli¢ite agroekoloske uslove (Liu i sar., 2019).
Rezultati do sada sprovedenih istrazivanja govore da primena vrsta iz roda Bacillus u suzbijanju
prouzrokovaca ugljenaste trulezi korena razli¢itih biljaka daje dobre rezultate 1 predstavlja
ekoloski opravdanu meru za suzbijanje patogena (Rangel-Montoya i sar., 2022; Hashem i sar.,
2017; El-Bendary i sar., 2016; Castaldi i sar., 2021). Torres i sar. (2016) navode da je fungistati¢ni
efekat povezan sa potencijalom ovog agensa da se takmici za prostor i hranljive materije Sto ga
¢ini dobrim kompetitorom. Osim toga ovi agensi imaju razliCite strategije za suzbijanje
fitopatogenih gljiva kao Sto su, proizvodnja antibiotika, litickih enzima, a takode imaju moguénost
da oslobadaju isparljiva jedinjenja u spoljasnju sredinu (Abdelmoteleb i sar. 2017; Khan i sar.,
2018).

Rezultati ispitivanja antagonistickog uticaja Bacillus sp. na izolate M. phaseolina u in vitro

ogledima, ukazuju na to da ovaj agens ima veliki potencijal u suzbijanju prouzrokovaca ugljenaste
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trulezi. Takode, dobijeni rezultati su u saglasnosti sa podacima Singh i sar. (2008), koji navode da
Basillus spp. uspe$no vrsi inhibiciju porasta kolonije u testu dvojne kulture kao i da poseduje
izuzetan antifugalni potencijal u suzbijanju M. phaseolina. Nadalje, Bojorquez-Armenta i sar.
(2021) takode navode da su u in vitro testu, izolati Bacillus spp. ispoljili visok nivo antagonizma
prema M. phaseolina, gde se procenat inhibicije porasta kolonije patogena kretao od 62,5 do 85%.
Takode, Rangel-Montoya i sar. (2022) su dosli do zaklju¢aka da pojedini sojevi Bacillus
amyloligefaciens deluju antagonisticki na porast kolonije i produkciju mikrosklerocija ispitivanih
izolata M. phaseolina, sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u in vitro ispitivanjima u okviru

ove disertacije.

7.5.3. Osetljivost izolata M. phaseolina prema Trichoderma harzianum

Ispitivanjem antagonistiCkog delovanja izolata T. harzianum na izolate M. phaseolina
zabelezeno je da su svi testirani izolati T. harzianum u testu dvojne kulture ispoljili inhibitorni
efekat na porast micelije patogena. Slicne rezultate u svom istraZivanju dobili su Sreedevi 1 sar.
(2011) koji navode da je T. harzianum znacajno smanjila porast micelije M. phaseolina izolata u
testu dvojne kulture. Khaled i Taheri (2016) su dokazali antagonisticki efekat 11 izolata
Trichoderma spp. prema ispitivanim izolatima M. phaseolina u testu dvojne kulture gde je
procenat inhibicije varirao u rasponu od 20,22 do 58,67%. Pored inhibicije porasta kolonije
patogena u istrazivanju sprovedenom u okviru ove disertacije uo€ena je 1 razli¢ita antifungalna
aktivnost T. harzianum izolata, te su rasporedeni u tri razlicite klase. Navedena zapaZanja su u
skladu sa rezultatima velikog broja istrazivanja u kojima se navodi da se potencijalna efikasnost
vrsta iz roda Trichoderma protiv patogena ispoljava kroz nekoliko naina antagonistickog
delovanja, a to su antibioza, kompeticija i mikoparazitizam (Mendoza i sar., 2015; Park, 1960).
Antibioza se javlja tokom medusobne interakcije mikroorganizama kada dolazi do proizvodnje
antibiotika od strane sojeva Trichoderma, koji inhibiraju rast drugih mikroorganizama. Shodno
tome formiranje zone bez rasta izmedu patogena i1 antagonista moze se pripisati dejstvu
sekundarnih metabolita kao $to su gliotoksin, gliovirin, viridin i njegovi derivati, koji funkcionisu
kao antimikrobni lekovi i koji imaju vaznu ulogu u antibiozi (Tomah i sar., 2020; Howell, 2006;

Benitez i sar., 2004). Ovi navodi su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju
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gde je kod izolata T1 do T10 zabelezeno formiranje opisane zone, te se moze pretpostaviti da se
radi o pomenutom mehanizmu delovanja. Nadalje, konkurencija za hranljive materije i Zivotni
prostor predstavlja vazan nacin antagonistickog delovanja i predstavlja korisno svojstvo u pogledu
primene ovakvih agenasa u zastiti bilja. Sposobnost vrsta Trichoderma da se takmice za hranljive
materije i zivotni prostor progresivnim formiranjem biomase micelijuma, rezultira supresijom
drugih mikroorganizama. Na ovaj nac¢in oni brzo kolonizuju supstrate i iskljucuju sporije rastuce
patogene (Andrade-Hoyos i sar., 2020; Kohl i sar., 2019). Sa druge strane, pretpostavlja se da
liticki enzimi koje proizvode vrste roda Trichoderma igraju vaznu ulogu u mikoparazitizmu tako
Sto dezintegrisSu Celijski zid patogena i olakSavaju prodiranje u hife (Bailei 1 sar., 2008; Hajnal
Jafari i sar., 2020). Mendoza i sar. (2015) navode i da je ovo poZeljna karakteristika i da izolati
koji pokazuju ovo svojstvo imaju ogroman potencijal kao agensi za suzbijanje patogena. U ovom
istrazivanju ispitivani izolati su pokazali visok inhibitorni potencijal u redukovanju porasta
micelije patogena. Zbog svoje sposobnosti da proizvode enzime koji su odgovorni za razgradnju
¢elijskog zida fitopatogenih gljiva, kao i materija koje imaju antifungalno delovanje moze se reci
da poseduju visok potencijal da se koriste kao biofungicidi, promoteri biljnog rasta, a takode i u
povecéanju produktivnosti poljoprivredne proizvodnje (Guzman-Guzman i sar., 2023).

Na osnovu rezultata dobijenih u testu isparljivih jedinjenja moZe se re¢i da su jedinjenja
koje proizvodi izolati T. harzianum znacajno uticala na smanjenje porasta kolonije patogena. Ovi
rezultati su u saglasnosti sa brojnim istrazivanjima u kojima se navodi da Trichoderma vrste
produkuju isparljiva jedinjenja koji zna€ajno inhibiraju razvoj fitopatogenih gliva (Sood 1 sar.,
2020). Takode, Vey i sar. (2001) navode da jedinjenja kao Sto su etilen, cijanovodonik, aldehidi 1
ketoni koje proizvodi Trichoderma spp. igraju vaznu ulogu u kontroli razlicitih biljnih patogena.
U dosadasnjim istraZivanjima potvrdeno je njihovo inhibitorno delovanje prema Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina i Alternaria brassicicola (Zeilinger i sar., 2016; Khaled i Taheri, 2016). Takode, Raut
i sar. (2014) su u svojim istraZivanjima potvrdili antagonisticko delovanje isparljivih jedinjenja
prema F. graminearum, R. solani i P. ultimatum. Pretpostavka je da je redukcija porasta micelije
prouzrokovana antifugalnim delovanjem ovih materija, dok sa tim u vezi Mukherjee i sar. (2012)
navode da hidroliticki enzimi deluju na oslabljene ¢elije i narusavaju njihovu strukturu $to

prouzrokuje degradaciju i nekarakteristiCan rast. Sridharan i sar. (2020) su dokazali fungistati¢no
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dejstvo isparljivih jedinjenja tako $to su nakon $to je Trichoderma spp. uklonjena iz sredine
patogena on nastavio svoj rast, slicno je zapaZeno i u pogledu formiranja mikrosklerocija u

odsustvu Trichoderma spp.

7.6. Osetljivost izolata M. phaseolina in vivo

U in vivo eksperimentu potvrden je snazan antagonisticki efekat dva izolata Trichoderma
koji su pokazali najja¢i potencijal u kontroli patogena in vitro. Takode, i druge grupe istraZivaca
su u svojim istrazivanjima potvrdili visok nivo antagonisticke aktivnosti i potencijalnu efikasnost
Trichoderma spp. u borbi protiv ekonomski znacajnih fitopatogenih gljiva kao §to su M.
phaseolina, F. oxysporum f. sp. capsici i Aspergillus flavus u razli¢itim usevima (Pastrana i sar.,
2016; Jamil i sar., 2021; Kifle i sar., 2017). Abd-Elsalam (2010) u svojim istrazivanjima navodi
da neki od testiranih Trichoderma spp. izolata predstavljaju obecavajuce bioagense koji su veoma
perspektivni za komercijalizaciju jer su znaajno povecali prezivljavanje sadnica pamuka
zarazenih M. phaseolina. Harman i sar. (2004) navode da vrste iz roda Trichoderma kolonizuju
povrsinu korena i dovode do promena u metabolizmu biljaka, sve ovo dalje rezultira intenzivnijem
rastu 1 bokorenju korena, Sto povecava dostupnost hranljivih materija i otpornost biljaka prema
patogenima iz zemljista. Takode, molekuli elicitori proizvedeni od strane Trichoderma spp.
ucestvuju u ekspresiji gena ukljucenih u aktivaciju odbrambenog sistema biljaka Sto ih ¢ini
otpornijim prema patogenu (Gomes i sar., 2016). U prilog pomenutim navodima, Vinale i sar.
(2004) tvrde da je primena T. harzianum i T. atroviride povecala produktivnost biljaka zelene
salate 1 paradajza u staklenickoj proizvodnji za 300% u odnosu na netretiranu kontrolu. Takode,
Indra i Subbiah (2003) navode da je primenom T. harzianum i T. viride pojava ugljenaste trulezi
u biljkama crnog pasulja smanjena za 50%, Sto je saglasno sa rezultatima dobijenim u ovom
istrazivanju, gde je indeks oboljenja u slucaju izolata T2 i T12 bio zna¢ajno smanjen u odnosu na
inokulisanu kontrolu. Zanimljivo je da varijanta u kojoj je primenjena kombinacija izolata T2 i
T12 nije poboljsala kontrolu ugljenaste trulezi u poredenju sa upotrebom pojedinacnog izolata T.
harzianum. Razlog za ovu pojavu moze biti postojanje specifiénih veza u okviru vrsta ili sojeva, a

efikasnost proizvoda koji sadrze razlicite vrste ili sojeve moze da varira ¢ak i u slicnim uslovima
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(Zin i Badaluddin, 2020). Sa druge strane tiofanat-metil nije bio efikasan u smanjenju pojave
ugljenaste trulezi biljaka Secerne repe, S$to je u saglasnosti sa rezultatima do kojih je dosao De
(2014), koji navodi da je tiofanat-metil najmanje efikasan protiv M. phaseolina u Juti. Stavise,
Martinez-Salgado i sar. (2021) su utvrdili da je tiofanat-metil pokazao istu efikasnost kao izolati
Trichoderma spp. u smanjenju pojave ugljenaste trulezi u usevu kikirikija, $to objaS$njavaju
¢injenicom da su lokalni sojevi M. phaseolina stekli otpornost prema tiofanat-metilu. Navedene
konstatacije su u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju te se pojava da su izolati
poreklom iz ovog regiona postali otporni prema Funomil® 700 WG mozda moze objasniti
prethodno pomenutom ¢injenicom. Pored primene Trichoderma spp. veliki broj autora je ukazao
na mogucnost primene B. subtilis u suzbijanju prouzrokovaca ugljenaste trulezi. Medutim,
rezultati ovog istrazivanja dobijeni u in Vivo ispitivanju nisu dali zadovoljavajuce rezultate, iako
su rezultati in vitro ispitivanja bili obeéavajuci. Slicna zapazanja u svojim rezultatima navode Dure
i sar. (2022) koji beleze nedosledne rezultate u in vitro i in vivo ispitivanjima pojedinih sojeva
Bacillus u suzbijanju Sclerotinia sclerotiorum. Takode, podaci dobijeni u drugim istrazivanjima
govore da postoji znacajna razlika u delovanju antagonista u laboratorijskim uslovima u odnosu
na in vivo ispitivanja. Pretpostavlja se da je razlika u delovanju uslovljena smanjenom koli¢inom
metabolita koju produkuju antagonisti u in vivo uslovima gde je njihova produkcija uslovljena
raznim fizi¢ko — hemijskim procesima koji se odvijaju u zemljistu (Engelkes i sar., 1997). Nadalje,
dobijeni rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Singh i sar. (2008) koji su utvrdili
da Bacillus spp. poseduje visok antagonisticki potencijal i moze se primenjivati u kontroli M.
phaseolina. Takode, prema navodima Pastrana i sar. (2016) primena T. asperellum i Bacillus spp.
je smanjila pojavu ugljenaste trulezi u usevu jagode sli¢no sintetickim fungicidima, dok druga
grupa autora navodi da tretmani u kojima su primenjene T. asperellum i T. harzianum nisu pokazali
zadovoljavajucu inhibiciju bolesti kao Sto je to bilo u slufaju tretmana sa T. koningiopsis
(Martinez-Salgado i sar., 2021). Razlog za ovako opre¢ne rezultate moze da bude ograni¢ena
efikasnost prirodnih agenasa, kao i njihova nedoslednost u uslovima na terenu. Mukherjee i sar.
(2012) objasnjavaju da poreklo ovih poteSkoca leZi u tome da mikroorganizmi sporo deluju i da
su pod jakim uticajem faktora spoljaSnje sredine. Sli¢no, Zin i Badaluddin (2020) navode da
mehanizmi delovanja bioloskih agenasa mogu zavisiti od uslova Zivotne sredine kao $to su pH,

temperatura, salinitet i dostupnost hranljivih materija. Takode, opSte je poznato da faktori kao Sto
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su biljna vrsta 1 sorta, a takode 1 mikrobna aktivnost u zemljiStu znacajno uti¢u na efikasnost
preparata na bazi korisnih mikroorganizama. S druge strane, izolati T. harzianum koris¢eni u ovoj
studiji (T2 1 T12) su pokazali visok potencijal u kontroli M. phaseolina. 1z tog razloga mozemo
pretpostaviti da upotreba antagonistickih mikroorganizama prestavlja obecavajucu alternativu za
suzbijanje prouzrokovaca ugljenaste trulezi korena SeCerne repe. Zbog svoje sposobnosti da
kolonizuju razli¢ite ekoloSke niSe, ovi bioloski agensi ostvaruju simbiozu sa biljkama 1 deluju
blagotvorno, podsti¢u¢i rast biljaka i razvoj korenovog sistema te na taj nacin stimuliSu
odbrambene mehanizme i1 jac¢aju imuni odgovor biljaka. Ove mere kontrole su u skladu sa
tehnologijama uzgoja biljaka, gde je akcenat stavljen na uticaj na Zivotnu sredinu, kao i sa
European Green Deal (EGD) koji ima za cilj smanjenje primene hemijskih pesticida za 50% do
2030. godine (Hulot i Hiller, 2021).
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovednih istrazivanja mogu se doneti sledeci zakljuccei:

e Izolacijom patogena iz uzoraka korena Secerne repe prikupljenih sa razlicitih lokaliteta u
Srbiji i proucavanjem patogenih 1 morfoloskih karakteristika dobijenih izolata, utvrdeno je
da pripadaju vrsti Macrophomina phaseolina. Identitet izolata je potvrden sekvenciranjem
umnozenih ITS regiona.

e Svih 46 izolata Macrophomina phaseolina je nakon sedam dana od inokulacije biljaka
Se¢erne repe BBCH 14 prouzrokovalo uvenuce, hlorozu listova, nekrozu korena i kona¢no
potpuno propadanje biljaka.

e Utvrdeno je da izolati imaju najbrzi porast na KDA podlozi, dok je zna¢ajno manji na MIN
+ KCIOz. Izolati su podeljeni u razli¢ite grupe u zavisnosti od ispitanih makroskopskih
morfoloskih karakteristika na KDA podlozi. Utvrdeno je da su izolati veoma varijabilni po
pitanju makroskopskih morfoloskih odlika. Na MIN + KCIO3 podlozi je utvrdeno je da su
izolati ispoljili osetljivost na prisustvo hlora i podeljeni su u tri grupe. U prvu grupu spadaju
izolati koji imaju normalan porast i nisu ispoljili osetljivost prema hloru 9% izolata. U
drugoj grupi se nalazi 32%, dok trecu grupu ¢ini 59% izolata, izolati iz ove dve grupe su
ispoljili osetljivost na hlor.

e Poucavanjem veli¢ine mikrosklerocija na KDA podlozi utvrdeno je da je veliina
mikrosklerocija veoma varijabilna, i da se kretala u rasponu od 112,50 x 105,00 um do
167,50 x 147,50 um.

e Optimalna pH vrednost za porast patogena je pH 6 gde je zabeleZen najveéi prosecan
dnevni porast micelije 27,96 mm/dan. Najmanji porast registrovan je na pH 2, dok je kod
nekih izolata doslo do potpunog prekida rasta micelije.

e Optimalne temperature za rast i razvoj izolata Macrophomina phaseolina su od 30 i 35 °C,
dok temperature ispod 15 i iznad 40 °C predstavljaju grani¢ne vrednosti za rast i razvoj
izolata ove fitopatogene gljive.

e Ispitivanje genetickog diverziteta izolata Macrophomina phaseolina pomoéu SSR

prajmera utvrdeno je da se izolati nisu grupisali kako prema patogenim, tako ni prema
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morfoloskim karakteristikama. Varijabilnost unutar izolata je imala najve¢i udeo u ukupnoj
varijabilnosti.

e |zolacijom bioloskog agensa iz uzoraka zemljiSta i proucavanjem karakteristika
reproduktivnih organa dobijenih izolata, utvrdeno je da pripadaju rodu Trichoderma.
Umnozavanjem i sekvenciranjem ITS i TEF regiona potvrdeno je da izolati pripadaju vrsti
Trichoderma harzianum.

e Svitestirani izolati Trichoderma harzianum su ispoljili antagonistic¢ki potencijal i inhibirali
porast micelije izolata Macrophomina phaseolina u testu dvojne kulture, a procenat
inhibicije se kretao od 54,07 do 64,44%. Najjaca inhibicija je zabeleZena u tretmanu sa
izolatom T2 u kombinaciji sa oba testirana izolata Macrophomina phaseolina. Na osnovu
kontakta micelije antagonista i patogena u izolati su podeljeni prema klasama, gde su
utvrdene razlike u na¢inu antagonistickog delovanja bioagensa prema patogenu.

e Isparljiva jedinjenja koja produkuju izolati Trichoderma harzianum inhibiraju porast
kolonije patogena. Utvrdeno je to da su isparljiva jedinjenja produkovana od strane izolata
T2 1 T12 ispoljila najjaci inhibitorni efekat.

e Postoji snazna inhibicija rasta kolonija testiranih izolata patogena primenom bioloskog
agensa Bacillus sp. u in vitro ogledu u svim testiranim koncentracijama. Najjaca inhibicija
zabeleZena je prilikom primene najviSih koncentracije od 10 1 5%, dok je pri primeni
koncentracija 2 i 1%, takode zabeleZen veoma visok procenat inhibicije koji se kretao od
67,8 do 75,7%.

e Pri koncentracijama tiofanat-metila od 1, 10 i 100 mg/l dolazi do potpunog prestanka
porasta izolata patogena, dok je u slu¢aju primene preparata od 0,1 mg/l procenat inhibicije
iznosio 45,28 do 52,97%. Koncentracije preparata od 0,001 i 0,01 mg/l nisu dale
zadovoljavajuce reziltate, a procenat inhibicije kretao se od 8,44 do 9,53%.

e U in vivo eksperimentu sedam dana nakon inokulacije je doslo do pojave karakteristi¢nih
simptoma ugljenaste trulezi. Inicijalni simptomi koji su primeceni su bili hloroza lis¢a,
gubitak turgora, uvenuée i nekroza. lzolat SR23/11 ispoljio zna¢ajno veéi nivo agresivnosti
prema biljkama $eéerne repe u odnosu na izolat SR55(3)/09.

e Primenaizolata Trichoderma harzianum T2 i T12, pojedinacno ili u kombinaciji, znacajno

utice na smanjenje indeksa oboljenja biljaka u poredenju sa kontrolom. U slucaju biljaka
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inokulisanih izolatom SR23/11 efikasnost primene hemijskog tretmana bila na istom nivou
znacajnosti kao i tretman u kom je vrSena primena kombinacije dva izolata Trichoderma
harzianum (T2+T12), dok se tretman u kom je primenjen samo izolat (T2) pokazao boljim
u odnosu na primenu hemijskog tretmana i zabelezen je znacajno nizi indeks oboljenja.
Preparati Trifender® Pro i Bacillomix® Original nisu ispoljili zadovoljavajuéi efekat u

kontroli prouzrokovaca ugljenaste trulezi u in vivo ispitivanju.
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10. PRILOZI

Prilog 1

Hranljive podloge

* Krompir - dekstrozni agar (KDA)
e 200 g krompira,
e 20 g dekstroze,
e 17gagara,

e 1| destilovane vode.

* Vodeni agar (VA)
e 17gagara,

e 1| destilovane vode.

* Minimalna podloga oboga¢ena KC1Os (MIN + KCIOs, Pearson i sar., 1986)

e 20 agara,

e 1,6 gasparagina,

e 15 g kalijum hlorata,

e 30 g saharoze,

e 2 g NaNO;,

e 1 gKH:POq,

e 0,2 ml rastvora mikroelemenata (95 ml destilovane vode, 10 g limunske kiseline, 10 g
ZnSO4 x TH20, 2 g Fe(NHa4)2(SO4)+ x 6H20, 0,5 g CuSO4 x 5H20, 100 mg MnSOs x H20,
100 mg H3BOs, 100 mg Na2MoOa4 x 2H20 i 1 ml hloroforma).

* Kikiriki ektrakt agar (KEA, Ma i sar., 2010)
e 20 g kikiriki putera,
e 100 ml etra,
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e 500 ml destilovane vode,

e 7,59 Bacto agar.

* Selektivna podloga za izolaciju Trichoderma spp. (Elad i sar., 1980)
e 0,29 MgSO4 x 7TH20,

0,9 g K2HPOa,

e 0,15gKCl,

e 1,09 NHiNO3,

e 3,0 g glukoze,

e 20 agara,

e 0,15 g rosebengal,

e 0,25 g hloramfenikola,

e 1000 ml destilovane vode, pH 6,5.

Prilog 2
Spisak ITS sekvenci M. phaseolina i T. harzianum

1. Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 1-11 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039641.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039641.1

2. Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 3-09 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039642.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039642.1

3. Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 5-09 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039643.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039643.1

4. Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 23-11 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
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10.

11.

12.

5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039644.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039644.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 5-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039645.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039645.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 9-10 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039646.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039646.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 10-09 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039647.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039647.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 38-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039648.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039648.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 34-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039649.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039649.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 15-11 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039650.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039650.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 30-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039651.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039651.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 45-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039652.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039652.1
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16.

17.

18.

19.

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 39(2)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039653.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039653.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 45(5)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039654.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039654.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 45(4)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039655.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039655.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 62(5)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039656.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039656.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 55(3)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039657.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039657.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 62(4)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039658.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039658.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 24-10 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039659.1 https://www.nchi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039659.1
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate 65(2)-09 internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer
2, partial sequence. GenBank: MT039660.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039660.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 85-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039661.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039661.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 97-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039662.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039662.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate Mphku internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039663.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039663.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 11-15 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039664.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039664.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 36-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039665.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039665.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 40-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039666.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039666.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 51-12 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039667.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039667.1
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28.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 52-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039668.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039668.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 75-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039669.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039669.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 80-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039670.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039670.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 84-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039671.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039671.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 95-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039672.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039672.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):
Macrophomina phaseolina isolate Mphsu internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039673.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039673.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate 32-13 internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039674.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039674.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M., Bagi, F (2020):

Macrophomina phaseolina isolate Mphso internal transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial
sequence. GenBank: MT039675.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT039675.1
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41.

42.

43.

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T8 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, partial
sequence. GenBank: MT078700.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078700.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T9 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, partial
sequence. GenBank: MT078701.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078701.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T8 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, partial
sequence. GenBank: MT078702.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078702.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T11 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene,
partial sequence. GenBank: MT078703.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078703.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T12 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene,
partial sequence. GenBank: MT078704.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078704.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T13 internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene,
partial sequence. GenBank: MT078705.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078705.1

Spisak objavljenih TEF-a sekvenci T. harzianum

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T4 translation elongation factor 1 alpha (tef) gene, partial cds.
GenBank: MT090760.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT090760.1

Nagl, N., Stankov, A., Stojsin, V., Budakov, D., Grahovac, M. (2020): Trichoderma
harzianum isolate T5 translation elongation factor 1 alpha (tef) gene, partial cds.
GenBank: MT090761.1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT090761.1

132


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078700.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078701.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078702.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078703.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078704.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT078705.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT090760.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT090761.1

Aleksandra Stankov Petres Doktorska disertacija

Prilog 3
Rezultati BLAST analize ispitivanih ITS sekvenci izolata M. phaseolina

> Macrophomina phaseolina izolat SR1/11
TTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTG
TTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAG
TGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAA
TATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAA
GACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCG
TAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTT

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR3/09
ATCATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACC
TCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGG
CTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAA
AAAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCACCGAAAAGCGATAAGCAACGTGAACTGCAGAATTCAAAGAAGCGTC
GAATCTTTGTACTCTCTTTGCGCCCCTTGCTACTCCGGGTGCTATTACTGTACGAGCG
TCATTACAACCTCCTTGCTCTGCATGCTATTGTTCACCTCCCTTTGTAACCGCACTAA
AAAGCACCTCTGCAAGGCGGGTGATCCATCTGTTTAACCACCACCAC

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene
Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680344.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene
Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 91.73%

> Macrophomina phaseolina izolat SR5/09

CATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCT
AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGAKF7WA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGAKF7WA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BG9B2KZF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BG9B2KZF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BG9B2KZF015
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ATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGTGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAA
GACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCTTACTAGAATACACCTCGTTTCGGAGC

Macrophomina phaseolina strain CFE-13 internal transcribed spacer 1, partial
MK614772.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa Macrophomina phaseolina strain CFE-9 internal transcribed spacer 1, partial
kojima je poklapanje | MK614771.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sekvence 99.12% sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina isolate MPHOPSVA16 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
MK573366.1 . - . -
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR23/11
CGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGC
TTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCC
CGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATT
AAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
ACCGAAATGCTATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCATAGAAGCATCACATCTTTGA

ACCCACATTGCGCCCCTTGTTGTTCAGGGGGGTCATGCATGCTCACGCGTCACTAAA
TACAT

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
. transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

GenBank  brojevi sa sequence
" . | . Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je poklapanje . | ibed 1 ib | RNA di I
sekvence 94.96% KY680344.1 sequence; internal transcribed spacer ,5.8Sri osoma gene, and interna
' - transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR5/12
CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTG
CTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGC
CCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATAT
TAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BG9H7VVY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614771.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BG9H7VVY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BG9H7VVY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BG9PUHC8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BG9PUHC8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BG9PUHC8014
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Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR9/10
ATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCT
GTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTA
GTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAA
ATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAA
AGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGC
GTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGGA

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR10/09
CGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGC
TTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCC
CGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATT
AAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCCCCCCTTGTTATTCCGGGGGTCTTGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC
CCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGCCGCGCCTCAAAGACCTC
ATCGGTGGCGTCGTGCCTCATGCGTAACAGAATCCACCTATTTTT

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial

KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

GenBank  brojevi sa | —— transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
kojima je poklapanje sequence
sekvence 100% Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

KY680344.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGAKF7WA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGAKF7WA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGAKF7WA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGAS91P5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGAS91P5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGAS91P5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGAX0ES0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGAX0ES0015
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Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR14/09
CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTG
CTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGC
CCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATAT
TAAATAAGCTCCTATATAATAAATAAGATGCCGCTATAAGTTAAGAAAAAAATAGC
GCGCCCTACTAACTTACTTCTTGAGCTACGCATCCTGAAAAAAGGAGGTAAATTATT
CCACCGGGTACTAATCCTTCTTCTACTAAACCTCTTATTAAAAATAAAGGAAAGGAA
AGGGGTTAAAATTCAAAATTTTAAATTAATTAAACATGGAAATGCTTTAATCAGGCT
TCCCAATTTAAAAGGAAACAGATCATTTACCAAACCCCCAATTAACATAGGCTTAAC
TATTAAAAAAATTATTATCAAGGG

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
. transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

GenBank  brojevi sa sequence
. . | . Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je poklapanje - | ibed 1 ib | RNA di |
sekvence 100% KY680344.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosoma gene, and interna
e transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR38/12

CATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGLCT
AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
AATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC

ATTTCACCCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGCCCCGCCTTAA
AGA

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
= transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank  brojevi sa

koiima ie  boklapanie Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
seIJ<vence Jggo/ P panj KY680344.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
0 - transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGAX0ES0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGB31CE9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGB31CE9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGB31CE9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGB69SYZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGB69SYZ015
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> Macrophomina phaseolina izolat SR34/12
TACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGT
TGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGT
GCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAAT
ATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGA
CCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTA
AGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGGAT

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi  sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR15/11
CATCTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCT
CTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGC
TAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAA
AAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTC
AAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCCGA
CCGTAAGGAGTCACCCGGCAGACGAACCTTCTGACCTTTTCTCAATGTTGACCT

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 98.23%

> Macrophomina phaseolina izolat SR30/12

TTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTG
TTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAG
TGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAA
TATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGBBBVXK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGBBBVXK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGBBBVXK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGBF023Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGBF023Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGBF023Z014
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TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAA
GACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCG
TAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR45/12
TCATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCT
CTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGC
TAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAA
AAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTC
AAAGACCTCGGCGGGGGCGTCTTGCCTCAACCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCAG
AGCGTAAGGCGTCCCCCGCGGGACAAACCTTCTGAACTTTTCTCAGGGGTGACCTCG
GATCAGGTGGGGATACCCTTTAAGCTT

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 98.30%

> Macrophomina phaseolina izolat SR39(2)/09
CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTG
CTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGC
CCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATAT
TAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGBMDD0U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGBMDD0U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGBMDD0U015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGBS2DDG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGBS2DDG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGBS2DDG014
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Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR49(5)/09
CATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCT
AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
AATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCA
AAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAG
CGTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCA

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR45(4)/09
AGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTT
TGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCG
CCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAATATTAAA
TAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC
TCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGG
CGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTG

Macrophomina phaseolina strain CFE-68 internal transcribed spacer 1, partial
MK614785.1 | sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete

GenBank brojevi  sa sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

kojima je poklapanje

sekvence 100% Macrophomina phaseolina isolate MPHOPSVA16 small subunit ribosomal RNA

gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence

MK573366.1

139


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGBX1S6Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGBX1S6Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGBX1S6Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGC0VBKN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGC0VBKN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGC0VBKN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGC49APJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGC49APJ014

Aleksandra Stankov Petres

Doktorska disertacija

MH104708.1

Macrophomina phaseolina isolate Mp29 18S small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR62(5)/09
TACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGT
TGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGT
GCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAAT
ATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGA
CCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTA
AGGCGTCCCCCGCCGGACGATCCTTCTGAACTTTT

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 99.59%

KU578313.1

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

KU578312.1

Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

KU578311.1

Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR55(3)/09
CCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTG
CTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGC
CCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATAT
TAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACC
TCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAG
GCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGAC

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

KU578313.1

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

KU578312.1

Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

KU578311.1

Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR62(4)/09
CATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCT
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH104708.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGC49APJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGC8XDN0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGC8XDN0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGC8XDN0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGCCTNT5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGCCTNT5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGCCTNT5014
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AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
ATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAA
AGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGC
GTAAGGCGTCCCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACT

GenBank  broievi  sa Macrophomina phaseolina strain CPC 21517 18S ribosomal RNA gene, partial
" . | - sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
kojima je poklapanje | KF951778.1 - ) - .
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sekvence 100%
sequence
Macrophomina phaseolina strain CFE-13 internal transcribed spacer 1, partial
GenBank  broievi  sa MK614772.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
- - | . sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
kojima je poklapanje - - - - . -
sekvence 99.8% Macrophomina phaseollna strain CFE-9_|nternaI transc_rlbed spacer 1, partial
MK614771.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR24/10
CGCAGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGT
TGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGT
GCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAAT
ATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGTTTCTGGCATCGATGACTAA
CCTTCTCGAATCGCGATAAGAAATGAGAATTGCTGAATTCAGGGAATCCTCGAATCT
TTAGAGTCCCACTCCTTCTTCTTGAAAGTCTGGGGGGCATGCCTAGGCGAGGGTAAG
TTCAAATATCCAGCTC

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

KY680345.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
GenBank  broievi sequence
enbank brojevi — sa Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je _poklapanje sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
sekvence 94.72% KY680344.1 ' " '

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR65(2)/09
CATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCT
AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
AATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCA
AAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCAGAG
CGTAGGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTC
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF951778.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGCGFSP0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614772.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGCGFSP0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614771.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGCGFSP0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGCUG45P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGCUG45P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGCUG45P015
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Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 99.61%

> Macrophomina phaseolina izolat SR85/12
AGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTT
TGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCG
CCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAA
ATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCAAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCG
GCGGTGGCGTCTTGCCTCACGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCAGAGCGTAGGGCG
TCCCCCGCCGGACGAACCTTCTGAATTTTTCTCAGGGTTCACCT

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 98.4%

> Macrophomina phaseolina izolat SR97/12
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTT
GTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTT
TGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGC
AGTCTGAAAAAAAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCG
GGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACAC
CTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAG
GTTGACCTC

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
GenBank  brojevi sa | KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
kojima je poklapanje sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
sekvence 100% Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGCZ48B7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGCZ48B7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGCZ48B7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGD36A30014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGD36A30014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGD36A30014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGD6EK6C014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGD6EK6C014
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Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat MPHKU
TTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTG
TTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAG
TGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAA
TATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAA
GACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCG
TAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGG

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR16/13
TCCAGTAGTGAGAATTTACGAGAGAGTCGGTACCAGAATTGATTCGGGCTCCGTCCC
GATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGC
GGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCC
AGTCAGGAAATGTTGCAGT

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

KY680345.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
GenBank  brojevi sa Sequence _ - - - -
" . . Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je - poklapanje sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
sekvence 98.12% KY680344.1 X N '

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR15/11
CGGCGGATGGACATACCGAGTTGATCGGGCTCGTCTCGATCCTTCCTCTTGTAACCT
ACCTCTGTTGTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGT
GGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAA
AAAAAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGD6EK6C014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BGD9WM8Y015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BGD9WM8Y015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BGD9WM8Y015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CZYT5EVU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CZYT5EVU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CZYT5EVU01R
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CGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGC
CTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTC
GGAGCGTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAG

Macrophomina phaseolina strain 39R(3) 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
GenBank  broievi sequence
kc?jri]m:n jie r;éi\llz:\pan?: Macrophomina phaseolina strain PM19 internal transcribed spacer 1, partial

KJ744350.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sekvence 97.67% ! . .

sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina isolate MP122 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

KP784426.1

GU046908.1

> Macrophomina phaseolina izolat SR32/13
GCGAGAGGGATCATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTG
TATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTT
GGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCA
GTCTGAAAAAAAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCTATAAGTAATGTGTATTGCATACTTTTTTT
AATCATAAGAATCGATGAACCATCATTGCTCTTCTTGGCA

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

KY680345.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

GenBank  brojevi sa sequence
i . . . Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je poklapanje s I ibed 1, 5.8S rib I RNA di |
sekvence 94.92% KY680344.1 | Seduence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosoma gene, and interna
—— | transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR36/12
TCGGGCTCCGTCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGC
CGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGA
CTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAATAAACTA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCT
CTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGC
GTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCCCGC
CGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG

CTGA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP784426.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CZZES74F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ744350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CZZES74F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU046908.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CZZES74F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CZZRHBEU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CZZRHBEU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CZZRHBEU015
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GenBank  brojevi sa Macrophomina phaseolina isolate Mp-1350 internal transcribed spacer 1, partial
kojima je poklapanje | KF453967.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sekvence 100% sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 99.8%

> Macrophomina phaseolina izolat SR40/12
TACCGAAGTTGATTCCGGGCTCCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTC
TGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCT
AGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAA
AATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCCCGCCTCA
AAGGCCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAACCCTAGAAAAATACACCTCGCTTCAGAA
CGTGGGGCGTCCCCCGCCGGAAAAACCTTCAAAATTTTTCAAAGGGTTCCCC

Macrophomina phaseolina isolate MP91 18S ribosomal RNA gene, partial
GU046895.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
. — transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
GenBank  brojevi sa sequence
kojima je poklapanje Macrophomina phaseolina isolate MAC37 18S ribosomal RNA gene, partial
sekvence 96.19% g - . .
GU046864.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S rlbosomal RNA gene, and |nterqal
—— transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence
GenBank  brojevi sa Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
kojima je poklapanje | KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sekvence 95.99% sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR51/12
TTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTG
TTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGGTGGCTA
GTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAA
ATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAATTCAATGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGATAAAGCGTGA
TTTCACTTAATCAGGCTCTGATTAATCTTAGGCACGGTCCTTTGCCGCCGCA

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

GenBank  brojevi sa KY680345.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

kojima je poklapanje sequence

sekvence 95.08% Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
KY680344.1 | Sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF453967.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D00PKBZD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D00PKBZD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D00PKBZD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU046895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D00DXM74015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU046864.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D00DXM74015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D00DXM74015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D01J8V4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D01J8V4X015
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Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 | sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR52/12
GATCATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTAC
CTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTG
GCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAA

AAAAATATTAAATAAACTAAA

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

KY680345.1 transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
GenBank  brojevi sa sequence
- . , - Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
kojima je poklapanje O - : '
sekvence 100% KY680344.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S rlbosomal RNA gene, and |nterr_1al
= transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR52/13
TGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGG
CGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCA
GAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAATA
AACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTC
AAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCG
GTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCG
CCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAT

ACCCGCTGAACTTAAGC

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Ec?’?r?gnk'e brocj)i\ll; ans'eel Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
! Je  POKIapanie |\ y57g312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sekvence 100% ! . .
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR75/13
GCGGAAGGACATTACCGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTA
TACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGG
GGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGT
CTGAAAAAAATATTAAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D01J8V4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D01J8V4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D01J8V4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D01J8V4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D01X7UNY015
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TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGC
GCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCG
CTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCT

Macrophomina phaseolina isolate MAC72 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina isolate MPHOPSVA16 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje | GU046873.1
sekvence 100%

MK573366.1 . - . .
GenBank  brojevi  sa gene, and internal transcrl_bed spacer 2, complete sequence; and large subunit
koiima e boklapanie ribosomal RNA gene, partial sequence
. Je _poxiapan) Macrophomina phaseolina strain CBS 126630 small subunit ribosomal RNA
sekvence 99.8% . O - .
MH864176.1 gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,

and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR80/13
ATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCG
GGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGA
GGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAATAAA
CTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAA
GCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGT
GGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCC
CGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGG

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR82/13
CCAGAGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTT
GCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTG
CCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAATTA
TT

GenBank  brojevi sa Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial

kojima je poklapanje KY680345.1 sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

sekvence 99.41% = transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU046873.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D0263MX6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D0263MX6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH864176.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D0263MX6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D02K8N6A014
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Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

KY680344.1

> Macrophomina phaseolina izolat SR84/13
AGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTT
TGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCG
CCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAA
ATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCG
GCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCG
TCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG
GATACCCGCTG

Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP2b internal transcribed spacer 1, partial
KU578312.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP1b internal transcribed spacer 1, partial
KU578311.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 100%

> Macrophomina phaseolina izolat SR95/13
AGTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTT
TGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCG
CCAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAATATTAAA
TAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC
TCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGG
CGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGT
CGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTGAACTTAA

Macrophomina phaseolina strain CFE-68 internal transcribed spacer 1, partial
MK614785.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina isolate MPHOPSVA16 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje

sekvence 100% MK573366.1 : X . f
S gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit

ribosomal RNA gene, partial sequence
MH104708.1 Macrophomina phaseolina isolate Mp29 18S small subunit ribosomal RNA

gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D02K8N6A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D02K8N6A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578311.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D01X7UNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D02VK6H6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK573366.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D02VK6H6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH104708.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D02VK6H6015
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and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat MPHSO
ATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCTTCCGCG
GCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGGACTATCAAACTCCA
GTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAATAAACTAATACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGTCTTCAGGCATCGATGAATAACG

Macrophomina phaseolina internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
MH496040.1 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and
large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje | KY680345.1
sekvence 97.55%

KY680344.1

> Macrophomina phaseolina izolat MPHSU
TCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGG
CCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGCCAGAGG
ACTATCAAACTCCAGTCAGTAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAATATTAAATAAACTA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCT
CTGCTTGGTATTGGGCACCGTCCTTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGC
GTCTTGCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTTCGGAGCGTAAGGCGTCGCCCGC
CGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATAT

Macrophomina phaseolina strain CFE-68 internal transcribed spacer 1, partial

MK614785.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank  brojevi sa Macrophomina phaseolina isolate Mp29 18S small subunit ribosomal RNA
kojima je poklapanje MH104708.1 gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
sekvence 100% E— gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S large

subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina isolate L1 internal transcribed spacer 1, partial
MH191216.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

> Macrophomina phaseolina izolat SR45/13

ATTTGATTCGGGCTCCGTCCCGATCCTCCCACCCTTTGTATACCTACCTCTGTTGCTTT
GGCGGGCCGCGGTCTTCCGCGGCCGCCCCCCGATTTTGGGGGGTGGCTAGTGCCCGC
CAGAGGACTATCAAACTCCAGTCAGGAAACGTTGCAGTCTGAAAAAAAATATTAAA
TAAACTAAAACTCTTCAACAACGCGATCTCTTGTGTTCTGGCATCGAGTGAAGAACG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH496040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D031K6B6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D031K6B6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D031K6B6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK614785.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D0379P8K015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH104708.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D0379P8K015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH191216.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=D0379P8K015
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CAGCCGAAATGCGATAAGTTAATGTGTAATTGCATTAATTCAGTTTAATCGTGCGAA
TCTTTAGAACGCACATTGCTACCCCTTGGATATTCGGGGTGGGAATGCCTGTAAGGA
ACGTCATTTTAAACCCTCAAGCTTCTCCTTGGTATTGGGGCACCGATCCTATGCGGC

GCGCGCCTCAAAG

GenBank  brojevi sa
kojima je poklapanje
sekvence 92.21%

KY680345.1

Macrophomina phaseolina strain CCTU1656 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Macrophomina phaseolina strain CCTU1689 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

KY680344.1 internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Macrophomina phaseolina strain TP3b internal transcribed spacer 1, partial
KU578313.1 sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680345.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DJF8B6K8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY680344.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DJF8B6K8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU578313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=DJF8B6K8014

Osaj Obpaszay uunu cacmaguu 0eo0 OOKMOpPcKe oducepmayuje, 0OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEemHUYKo2 npojekma Koju ce opanu na Yuueepsumemy y Hoeom
Caoy. Illonywen Obpazay ykopuuumu uza mekcma OOKMOpcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

[Lman Tpermana nojgaraka

HazuB npojexTa/McTpaskuBama

Trichoderma harzianum — GuoareHc y KOHTPOJIH MPOY3POKOBAYa Yr/beHACTE TPYJIEKH KOpeHa
mehepHe pene

Ha3uB nHCTUTYIMje/MHCTUTYIMja Y OKBHPY KOjHUX ce CIIPOBOIM MCTPAKMBaHe

a) YuuBep3urter y HoBom Cany, [lo/sonpuBpensu ¢gakyJirer

0) MucTuTyT 32 paTtapcTBo U noBprapcTeo, HoBu Can

Ha3uB nporpaMa y oKBHPY KOT ce peaju3yje HCTPaKUBAaHe

JokTopcke akaneMcKe cTyauje, ATpPOHOMM)A, YKa HAY4YHa 00JacT PUTONATOJIOTHja

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra ctynuje

Ykpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy xoje ce nooayu npukynvajy
ExcnepuMeHTAIHA CTYAMja, TOKTOPCKA U CePTALNja

1.2 Bpcre momaraka

a) KBAHTHTATHUBHHU

0) KBaJTUTATHBHU

1.3. Haunn npukymsbama mogaTaxka

a) aHKeTe, YIUTHHIIN, TECTOBU

0) KITMHIYKE TIPOIIeHEe, METUITMHCKH 3aIHCH, eJIEKTPOHCKH 3/JPaBCTBEHU 3aINCH

B) FEHOTHUIIOBHU: HaBecTH Bpcty Macrophomina phaseolina, Trichoderma harzianum, Seéerna repa

') aIMUHUCTPATUBHU TIOJAIA: HABECTH BPCTY

1) y30pLM TKHBAa: HABECTH BPCTY KopeH LiehepHe pene

) caumim, pororpaduje: HaBecTH BpeTy (poTorpaduje y3opaka i MUKPOCKONCKU NPUKA3U
y3opaka

€) TeKCT, HABECTH BPCTY JMTepaTypa

HaroHanHu opTail OTBOpeHe Hayke — OPen.ac.rs



) Mara, HaBeCTU BPCTY

3) OCTaJIO: OMUCATH

1.3 ®opmar nmomaTaka, ynorpedsbeHe ckaje, KOITMUuHa oAaTaka

1.3.1 Ynorpe6sbeHu coTBep 1 PopMaT AaTOTEKE:
a) Excel ¢ajn, natoreka .xIs

b) SPSS ¢ajn, natorexa

c) PDF ¢ajn, naroreka .pdf

d) Tekct dajn, maroreka .doc

e) JPG o¢ajn, maroreka .jpg, .jpeg

f) Ocraio, matorexa Statistica 13.5, FinchTV 1.4.0, GenAlEx 6.502

1.3.2. Bpoj 3anmca (ko KBaHTHTATHBHUX M0JaTaKa)

Cge ananu3se cy ypal)eHe y Tpu noHas/bamba, H3y3eB y TecTy YTBphHBama NaToreHoCTH U30J1aTa
¥ in Vivo oryieay rae je MCOUTHBAH YTHIAja MPUMeHe OMOJIONIKOr areHca i KOMepIHjaJTHuX
npenapara Ha MojaBy yribeHacTe TPyJIe;KH KopeHa miehepHe pene, r1e je o TpeTMaHy je
kopuinheno 16 6ubaka, 01 KOjUX je CBaKka MPeICTAB/bAJIA jeHO MOHAB/bAHE.

a) 6poj Bapujabau BeJTUKHU OPOj

0) Opoj Mepema (MCTIMTaHUKA, TIPOIICHA, CHUMAaKa | CJ1.) BeJINKH 0pPoj

1.3.3. IlonoBJBEHA MEpemHa

a) 1a

0) He

YKOIWKO je oAroBop J1a, OArOBOPHUTH Ha ciieneha nmurtama:
a) BPEMEHCKH pa3Mak W3MeJljy IOHOBJhEHHUX Mepa je 1-60 MmunyTa

0) BapHjabie Koje ce BHIIIE IyTa Mepe OIHOCE CE Ha HCIUTHBAaIb€ MATOreHOCTH U30.1aTa,
MOP(}OTOMIKHX OTHKA PENPOAYKTHBHHX CTPYKTYPA, HCIUTHBAM-€ 0OArajHBAYKHX O/VIHKA,
ucnuTuBame yrunaja Trichoderma harzianum, Bacillus sp. u komepuujaaaux npenaparay in
Vitro m in vivo or;enuma

B) HOBe Bep3uje (ajiaoBa Koju calpie MOHOBJbEHA MEPEHA Cy MIMEHOBaHE Ka0 HUCY HMEHOBaHHU
HOBHU (ajioBu

Hamomene:
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Jla au gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y2opouHy 8arUOHOCH NOOamaxka?
a) la
6) He

Axo je 002060p He, 0Opaznodicumu

2. [Ipukynibame nogaraka

2.1 Merononoruja 3a NpUKyIJbarme/TeHepucame oaaTaka

2.1.1. Y okBUpY KOT MCTPAXMBAUKOI HAI[PTa CY MOAALN MPUKYTIJHEHNU?
a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THIT OMOJIOIIKA AaHAJM3a, MOJIEKY/JapPHA H CTATHCTHYKA aHAJIN3a
0) KopenanuoHo ucTpaxupame, HaBecTd THIT ANOVA 1 AMOVA

I1) aHAJIM3a TEeKCTa, HABECTH THUII NperJiel J0CTYIHe JUuTepaType u3 06,1acTH, 1epuHUCAb€ HAYHHA
n3Bohema HCTPAKUBaLa, JUCKYCHja pe3yaaTaTa u nopeheme ca TuTepaTypHHM NOJANMA,
n3Boheme 3aKbyyaka

Il) OCTaJIO, HABECTH IITa

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUuX UHCMPYMEHAma Ui cmanoapoe nooamaxa cneyuguunux 3a oopehemny
HAyyHy OUCYUNIURY (aKo nocmoje).

Ceeraocuu mukpockon Kriss MBL 2100 (Germany)
PCR amapat Biometra — Thermocycler

2.2 KpanuTer momaTaka v CTaHIapIu

2.2.1. Tperman HemocTajyhux mogaTaka

a) Jla mu matpuma cagpxu Henoctajyhe momatke? [la He

AKO je oaroBop 1a, OArOBOPHUTH Ha ciieneha mutama:

a) Komukwu je 6poj Henocrtajyhux momataka?
0) Jla mu ce KOpuCHUKY MaTpHIle Ipenopyyyje 3amMeHa Hepocrajyhux nmogaraka? Jla He
B) AKO je 0AroBop 1a, HABECTH CyrecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeocTajyhux monaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIUCaH KBajguTeT nofaraka? Onucaru
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KBannTer mogaraka je KOHTpoJiMcaH u3BoljemeM BUIIECTPYKHUX Meperha U MPHMEHOM
CTATHCTHYKHUX AJ1aTa 32 eBATyalnujy BbUX0BOr kBanuTera. CrtaTucTHyka o0pajga u nposepa
KBAJTUTET MoJaTaKa u3BpuieHe cy momohy nmporpamckor makera Statistica 13.5 (TIBCO
Software, USA) n GenAlEx 6.502.

2.2.3. Ha koju HauuH je u3BpIIeHa KOHTPOJIa YHOCA TojaTaka y MaTpHIry?

KoHnTpouia yHoca monaraka je u3BpuieHa ynopehusamem 100HjeHHX M01aTaKa ca JUTEPATYPHUM
nojganuMa. YHoC IoJaTaKa je KOHTpoJiucan puiarpupamem noxaraka y nporpamy MS Excel.

3. Tperman noaaraka u nmpareha nokymeHTanuja

3.1. TpermaH 1 yyBame NogaTaka

3.1.1. llooayu he bumu denonosaru y Penmo3uTopujyMy T0KTOPCKHX JUcEpTaNHja Y HUBEP3UTETA y
Hoom Cany (CRIS UNS) u 3ajenHnukom nopTajay cCBUX JOKTOPCKHX JUCEPTAIlMja U U3BeLITaja
KOMMCHja 0 /bHX0BOj OlleHH, Ha yHuBep3uTeruma y Cpouju (NaRDUS).

3.1.2. URL aopeca https://www.cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf https://nardus.mpn.gov.rs

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) a
6) a, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 0020680p He, Hasecmu paszioe

3.1.5. llooayu Hehe 6umu oenoHosanu y penosumopujym, aiu he oumu wy8aHu.

Obpasnooicerve

3.2 Meranoganu 1 JOKyMEHTaI{ja TIofaTaka

3.2.1. Koju crannapn 3a meranonaTtke he Outu npuMemeH?

3.2.1. HaBectu MeramnogaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy NOAAIM JCTIOHOBAHHU Y PEIIO3UTOPH]yM.

HaroHanHu opTail OTBOpeHe Hayke — OPen.ac.rs



Ako je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce KOpucme 3a npey3umarbe nooamaxd, AHaiumuyKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, Uxos0 KOOUparbe, 0emdassHe Onuce 8apujadiu, 3anuca umo.

3.3 Crparervja u cTaHJap/y 3a YyBame Mojaraka

3.3.1. Jlo xor nepuona he momaru OuTH yyBaHU y pernosutopujymy? HeorpanudueHno

3.3.2. 1a 1 he monmanm 6utn aenoHoBanu non mudpom? Jla He

3.3.3. la ;1 he mmdpa 6utn nocrymHa oapehenom kpyry ucrpaxupada? Jla He

3.3.4. la 1 ce moany Mopajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA TOCIIE U3BECHOT BpeMeHa?
Ja He

Ob6paznoxuru

4. Be30eHOCT NMOIATAKA M 3aLITHTA NOBeP/bUBUX HHGOPMALIHja

OBgaj onerpak MOPA 61ty nomymeH ako Ballly IOAALM YKJbYUY]y JIMUHE ITOJATKE KOjH C€ OAHOCE Ha
YUECHHMKE y UCTPaKUBamY. 3a Apyra HCTpaXuBama Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
rojiaTaKa.

4.1 dopmanHu CTaHIAPAU 32 CUTYPHOCT WH(OpMaLja/mogaTaka

HcrpaxxnBaun Koju CIPOBOJE HCIIMUTUBAKA C JbYAUMa MOPajy J1a ce NpUAPKaBajy 3aKoHA O 3alITUTH
mogaraka o ymunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u
oarosapajyher HHCTUTYLIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJIeMCKOM HHTEIPUTETY .
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4.1.2. Jla v je uCTpakuBame 0100peHo o1 cTpaHe ernuke komucuje? [la He

Axo je ogrosop la, HaBecTH JaTyM U Ha3UB €TUUKE KOMIUCH]E KOja je 0J00puiIa UCTPaKNBAbE

4.1.2. la v moJiaIy yKJbyuyjy JIMYHE MTOJATKE YYeCHHUKA Y UcTpakuBamy? [la He

AKO je oAroBOp J1a, HABSIUTE Ha KOjH HAYMH CTE OCHTYPaIH ITOBEPJLUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIja
BE3aHUX 32 UCIUTAHUKE:

a) IMoganu HECY Y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
0) [Momaru cy aHOHUMU3UPAHU
1) OcrTasio, HaBeCTH IITa

5. locTynHoCT mogaTaKa

5.1. llooayu he 6umu
a) jaeno oocmynnu
0) 0ocmynHu camo YCKoM Kpyay ucmpanicueaya y oopehenoj nayunoj obnacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo yCKoM Kpy2y UCHpadicueayd, Hagecmu noo Kojum Ycioeuma Mo2y od ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00cmynHu camo yCKOM Kpyay UCMpadicueayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0AYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo xojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxusupanu.

AyTOPCTBO — HEKOMepUHjalHo — 0e3 mpepazge
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6. Yaore u o1roBopHoCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHUKa (aymopa) nooamaxa
Aunexcangpa Crankos Iletpem

aleksandra.stankov@ifvcns.ns.ac.rs

saskastankov@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocode Koja 00paicasa Mmampuyy ¢ nooayuma
Aunexcangpa Crankos Iletpemn

aleksandra.stankov@ifvcns.ns.ac.rs

saskastankov@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe koja omozyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
uCmpadscuea uma

Aaexcanapa Crankos Iletpemn
aleksandra.stankov@ifvcns.ns.ac.rs

saskastankov@gmail.com
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