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SAZETAK

Analizama zdravstvenog stanja sjemena 1 1 sorti $ecerne repe utvrdeno je koje
se gljivice najéeSce prenose sjemenom u naSoj zemlji. Neke od njih su vaZni
uzroCnici bolesti Secerne repe (Cercospora beticola Sacc., Phoma betae Frank.,
Fusasium spp., Rhizoctonia solani Kuhn, Alternaria tenuis Nees).

Za analizu zdravstvenog stanja sjemena koriStene su tri metode (metoda na
filter papiru, metoda ispiranja i metoda na hranjivoj podlozi). Utvrdene su pred-
nosti, ali i nedostaci ovih metoda kod odredivanja gljivica koje se nalaze na
sjemenu Secerne repe.

ADVANTAGES AND DEFICIENCIES OF SOME METHODS USED IN
HEALTH ANALYSIS OF SUGAR BEET SEED

7. TOMIC Original scientific paper
Received: 4. 1. 1994.

SUMMARY

Seed health analysis of 11 sugar beet varieties showed which are the most
frequently seed borne fungi in our country. Some of them are important diseasse
causers (Cercospora beticola Sacc., Phoma betae Frank., Fusarium spp., Rhizoc-
tonia solani Kuhn, Alternatia tenuis Nees.).

For seed health analysis three methods were used (Blotter test, Washing test
and PDA method). Advantages and deficiencies of these methods in determination
of the sugar beet seed borne fungi were confirmed.

UvVOD

Seéerna repa je veoma osjetljiva kultura s velikim zahtjevima u tehnologiji i
visokim direktnim i indirektnim zahtjevima u tehnologiji 1 visokim direktnim 1
indirektnim tro§kovima proizvodnje, stoga je zaStita od bolesti, uz sve ostale
agrotehniCke mjere, vazan ¢imbenik u dobivanju sigurnih, visokih i kvalitetnih
uroda.

U usjevu ove kulture javlja se velik broj razliCitih bolesti, uzro¢nici kojih
mogu biti i abiotski Cimbenici, ali isto tako i gljivice, bakterije, virusi itd. U ovom
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radu najveéa pozornost posvedéena je gljivicama, koje se prenose sjemenom te
metodama analize zdravstvenog stanja sjemena Secerne repe.

U sada$njem nainu uzgoja Seéerne repe za sjetvu se koristi iskljucivo mono-
germno (monokarpno) tj. jednokli¢no sjeme. Da bi se postigao optimalni sklop od
80.000 do 1000.000 biljaka po hektaru potrebno je zastititi sjeme od uzro€nika
bolesti koji se nalaze na povisini, plie ili dublje u ostatku perigona te unutar
sjemena, ali i od onih koji Zive u tlu pa iz njega napadaju klicu i mladu bilj¢icu.
Od uzroénika bolesti §to se prenose sjemenom u nas su najznacajniji Phoma betae
Frank., Fusarium spp., Alternaria tenuis Nees i Rhizoctonia solani Kuhn. Svi se
oni mogu nadi i u tlu, najée$cée na zaraZenim biljnim ostacima, a od gljiva koje
napadaju klicu i mladu bilj&icu Seéerne repe, gotovo isklju¢ivo iz tla najopasnije
su Pythium spp. i Aphanomyces cochlioides Drechsler.

Stete koje od ovih gljivicamogu nastati, u prvom redu ovise o kakvoci sjemena
(zdravstveno stanje, klijavost, energija klijanja) te o nizu agrotehni¢kih mjera
(obrada tla, stanje zemljiSta, rok i dubina sjetve, plodored itd.), a takoder i o
vremenskim prilikama (oborine, temperatura i slL.).

Da bi proizveli kvalitetno i nezaraZeno sjeme Secerne repe, nuzno je provoditi
mijere zaStite od bolesti i Stetnika u sjemenskim usjevima, savjesno obavljati
zdravstvene preglede u polju kao i kontrolu zdravstvenog stanja sjemena.

Za analizu zdravstvenog stanja sjemena Secerne repe u nasoj se zemlji koristi
uglavnom klasiéna metoda na filter papiru, no postoje i druge metode specificne
za pojedine uzro&nike bolesti. Cilj ovog istraZivanja bio je:

- evidentirati uzro¢nike gljivicnih bolesti koji se prenose sjemenom i ostale
gljivice na sjemenu Secerne repe

- kori$tenjem triju metoda analize zdravstvenog stanja sjemena Secerne repe,
odrediti njihove prednosti i nedostatke.

PREGLED LITERATURE

Osim §to je izvor i pocetak svakog Zivota, sjeme (ovisno o vrsti) sadrZi
ugljikohidrate, bjelan¢evine, ulja, vitamine, minerale i druge tvari neophodne za
poletni razvoj mlade biljgice, ali to je istovremeno i supstrat pogodan za
naseljavanje i razvoj mnogih mikroorganizama, medu kojima su svakako gljive
najbrojnije. Zato se sjemenom poljoprivrednih kultura prenose mnoge biljne
bolesti koje mogu:

1. uvjetovati slabu poljsku klijavost i sklop biljaka,

2. direktno umanyjiti urod,

3. smanjiti kvalitetu proizvoda u polju i skladiStu, te

4. povedéati parazitni potencijal mikoza u tlu, koje je ve¢ suvie zaraZeno u
uvjetima uskog plodoreda (Cizmié, 1990.).

NajvaZniji uzro&nici bolesti su: gljivice, bakterije i virusi. Medu njima pose-
bno mjesto svakako zauzimaju gljivice, jer se s mikozama najCeSce susrecemo u
praksi, a i tema su ovog rada. Uzro¢nici bolesti nalaze se:

1. na povriini sjemena obi¢no u obliku spora, rjede micelija, $to se naziva
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kontaminacija sjemena. Uzro&nik miruje na sjemenu do sjetve, a onda raste,
razmnoZava se i zarazi mladu klicu ili biljku,

2. pliée ili dublje u sjemenoj testi u obliku dormantnog micelija i tada se govori
0 zarazi,

3. u unutrasnjosti sjemena u endospermu ili u samom embriju. Tu je rije¢ o
unutarnjoj zarazi sjemena,

4. na zaraZenim biljnim ostacima i sklerocijama pomijeSanim sa sjemenom
(Cizmié, 1987).

Uzrotnici bolesti, koje se prenose sjemenom Secerne repe, mogu izazvati
pale? i polijeganje mladih bilj¢ica i na taj na¢in smanjiti broj biljaka po ha, odnosno
utjecati na sklop o kome ovisi visina uroda. Osim toga, sjemenom ove vazne
industrijske biljke prenose se i bolesti koje se kasnije javljaju na usjevu, a medu
njima i najvaznija - pjegavost lista.

Zdravstveno stanje sjemena predstavlja veoma vaZnu kategoriju u okviru
kakvoée sjemena uz ostale, ne manje vazne, koje se odreduju prilikom kontrole
sjemena.

Za utvrdivanje zdravstvenog stanja sjemena koristi se, u svijetu ve¢ odavno
usvojene metode kao §to su:

I iz grupe bez prethodnog naklijavanja:

1. pregled naturalnog sjemena,

2. metoda ispiranja,

3. metoda osvjetljavanja ili luminiscentna metoda,

4. dokazivanje zaraze embrija.

11 iz grupe uz prethodno naklijavanje

1. klasiéna metoda na filter-papiru, te njena modifikacija, metoda
izmrzavanja,

2. metoda na agaru, odnosno hranjivim podlogama,

3. uzgoj u pijesku i zemlji,

4. metoda utvrdivanja zaraze uzgojem u polju (za utvrdivanje prisutnosti
karantenskih bolesti u tzv. karantenskim poljima) i

5. metode za dokazivanje virusa koji se prenose sjemenom,

a) metoda test-biljaka,

b) seoroloske metode (percipitacija u tekuéem mediju, precipitacija u agar-
skom gelu i ELISA-test) (Cizmi¢, 1986).

Ove metode moraju ispuniti slijedece uvjete:

1. Test mora dati vjerodostojnu informaciju, koja odgovara rezultatima u polju
i koja ispunjava zahtjeve karantenske sluZbe,

2. Dobiveni rezultati moraju biti ponovljivi unutar statisticki opravdanih
granica,

3. Vrijeme, rad i oprema za testiranje mora biti ekonomski opravdani,

4. Do rezultata testiranja potrebno je dodi u Sto je mogude kraéem vremenu
(Neergaard, 1977).

Metode su specifi¢ne za pojedine grupe uzro¢nika (gljive, bakterije, viruse),
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pa &ak i za pojedine vrste. Svaka metoda ima prednosti i nedostatke 1 svakako
ograni¢ene mogucnosti.

Postojedi zakonski propisi za Secernu repu ne odreduju posebne metode, osim
normi za klijavost i dopusteni postotak zaraze na sjemenu u prometu.

Tablica 1. Dopusteni postotak zaraze na sjemenu Selerne repe
Table 1. Allowed percentage of infection on sugar beet seed

Vrsta Uzro¢nik bolesti Dopustetni % u prometu
Sederna i sto¢na repa te cikla | Pernonospora schachtii Fuck. 0
(Beta) Phoma betae Frank. 5

(SL. list, 52/86; NN 53/91)

U naloj literaturi ima malo podataka o uzro¢nicima gljiviénih bolesti koji se
prenose sjemenom Sederne repe i metodama analiziranja zdravstvenog stanja sjemena.

Veé 1954. godine Kispatié i Milatovi¢ navode da je gljivica Alternaria tenuis
prakticki onemoguéila analizu infekcije sjemena s Phoma betae metodom na
hranjivoj podlozi te da je, zbog toga, za analiziranje zdravstvenog stanja pri-
hvatljiva metoda na filter papiru. Lusin V. (1978) objavila je rezultate istraZivanja
zdravstvenog stanja sjemena Sederne repe metodom na filter papiru za razdoblje
od 1967. do 1976. g. 1z njih se vidi da se zaraza s Phoma betae u analiziranim
uzorcima domade proizovdnje kretala do 0,1 do 2,7%, a najéesée 0,1 do 0,3%. U
istom radu ona navodi da se na istim uzorcima sjemena metodom ispiranja mogao
nasi velik broj konidija gljivica Cercospora beticola.

U stranoj literaturi ima viSe podataka na ovu temu.

Tako npr. Tempe (1977) za metodu na filter papiru navodi da je naporna jer
zahtjeva dugotrajno mikroskopiranje radi identifikacije piknida P. betae (analizu
kompliciraju saprofitske gljivice na sjemenu), osim toga inkubacija u termo-ko-
morici je duga (12-14 dana). Metoda na krumpir-dekstroza agaru (KDA), koja se
u svijetu najviSe koristi, ne trazi mikroskopiranje, analiza se obavlja golim okom,
a moze se pregledati 4000 sjemenki za 1-2 minute (Tempe, 1977). U podacima iz
literature moZe se uociti da je zaraza sjemena Secéerne repe s gljivom Phoma betae
kod analiziranja KDA metodom uvijek niZa od one utvrdene na filter papiru, a
pogotovo metodom na vodenom agaru (WA). Razlog tom je predhodna dezinfek-
cija sjemena, neophodna kod KDA metode, kojom se, osim saprofitske mikoflore,
uni$tava i povrSinska zaraza s gljivom Phoma betae. Dakle, nakon dezinfekcije u
NaOCl i uklanjanja poviSinske zaraze sjemena s Phoma betae, dobivamo podatak
o dubinskoj infekciji ovom gljivicom. Tempe (1977) navodi da je % dubinske
zaraze sjemena u visokoj korelaciji s postotkom zaraze mladih biljCica u polju Sto
je brojnim pokusima dokazano. Ipak naki autori tvrde da i poviSinska infekcija
sjemena Sederne repe gljivicom Phoma betae moze dovesti do infekcije klice i
mladih biljica u polju (Gambogy i Byford, 1976).
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MATERIJAL I METODE RADA

Za analiziranje zdravstvenog stanja sjemena koriStene su slijedece tri metode:

1. Metoda naklijavanja na vlaznom filter papiru

Ova metoda je prikladna za sve vrste sjemena, jeftina je i jednostavna, a
istovremeno s analizom zdravstvenog stanja moZe se ocjeniti i klijavost sjemena.
Odredeni broj sjemenki (obi¢no 200 do 400) stavi se na vlazni filter papir, u
Petrijeve zdjelice. Inkubacija se obavlja u termo-momorici pri 20-24°C uz os-
vjetljenje 12 h dnevno i 12 h mrak.

Za odredivanje klijavosti, odnosno zdravstvenog stanja Secerne repe po me-
todi. Neeb-a koristi se naborani filter papir (Ujevi¢, 1972).

U analizu zdravstvenog stanja sjemena ovom metodom ukljuceno je 11 sorti
Sederne repe:

1 PERLA

2. KW LENA

3. MARIBO ULTRAMOND

4. MARIBO MONOVA

5.0S NADA

6. OS OPTIMA

7. OS SANA

8. KW MAJA

9. KW TINA

10. KW DUCA

11. PONESA

Za sorte KW i KW DUCA analizirano je zdravstveno stanje sjemena iz tri
vegetacijske sezone, sjeme sorti PERLA, KW LENA, OS NADA, OS OPTIMA i
KW TINA iz dvije godine, a za sjeme sorti OS SANA MARIBO ULTRAMONO,
MARIBO MONOVA I PONESA napravljena je analiza samo za jednu godinu.
Pregledano je 200 sjemenki iz svakog uzorka.

2. Metoda ispiranja

Ova metoda, osim za utvrdivanje zaraze Zitarice snijetima nije dovoljno
pouzdana, jer prisutne spore, dijelovi micelija itd. ne garantiraju da su gljive i
vijabilne. Odredena se koli¢ina sjemena mucka u preporucenoj koli¢ini vode uz
dodatak deterdzenata ili u etilnom alkoholu. Dobivena suspenzija spora se odmah
mikroskopira ili se spore koncentriraju centrifugiranjem, filtriranjem, odnosno
evaporacijom. Uz upotrebu hemocitometra ili spektrofotometra ova kvalitativna
metoda postaje i kvantitativna. Metodom ispiranja moZe se utvrditi prisutnost
gljive Cercospora beticola na sjemenu Secerne repa (Neergaard, 1977; LuSin,
1978).

Sjeme svih 11 sorti Secerne repe navedenih kod metode na filter papriru
analizirano je 1 metodom ispiranja. Da bi se zahvatio §to veci broj sjemenki iz
svakog je uzorka laboratorijskom ¢aSom uzeta to¢no odredena koli¢ina u 80 ml
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alkohola (10 min.). Nakon evaporacije suspenzija je analizirana mikroskopiranjem
i to tako da je za svaki uzorak sjemena napravljeno 5 preparata te su izbrojane
konidije gljive Cercospora beticola koje su se nalazile ispod pokrovnog stakalca.

3. Metoda na hranjivoj podlozi

Ovo je najprikladnija ametoda za odredivanje duboke, unutarnje zaraze pato-
genim gljivama i bakterijama, koje sporo rastu pa njihov razvoj priguSuju
brzorastuce saprofitske gljive i bakterija. Prema boji i makroskopskom izgledu
kolonije odreduje se vrlo brzo i bez upotrebe mikroskopa uzro¢nik. Tempe (1977)
opisuje metodu na krumpir-odekstoza agaru (KDA), kao veoma povoljnu za
odredivanje infekcije s gljivom Phoma betae. Inkubacija traje 6 dana na 20°C u
tami i dodatna 2 dana uz svjetlost 12 sati. Bududi da je prije stavljanja sjemena na
agar obvezna njegova dezinfekcija, 10 minuta u 1%-tnoj otopini NaOCl, radi
unistavanja saprofitske mikoflore, mora se ratunati da ce se na taj nacin i zaraza
s gljivom Phoma betae umanjiti za odredeni postotak.

Ova je metoda koriStena samo jednom prilikom, iskljucivo radi usporedbe s
metodom na vlaznom filter papriru, kod ocjenjivanja zaraZenosti sjemena s
gljivom Phoma betae. Zbog toga je u analizu uzet uzorak sjemena stocne repe
BRIGADIER jer iz vlastitog iskustva znamo da je ona gotovo uvijek jako zaraZena
s ovom gljivom, dok je jaka zaraza sjemena Secerne repe rijetkost.

Kao hranjiva podloga koristen je krumpir-dekstroza agar (KDA), a analiza je
provedena na 200 sjemenki.

REZULTATI ISTRAZIVANJA I RASPRAVA

1. Rezultati analize metodom naklijavanja na vlaznom (naboranom) filter
papiru

Analiza zdravstvenog stanja 11 sorti $eéerne repe provedena je na ukupno 21
uzorku naturalnog, netretiranog sjemena. Tri uzorka potjecu iz 1988. g., deset
uzoraka iz 1989.g., a osam uzoraka iz 1990.g. Rezultati analiza prikazani su u
tablicama 2, 3, 4.

Tablica 2. Rezultati analize zdravstvenog stanja sjemena Seéerne repe metodom na vlaznom
filter papiru (uzorci iz 1988.g.)
Table 2. Results of the sugar beet seed gealth testingblotter test (samples from 1988.)

; s % zaraze sjemena
Prisutne gljive

| KW MAJA 2. KW TINA 3. KW DUCA
1. Acremonium sp. 1 3 5.5
2. Alternaria tenuis Nees 34 86,5 87
3. Aspergillus sp. 8,5 3 0
4. Chaetomium spp. 48,5 17 67,5
5. Doratomyces sp. 0 0 1.5
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. 2 % zaraze sjemena
Prisutne gljive
1 KW MAJA 2. KW TINA 3. KW DUCA
6. Epicoccum spp. 0 | 0,5
7. Fusarium spp. 12,5 17.5 11.5
8. Mucor sp. 0 0 0,5
9. Oedocephalum sp. 0,5 0,5 0
10. Ostracoderma sp. 7:5 33 [
11. Penicillium sp. 0 1 0,5
12. Phoma betae Frank 153 0 3
13. Rhizoctonia solani Kuhn Z5 2 0
14. Stachybotrys sp. 0 35 5
15. Verticillium sp. 0,5 0 0
16. Mycelia sterilia 14,5 6,5 11

Tablica 3. Rezultati analize zdravstvenog stanja Seéerne repe metodom na vlaZnom filter
papiru (uzorci iz 1989. godine)
Table 3. Results of the sugar beet seed testing - blotter test (Samples from 1989.)

% zaraze sjemena
prisumne gliive | | KW Maribopariba o oSaSm 0S| KW | KW | KW

Lena sEng] Nada Sana | Maja | Tina | Duca
Acremoniella sp. 1 0 0 | 0 0| 05 1 0,5 15
Acremonium sp. 21 350 235 7 3 4| 45 1,5 0 10
Alternaria tenis Nees 91,5 82 | 86.5 | 80.5 80 50 | 68.5 76 | 83,5 | 77.5
Aspergillus spp. 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
Cerospora beticola Sacc.| 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chaetomium sp. 20 9 61| 11,5 47 47 7 24 | 10,5 65
Cladosporium sp. 0 0 0] 05 0 0 0 0 0 0
Epicoccum sp. 0 0} 05 0 0 0] 05 0 0
Fusarium spp. 105} 125, . 9.5l 11.5 §1:6.5 10 6 19 | 16,5 | 13,5
Conatobotrys sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0! 15
Helminthosporium sp. 0 1 0 0 0 Q-1 05 0 0 0
Mucor sp. 0 0t} 0.8 0 0 0 0 0 0 0
Oedocephalus sp. 35 0 | 5 (0] 1 Q2.5 L5 105
Ostracoder ma sp. 28 66 20 42 391245 72 23 1345 | 50.5
Penicillium spp. 0,5 0 0 0 0 0 0 005 0
Phoma betae Frank 125 21 5 2,514 1545 3 2,5 | 6,5 1S
Rhizoctonia solani Kuhn | 1,5 0 0SS 1.5 0| 25 | 1 0.5
Stachybotrys sp. 0| 551 251 35| 25 17 4 0.5 1118
Trichothecium sp. (4 ok (K 0 0] 05 1,5 61 "251 45 3
Mycelia sterilia | 9% 359 ~HITS 9 7 141 5.5
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Tablica 4. Rezultati analize zdravstvenog stanja sjemena Secerne repe metodom na vlaZznom
filter papiru (uzorci iz 1990. godine)
Table 4. Results of the sugar beet seed health testing - blotter test (Samples from 1990)

% zaraze sjemna
Prisutne gljive KW KW oS oS KW KW
Ponesa | Perla | Lena | Lena Nada |Optima| Maja | Duca
(a) ()

Acremonium sp. 2.3 6 3 4 0 3 4 3
Alternaria tenuis Nees 81,5 100 95 86,5 91 2.9 100 92
Aspergillus spp. 15 0.5 0 0 0 2,5 0 0
Chaetomium spp. 5 4 5.5 0 9 8 3.5 0
Doratomyces sp. 0 0,5 0 0,5 0 2:5 0
Epicocum sp. 0 7 1 s 0 2 1
Fusarium spp. 17 a 2 3 4,5 6,5 9,5
Gonatobotrys sp. 0 7 0,5 25 0 0 1.5 4,5
Myrothecium sp. 0 0,5 0 0 0 0 0
Oedocephalum sp. 0,5 0 0,5 0 0 3 0,5 2,5
Ostracoderma sp. 55 86 32 82 74,5 42 90 53
Penicillium spp. 0,5 0 0 1 0 7 0 0,5
Phoma betae Frank 8,5 0 3 0,5 0 6,5 2,5 0
Pithomyces sp. 0 0 0 0,5 0 0 0
Rhizopus sp. 2 0 0,5 0 4 4 0
Stachybotrys sp. 5,5 0 2.5 0 1 15,5 3 1,5
Mycelia sterilia 7,5 3 6 2 4,5 7,5 2,5 1.5

KW LENA (A) = frakcija sjemena od 4,0 - 4,25 mm
KW LENS (B) = frakcija sjemena od 4,0 - 5 mm

1z rezultata istraZivanja ovom metodom vidljivo je da se sjemenom Sederne
repe prenose slijededi uzroénici paleZi i polijeganja: Alternaria tenuis, Fusarium
spp., Phoma betae i i Rhizoctonia solani te brojni saprofiti.

Alternaria tenuis Nees bila je prisutna na svim testiranim uzorcima i to su
veoma visokom postotku. Ovom je gljivom bilo zaraZeno od 34% do 100 %
sjemenki, prosje¢no 81,2%. u postojec¢im zakonskim propisima o uzrocnicima
bolesti koji mogu biti prisutni na sjemenu, za ovu gljivu nema nikakvih
ogranicenja. §to je i razumljivo buduéi da Alternaria tenuis moZe napasti mladu
bilj¢icu samo u iznimno lo§im uvjetima po usjev Seéerne repe. I na sjemenu velikog
broja drugih kultura ova se izrazito polifagna gljivica moZe nadi, gotovo uvijek, u
visokom postotku.

Fusarium spp. (najces ée Fusarium oxysporum Schlecht) takoder su nadene na
svim uzorcima sjemena. Zaraza se kretala od 2 do 19%, s prosjekom 10,2%. neki
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autori smatraju da je Fusarium oxysporum sekundarni parazit (Marié, 1982) na
Secernoj repi. Po vazecem Pravilnuku (SI. list, 1986) ni za ovog uzro¢nika bolesti
nije naveden dopuSteni postotak na sjemenu u prometu.

Phoma betae Frank, najvaZniji uzro¢nik paleZi 1 polijeganja mladih bilj¢ica
Secerne repe u nas, nadena je na 17 uzoraka, od ukupno 21. Zaraza se kretala od
0,5 - 21 %, a prosjecna iznosi 4,5%. Dopusteni postotak zaraze na sjemenu u
prometu je 5%.

Najvisi peostotak zaraze utvrden je na sjemenu sorte KW Lena iz 1989. g.
Slijedece je godine zaraza na ovoj sorti bila znatno slabija i to u obje frakcije
sjemena iako se moglo uo€iti da je neSto viSa na sitnijem nego na krupnijem
sjemenu.

Iz razultata u tablicama broj 2,3 14 vidljivo je da se postotak zaraze za pojedinu
sortu mijenja po godinama. Pojava, kao i zastupljenost gljivica na sjemenu ovisi
o lokalitetu, provedenoj zastiti, vremenskim prilikama tijekom vegetacije, agrote-
hnickim mjerama itd.

Rhizoctonia solani Kuhn na sjemenu je nadena u analizama 1990. g. i to na
10 od 13 uzoraka, s tim da se kod sorte KW MAJA i KW TINA pojavila u uzorcima
iz proizvodnje i 1988. i 1989. g. Zaraza se kretala od 0,5-2,5%. S obzirom da je
rije€ o polifagnoj i ekonomski znacajnoj vrsti, u buduénosti se mogu odekivati i
vedi problemi.

Treba spomenuti da je Cercospora beticola Sacc. nadena samo na sjemenu
sorte Perla, 1990. g. Radilo se o jednoj, prakti¢ki slu¢ajno nadenoj konidiji ove
gljive, Sto potvrduje zakljucke drugih autora (Kipatié i Milatovié, 1954; LuSin,
1978) da se na sjemenu cerkospora, ovom metodom, realno ne moze utvrditi.
Dakle, rezultat od 0,5% zaraze na sorti Perla, nema nikakvog znacaja.

Ako se usporede objavljeni rezultati LuSin V. (178) s onima iz vlastitih
istraZivanja metodom na filter papiru, vidljivo je da se zaraza sjemena Se éerne repe
s gljivom Phoma betae zadnjih godina povedavala.

Iz vlastitih analiza gore navedenom metodom mozZe se zakljuciti da je sjeme
Secerne repe i dalje neophodno tretirati fungicidima protiv gljivice Phoma betae,
§to je obvezno po vaZecim propisima. Naravno, jednako je vaZzno svesti na najmanyji
moguci nivo zarazu sjemena tijekom vegetacije, agrotehni¢kim mjerama i pravil-
nom zastitom od cerkospore, koja ¢e sigurno smanjiti inokulum i ovog parazita.

Gljivice nadene na sjemenu Secerne repe tijekom istrazivanja metodom na
vlazZnom filter papiru
Determined fungi on the sugar beet seed during examination on blotter test

1. Acremoniella sp.

2. Acremonium sp.

3. Alternaria tenuis Nees

4. Aspergillus app.

5. Cercospora beticola Sacc.
6. Chaetomium spp.
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7. Cladosporium sp.

8. Doratomyces sp.

9. Epicoccum sp.

10. Fusarium spp.

11. Gonatobotrys sp.

12. Helminthosporium sp.
13. Mucor sp.

14. Myrothecium sp.

15. Oedocephalum sp.

16. Ostracoderma sp.

17. Penicillium spp.

18. Phoma betae Frank.
19. Pithomyces sp.

20. Rhizoctonia solani Kuhn
21. Rhizopus sp.

22. Stachybotrys sp.

23. Trichothecium sp.

24. Verticillium sp.

25. Mycelia sterilia

Osim Alternaria tenuis, Cercospora beticola, Fusarium spp., Phoma betae i Rhizoc-
tonia solani sve ostale naveden gljivice pripadaju saprofitskoj mikoflori, koja se nalazi
na sjemenu, ali koliko je poznato, nema nikakav negativan utjecaj na Secernoj repi.

2. Rezultati analize metodom ispiranja

Kako je Cercospora beticola metodom na filter papiru nadena u veoma niskom
postotku, a poznato je da se prenosi sjemenom, napravljena je analiza uzoraka
sjemena i ovom metodom, u skladu s citiranom literaturom.

Svi uzorci sjemena $ecéerne repe testirani na vlaznom filter papiru obuhvadeni
su i ovom metodom.

Rezultati su prikazani u tablicama 6, 7 i 8 tako da je za svaki uzorak naveden
broj konidija cerkospore u jednom preparatu pod predemetnim stakalcem u 5
ponavljanja te ukupan broj nadenih konidija.

Tablica 5. Rezultati analize uzoraka sjemena iz 1988. g. metodom ispiranja
Table 5. Analyses of the seed samples from 1988. by the washing test

Broj konidija po jednom preparatu
Sorta (Number of conidia under a one cover-glass)
(Variety) I 11 111 ‘ v | N Ukupno
(repetition) (totally)
1. KW MAJA 3 1 2 1
2. KW TINA 1 1 1 0 0
3. KW DUCA 0 0 0 2 0
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Tablica 6. Rezultati analize uzoraka sjemena iz 1989. g. metodom ispiranja
Table 6 Analyses of the seed samples from 1989. by the washing test

Broj konidija po jednom preparatu
Sorta (Number of conidia under a one cover-glass)  [UKUPNO
(Variety) I ’ 1l \ 11 | v \ v (totally)
repetition)

1. PERLA 0 ¢ 1 0 10
2. KW LENA 2 0 0 1 3
3. MARIBO ULTRAMONO 2 0 0 0 | 3
4. MARIBO MONOVA 16 LD 20 16 27 94
5. OS NADA 0 0 1 | 1 3
6. OS OPTIMA 2 1 0 2 1 6
7. OS SANA 0 0 1 0 0 1
8. KW MAJA 1 1 0 2 1 5
9. KW TINA 0 2 2 0 2 6
10. KW DUCA | | 0 0 0 2

Tablica 7. Rezultati analize uzoraka sjemena iz 1990. g. metodom ispiranja
Table 7 Analyses of the seed samples from 1990. by the washing test

Broj konidija po jednom preparatu
Sorta (Number of conidia under a one cover-glass)  |[UKUPNO
(Variety) I ' 11 l 11 ’ vV \ (totally)
repetition)
| PONESA 1 0 1 0 0 2
2. PERLA 0 0 0 0 0 0
3. KW LENA (4,0-4,25) 2 0 | 0 0 3
4. KW LENA (4,0-5,0) 0 0 0 0 0 0
5. 0S NADA | 0 0 0 0 I
6. OS OPTIMA | 0 2 | 0 4
7. KW MAJA 0 0 0 1 0 |
8. KW DUCA 0 0 1 | 1 3

Iz rezultata dobivenih testom ispiranja, jasno se vidi da su konidije cerkospore
nadene na 19 do 21 uzorka, §to nam govori da je ova gljiva veoma cesto prisutna
na sjemenu repe. Bududi da je analizom istih uzoraka, metodom na filter papiru,
Cercospora beticola nadena samo na jednom od 21 uzorka, moze se zakljuciti da
je test ispiranja puno bolja metoda za odredivanje zaraze sjemena ovim parazitom.
Ako se pogleda broj nadenih konidija po uzorcima, moZze se uociti da je taj broj
relativno malen (0-10) osim kod sorte MARIBO MONOVA (uzorak iz 1989 g.),
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kod koje su izbrojene 94 konidije.

Radi usporedbe, broj se konidija Alternaria tenuis veoma Cesto gotovo ne
moZe tocno odrediti, jer ih se ispod samo jednog pokrovnog stakalca nalazi vise
stotina.

Kod analiziranja sjemena $eéerne repe metodom ispiranja javljaju se dva
vazna problema. Prvi je taj §to je veoma teSko utvrditi jesu li prisutne konidije i
vijabilne, a samim tim i koliko su znaajne kao izvor infekcije za bududi usjev,
iako Neergaard (1977) i Mari¢ (1974) navode da je vijabilnost cerkospore na
sjemenu repe 2-3 godine, stoga preporucuju da ono toliko dugo odleZi u skladistu,
kao indirektnu mjeru suzbijanja ove bolesti.

Drugi, jo§ teZi, problem je kako odrediti u kojoj je mjeri prisutan stromatski
micelij u tkivu ostatka perigone, kojeg KiSpati¢ (1962) smatra za glavni izvor
infekcije.

Micelij kod ispiranja ostaje na sjemenu, u suspenziji se mogu nadi jedino
dijelovi konidiofora i samo ponekad stromati¢na nakupina s konidioforima. Njih
je opet, teSko razlikovati od veoma &esto prisutnog micelija Altenaria tenuis i rjede
Cladosporium spp. Ipak, mora se naglasiti da su stromati¢ne nakupine s konidio-
forima i dijelovi konidiofora, u ovom istraZivanju, naj¢eS¢e nadene upravo na
sjemenu sorte MARIBO MONOVA, koja je bil ai najjate zaraZena konidijama.
Sve i kad bi se upotrebom hemocitomatra ili spektrfotometra doslo d postotka
zarazenosti sjemena konidijama cerkospore, teSko je nesto zakljuciti iz tog rezul-
tata, ba§ zbog gore navedenih problema. Budu¢i da se danas u uzgoju Secerne repe
koriste §to otpornije sorte i da se zastita od cerkospore redovito provodi, sjeme kao
izovr infekcije ne igra bitnu ulogu.

Sto vise, radi peletiranja se odstranjuje dio ostatka perigona u kojem se nalazi
micelij gljive, uz to se i tretira fungicidom, Sto jo§ viSe smanjuje inokulum na
sjemenu.

Iz provedenih analiza ovom metodom, moZe se zakljuciti da je sjeme Secerne
repe sigurno jedan od izvora infekcije za Cercospora beticola. Broj konidija na
sjemenu je relativno malen, osim u rijetkim sluCajevima, Sto ovisi 0 otpornosti
sorte 1 zaStiti tijekom vegetacije.

Osim cerokospore prilikom mikroskopiranja suspenzije oucen je, na svakom
uzorku veoma veliki broj konidija Alternaria tenuis. Cladosporium sp., Fusarium
spp. i Helminthosporium sp. rijetko su nalaZene, ali su ipak bile prisutne na
sjemenu, za razliku od teleutospora Uromyces betae koje u ovim analizama nisu
nadene, iako neki autori preporucuju test ispiranja upravo za ovu gljivu (Naum-
mova, 1960; Ujevié, 1972; Jovicevic¢ i MiloSevi¢, 1990).

3. Rezultati analize metodom na hranjivoj podlozi (KDA metoda)

Zbog razli¢ite osjetljivosti pojedinih metoda za odredivanje zaraze sjemena
Sederne repe s gljivom Phoma betae, citiranih u literaturi, u vlastitim je istraZivan-
jima napravljena usporedba metode na filter papiru s KDA metodom. U analizu je
uzet uzorak naturalnog sjemena sto¢ne repe BRIGADIER buduci je ona, prema
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vlastitom iskustvu, gotovo uvijek jako zaraZena sa Phoma betae (na Secernoj je

repi jaka zaraza rijetkost).
Rezultati su prikazani u tablici 8.

Tablica 8. Usporedba analize sjemena sto¢ne repe BRIGADIER metodom na filter papiru i

metodom na hranjivoj podlozi

Table 8. Comparison of the blotter test and PDA method in seed health analyses

Metoda na vlaznom filter papiru Metoda na hranjivoj podlozi (KDA)
(Blotter test) (PDA method)
1. Acremoniella sp. 2,5% 0%
2. Acremonium sp. 5% 0%
3. Alternaria tenuis Nees 93% 95%
4. Aspergillus sp. 1% 0%
5. Chaetomium sp. 91% 1%
6. Fusarium sp. 8% 2%
7. Mucor sp. 1% 1,5%
8. Myrothecium sp. 2,5% 0%
9. Ostracoderma sp. 2,5 0%
10. Penicillium sp. 2,5% 1%
1 1. Phoma betae Frank 24,5% 12,5%
12. Sordaria sp. 0% 0,5%
13. Stachybotrys sp. 10% 0%
14. Mycelia sterilia 0% 16%

Iz rezultata napravljenog pokusa uocljivo je da je dezinfekcijom u 1%-tnoj
NaOCl, zaraza s Phoma betae znatno smanjena (gotovo za 50%), Sto potvrduje
prije iznesene podatke iz literature (Gambogy & Byford, 1976; Tempe, 1977). To
nam govori da je, u ovom sluéaju, poviSinska zaraza sjemena imala velik udio u
ukupnoj infekciji.

Isto tako, jasno se vidi da dezinfekcija nije imala nikakvog utjecaja na gljivu
Alternaria tenuis pa se moze zakljuciti da: ili micelij ove gljive prodire duboko u
tkivo sjemena, i tako izbjegne dodir s NaCOl, ili ovaj nadin dezinficiranja nije
dovoljan da unisti prisutne konidije na sjemenu. Postotak zaraze s Fusarium sp.
znatno je sniZen, $to znaci da je kod analiziranih uzoraka prevladavala poviSinska
infekcija sjemena ovom vrstom. Gotovo sve saprofitske gljivice, prisutne na
sjemenu kod metode na filter papiru, dezinfekcijom su potpuno uniStene, ili je
njihov postotak izrazito niZi (iznimka je Mucor sp.).

Vazno je istaknuti, da je KDA metoda iznimno dobra za odredivanje zaraze
sjemena Secerne repe s gljivom Phoma betae, a $to je 1 u ovom pokusu potvrdeno.
Ne samo Sto se vrijeme inkubacije dosta skracuje, nego doista nije potrebna
upotreba mikroskopa pa je trajanje analize neusporedivo krade. Niti kolonije
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Alternaria tenuis ’koje se stvaraju na PDA u petrijevkama, ne predstavljaju nikakav
problem, iako su nadene gotovo na svakom sjemenu. Kolonije Phoma betae su
toliko karakteristi¢ne da se, golim okom, jednostavno mogu razlikovati, &ak 1 ako
potjedu sa istog sjemena, od kolonija Alternaria tenuis.

Kispati¢ i Milatovié (1954) navode da je Alternaria tenuis prakticki
onemogucila analizu infekcije sjemena sa Phoma betae zbog veoma brzog rasta
na upotrebljenoj hranjivoj podlozi. u njihovoj analizi sjeme je stavljeno na ukoSeni
malcagar u epruvetu. Vjerojatno se problem javio zbog koriStenja epruveta, kod
kojih je analiza teZa nego ako se koriste Petrijeve zdjelice, §to je bio sluc¢aj u
vlastitom istraZivanju KDA metodom. Sigurno da je u pitanju bila i hranjiva
podloga (poznato je da je KDA odli¢na podloga za determinaciju Phoma betae;
Tempe, 1977.

lako je dokazano da i povriinska infekcija sjemena ovom gljivom moZe
izazvati bolest u polju (Gambogi i Byford, 1976) mozZe se zaklju€iti da u danasnjim
uvjetima kada se u procesu dorade sjemena uklanja velik dio ostataka perigona
(koji nosi povrsinsku infekciju), a uz to se sjeme tretira fungicidom kod peletiranja,
ona nema prakti¢ne vaznosti. Prema svemu sudeci, KDA metoda, koja je ujedno
najbrza i najjednostavnija za determinaciju, daje i najrealnije rezultate jer pokazjue
koliki je postotak, upravo najvaznije, dubinske zaraze sjemena.

Na kraju valja naglasiti da, iako je agar skup i uvozi se KDA metoda toliko
skracuje i olak3ava analizu, jer mikroskopiranje nije potrebno, da se u svakom
slu¢aju moZe preporuciti za odredivanje zaraze sa Phoma betae na sjemenu Seéerne
repe.

ZAKLJUCAK

Na osnovu viSegodiSnjeg analiziranja zdravstvenog stanja sjemena Secerne
repe moZze se zakljuciti:

1. Od uzroénika paleZi i polijeganja mladih bilj¢ica Secerne repe, koji se
prenose sjemenom, nadeni su slijede¢i mikroorganizmi: Alternaria tenuis Nees,
Fusarium oxysporum Schlecht., Phoma betae Frank. i Rhizoctonia solani Kuhn.
Najvazniji uzro&nik ove bolesti Phoma betae, Cesto je prisutna na sjemenu, pa je
tretiranje sjemena Secerne repe fungicidima, koji za to imaju dozvolu, neophodno
(po postojeéim zakonskim propisima i obezno).

2. Analizama zdravstvenog stanja sjemena dokazano je i prisustvo uzro¢nika
najvaZnije bolesti Secerne repe u nas (Cercospora beticola). Ipak, €ini se da se samo
mala koli¢ina inokuluma prenosi sjemenom (osim iznimno), a buduéi da se ono
tretira fungicidima, prakticki nema neke vaznosti kao izvor infekcije.

3. Metode kori$tene za analizu zdravstvenog stanja sjemena pokazale su svoje
prednosti, nedostatke i domet.

a) Standardna metoda na vlaznom, naboranom filter papiru sigurna je i jeftina,
ali zato spora (zbog duge inkubacije) i naporana (dugotrajno mikroskopiranje).

b) Metoda ispiranja pokazala se pouzdanom za dokazivanje nazoCnosti
gljivice Cercospora beticola na sjemenu.
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¢) Metoda na hranjivoj podlozi (KDA) odli¢na je za otkrivanje dubinske
zarazes gljivicom Phoma betae i veoma brza, ali i skupa zbog cijene agara. Uz to,
trazi i neSto viSe tehni¢kog rada zbog dezinfekcije sjemena u NaOClI i pripreme
KDA.
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