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Rezime

Na banani se javljaju dve vrste iz roda Colletotrichum, C. musae i C. gloeosporoides. Cilj 
ovog rada bio je ispitivanje etiologije antraknoznog propadanja plodova banane koje se u 
našoj zemlji nalaze u prometu. Iz obolelog ploda banane dobijen je izolat koji na PDA pod-
lozi formira koloniju bele boje sa intenzivnim uniformnim rastom. Na osnovu dobijenih 
morfoloških osobina izolovane gljive nije se mogla definitivno uraditi identifikacija. Pozitivna 
serološka reakcija u ELISA testu sa monoklonalnim antitelima za C. acutatum govori o pos-
tojanju antigenog mesta za korišćena monoklonalna antitela. Pozitivna reakcija korišćenjem 
prajmera specifičnih za C. gloeosporioides ukazuje na sličnost u sekvenci ITS regiona ove 
gljive i ispitivanog izolata iz banane. Mada u literaturi nije zabeleženo da se korišćenjem 
CgInt prajmera specifičnog za C. gloeosporioides može amplifikovati i njemu filogenetski 
bliska C. musae, ovi rezultati ne isključuju mogućnost da je izolat iz banane C. musae. Biljka 
domaćin, zabeleženi simptomi i osobine kolonije izolata iz banane najviše odgovaraju C. 
musae. Na osnovu dobijenih rezultata morfoloških, antigenih i genetskih osobina izolat iz 
banane označen je kao Colletotrichum sp., a za tačnu identifikaciju prouzrokovača antra-
knoze ploda banane do nivoa vrste neophodno je sprovesti dalje analize. 

Ključne reči: Banana; antraknoza; Colletotrichum gloeosporoides; Colletotrichum musae; 
identifikacija
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Uvod

Gljive roda Colletotrichum i njihovi teleomorfni sta-
dijumi Glomerella spp. predstavljaju značajne biljne pa-
togene širom sveta. Vrste roda Colletotrichum su prou-
zrokovači karakterističnog oboljenja poznatog kao an-
traknoza, koje se odlikuje udubljenim nekrotičnim pe-

gama koje se šire i u okviru kojih patogen sporuliše. 
Antraknozno oboljenje se može ispoljavati u dva razli-
čita oblika: oboljenje koje se javlja u polju na plodovi-
ma u razvoju i oboljenje koje se javlja na zrelim plodo-
vima posle berbe u skladištima (Freeman i sar., 1998). 
Ove gljive izazivaju značajne ekonomske štete u trop-
skim, suptropskim i toplijim regionima, ali su takođe i 
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prouzrokovači značajnih bolesti biljaka u našoj zemlji, 
kako u polju, tako i u skladištu (Freeman i sar., 1998; 
Ivanović i sar., 2005, 2006).

Mada veliki broj gajenih vrsta može biti zaražen glji-
vama roda Colletotrichum, najveće ekonomske štete 
nastaju pri pojavi oboljenja posle berbe (postharvest). 
Mnoge vrste izazivaju latentne zaraze na svojim doma-
ćinima. Sazrevanjem plodova patogen prelazi iz laten-
tne faze u fazu nekrotrofa pri čemu dolazi do ispoljava-
nja tipičnih simptoma oboljenja. Pored ekonomskih šte-
ta koje patogeni izazivaju u uslovima skladištenja, zara-
ženi plodovi predstavljaju jedan od značajnih puteva in-
trodukcije patogena u različite delove sveta. 

Na banani se javljaju dve vrste iz roda Colletotrichum, 
C. musae i C. gloeosporoides (Agrios, 2005). C. musae je 
patogen banane (Lim i sar., 2002; Photita i sar., 2005), 
dok je C. gloeosporoides važan polifagni patogen u našoj 
zemlji (Ivanović i Ivanović, 2001). Cilj ovog rada bio je 
ispitivanje etiologije antraknoznog propadanja plodo-
va banane koji se u našoj zemlji nalaze u prometu i mo-
guće introdukcije novih patogena ili novih sojeva pato-
gena u našu zemlju.

Materijal i metode

Izolacija patogena

Patogen je izolovan iz ploda banane sa simptomi
ma antraknoze pronađene u prometu na tržištu. Izo
lacija patogena urađena je po standardnom postup-
ku. Fragmenti tkiva, uzeti sa prelaza zaraženog i zdra-
vog dela ploda, površinski su sterilisani 2% rastvorom 
natrijum-hipohlorita (NaOCl) u trajanju od dva mi-
nuta, zatim su dva puta isprani u sterilnoj destilova-
noj vodi, a višak tečnosti je odstranjen sterilnim filter-
papirom. Fragmenti su postavljeni na sterilnu krom-
pir-dekstroznu podlogu (PDA) i inkubirani sedam da-
na na 25oC. 

Provera patogenosti i reizolacija 

Provera patogenosti dobijenih izolata urađena je na-
nošenjem fragmenta micelije, razvijene na PDA pod-
lozi, na prethodno površinski strerilisane i povređe-
ne zdrave plodove banane i jabuke. Inokulisani plodo-
vi su inkubirani u vlažnim uslovima na 25oC, a poja-
va simptoma praćena je svakodnevno. Sa veštački ino-
kulisanih plodova urađena je reizolacija patogena na 
PDA podlogu.

Makroskopske i mikroskopske osobine

U kulturama gajenim na PDA podlozi proučene su 
makroskopske osobine, izgled kolonije i način porasta 
na PDA. Mikroskopske osobine izolata određene su po-
smatranjem pod svetlosnim mikroskopom.

Serološka analiza

Za serološko dokazivanje prouzrokovača oboljenja 
korišćen je ELISA dijagnostički kit za detekciju koni-
dija C. acutatum (Adgen Neogen Europe Ltd, Scotland, 
UK). Iz kulture gljive, na mestima gde je uočena sporu-
lacija, sterilnim skalpelom sastrugana je micelija sa po-
vršine od 0,5 cm2 i prebačena u sterilne mikrotube sa  
1 ml sterilne destilovane vode. Dobijena suspenzija spo-
ra korišćena je za testiranje. Za detekciju su korišćena 
monoklonalna antitela i konjugovana antitela prime-
nom PTA-ELISA testa po protokolu proizvođača. Po 
dodavanju supstrata p-nitrofenilfosfata (1 mg/ml), re-
akcija je očitavana nakon jednog sata merenjem apsor-
pcije na 405 nm. Pozitivnim su smatrani uzorci u koji-
ma su srednje vrednosti apsorpcije dva i više puta veće 
od vrednosti apsorpcije negativnih kontrola. 

Molekularna analiza

Ekstrakcija nukleinskih kiselina iz dobijene kulture 
urađena je po postupku koji su opisali Day i Shattock 
(1997). Za molekularnu analizu korišćena je metoda 
lančane reakcije polimeraze (PCR). Za detekciju su ko-
rišćeni CaInt2 i CgInt prajmeri koji omogućavaju de-
tekciju C. acutatum i C. gloeosporioides u odvojenim 
reakcijama u kombinaciji sa univerzalnim prajmerom 
ITS4. Svaka reakciona PCR smeša, ukupne zapremi-
ne 25 µl, sadržala je 1 x PCR master mix (Fermentas, 
Litvanija) (0,625 U Taq polimeraze, 2 mM MgCl2, 
po 0,2 mM svakog dNTP), po 1 µl svakog prajmera 
(20 mM) i po 1 µl ekstrahovane DNA. Kao negativna 
kontrola je korišćena reakciona PCR smeša bez doda-
te DNA. Uslovi izvođenja PCR metode bili su sledeći: 
početna denaturacija 2 minuta na temperaturi od 94oC, 
30 ciklusa, 30 sekundi na temperaturi od 94oC; 30 se-
kundi na temperaturi od 55oC; 30 sekundi na tempe-
raturi od 72oC; finalno izduživanje 10 minuta na tem-
peraturi od 72oC. Vizuelizacija PCR produkata urađe-
na je u 1,5% agaroznom gelu koji je obojen etidiumbro-
midom i posmatran pod UV iluminatorom. Pojava am-
plikona očekivanih veličina oko 490 bp sa prajmerima 
CaInt2 i ITS4 smatrana je pozitivnom detekcijom za 
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C. acutatum i oko 450 bp sa prajmerima CgInt i ITS4 
pozitivnom reakcijom za C. gloeosporioides.

Referentni i ostali izolati

U analizama su korišćeni izolati C. gloeosporioides: 
AVO 37 4B (avokado, Izrael), CG14 i CG15 (Annona 
muricata, Kolumbija) i CG1 (jabuka, Republika Srpska) 
i izolati C. acutatum: TUT 137 A (jagoda, Izrael), 
CA13 (Annona muricata, Kolumbija), GG-JUP, CA4, 
CA5, CA6, CA7, CA8 i CA9 (jagoda, Srbija).

Rezultati

Simptomi na plodu banane

Na banani je uočena pojava nekroze kore koja se ši-
rila uzdužno na plodu. Nekrotirano tkivo je pucalo, a 
nekroza je zahvatala i unutrašnjost ploda. U okviru ne-
krotičnih zona uočena je pojava beličaste micelije, kao 
i sporulacije u vidu sitnih narandžastih kapljica (Slika 
1). Zaraženo tkivo je bilo razmekšano.

Patogenost izolata

Na inokulisanom plodu banane, nakon inkubacije 
od sedam dana, uočena je pojava simptoma truleži ko-
ji su odgovarali simptomima primarne zaraze, dok na 
plodu jabuke nije bilo simptoma.

Makroskopske i mikroskopske osobine

Na PDA podlozi izolat gljive iz banane imao je kolo-
niju bele boje sa intenzivnim uniformnim rastom, ko-
ja je ispunjavala petri-kutiju za 5-6 dana pri tempera-
turi od 25oC. Svetlo narandžasta masa spora se formi-
ra po celoj površini kolonije (Slika 2). Konidije pato-

gena su hijalinske, jednoćelijske, cilindričnog ili elip-
soidnog oblika, dužine 12,3-17,2(-22) µm i širine 4,9-
6,1 µm sa jasno izraženim uljanim kapljicama u sredi-
ni (Slika 3).

Antigene osobine konidija

Primenom antiseruma i konjugata specifičnih za de-
tekciju konidija C. acutatum pozitivne serološke reakci-
je detektovane su kod ispitivanog izolata iz banane, kao 
i kod pozitivnih kontrola za C. acutatum. Do serološke 
reakcije nije došlo sa negativnom kontrolom, kao ni sa 
testiranim izolatima C. gloeosporioides.

Molekularna detekcija

Primenom prajmera CgInt i ITS4, PCR produkti 
očekivane veličina oko 450 bp detektovani su u ispiti-
vanom izolatu iz banane, kao i kod svih testiranih izo-
lata C. gloeosporioides. Kod negativne kontrole i testira-
nih izolata C. acutatum nije došlo do pojave amplikona 

Slika 1. Simptomi na plodu banane

Slika 2. Kolonija izolata iz banane na KDA podlozi

Slika 3. Konidije izolata iz banane
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PCR testom. Primenom prajmera CaInt2 i ITS4, PCR 
produkti veličine 490 bp detektovani su samo kod izo-
lata C. acutatum, ali ne i kod negativne kontrole i kod 
izolata C. gloeosporioides. Rezultati PCR testa odabra-
nih izolata prikazani su na slici 4. 

Diskusija

Antraknozna oboljenja su široko zastupljena na vo-
ću svuda u svetu (Freeman i sar., 1998). Kao prouzro-
kovači antraknoze na voćkama u našoj zemlji utvrđene 
su C. gloeosporioides na višnji, trešnji, jabuci (Ivanović i 

Ivanović, 2001), na jagodi C. gloeosporioides i C. acuta-
tum (Ivanović i sar., 2005) i krušci Colletotrichum sp. 
(Živković i sar., 2008). Takođe, C. gloeosporioides je i zna-
čajan patogen kantariona u polju (Ivanović i sar., 2006). 
Iako se banane ne gaje u našoj zemlji, često se u prome-
tu mogu naći plodovi banane sa simptomima nekrotič-
nog propadanja, koje može biti prouzrokovano gljivama 
C. musae i C. gloeosporoides (Agrios, 2005). Istraživanja 
u okviru ovog rada imala su za cilj utvrđivanje etiologije 
ovog propadanja i moguće introdukcije novih patogena 
ili novih sojeva patogena u našu zemlju. Etiološka ispiti-
vanja obuhvatila su simptomatologiju, izolaciju, proveru 
patogenosti i ispitivanje makroskopskih, mikroskopskih, 
antigenih i osobina genoma patogena. 

Pojava udubljenih nekrotičnih pega na plodu bana-
ne koje se šire i u okviru kojih je zabeležena sporulacija 
patogena u vidu svetlo narandžastih kapljica su simpto-
mi koji odgovaraju antraknoznom oboljenju (Freeman i 
sar., 1998; Peres i sar., 2002). Ispitivanjima makroskop-
skih osobina dobijenog izolata iz banane uočena je ko-
lonija bele boje i intenzivnog porasta. U okviru kolonije 
zabeležena je jaka sporulacija. Konidije patogena su bile 
cilindrične ili elipsoidne, veličine 12,3-17,2(-22) x 4,9-
6,1 µm. Proverom patogenosti potvrđeno je da je dobi-
jeni izolat patogen za bananu, a nije za jabuku.

C. acutatum formira konidije, koje su po obliku fuzi-
formne ili elipsoidne. Na jednom ili na oba kraja su zaši-
ljene, ali mogu biti i zaobljene na oba kraja. Konidije su 
dužine 8-16(-20) µm i širine 2,5-5,3 µm (Smith i Black, 
1990; Gunnell i Gubler, 1992; OEPPO/EPPO, 2004). 
C. gloesporioides formira cilindrične konidije. Najčešće 
zaobljene na oba kraja. Konidije su dužine 9,6-21 µm i 
širine 3,4-5,4(-8,2) µm (Smith i Black, 1990; Gunnel i 
Gubler, 1992; Peres i sar., 2002). C. musae formira elip-
soidne ili cilindrične konidije. Konidije su dužine 10-
20 µm i širine 3-10 µm (Sutton i Waterson, 1970; Lim 
i sar., 2002; Photita i sar., 2004). 

Po nekim literaturnim podacima C. musae je pato-
gen za jabuku (Lim i sar., 2002), dok po drugim autori-
ma jabuka ne spada u krug domaćina C. musae (Sutton 
i Waterson, 1970).

Zabeležene osobine kolonije izolata iz banane, kolo-
nija bele boje i posebno značajno brži porast u odnosu 
na sve druge izolate C. gloeosporioides i C. acutatum, 
su poređenjem sa literaturnim podacima najviše od-
govarale opisima kolonije C. musae (Peres i sar., 2002; 
Photita i sar., 2005), dok se na osnovu veličine i oblika 
konidija nije moglo sa sigurnošću utvrditi o kojoj se vr-
sti radi. Na osnovu morfoloških osobina izolovane glji-
ve nije se mogla definitivno uraditi identifikacija. 

Slika 4. Vizualizacija amplikona dobijenih korišćenjem a) 
CaInt2/ITS4 i b) CgInt/ITS4 prajmera u 1,5% agaroznom 
gelu. 1 kb-marker sa veličinama fragmenata u bp od gornjeg 
ka donjem: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500 i 250; 1 - referentni izolat 
C. gloeosporioides (AVO 37 4B), 2 - izolat sa banane,  
3-11 - izolati C. acutatum (TUT 137 A, CA13, GG-JUP, 
CA4, CA5, CA6, CA7, CA8 i CA9), K - negativna 
kontrola (voda); 100 bp - marker sa veličinama fragmenata u 
bp od gornjeg ka donjem:1000, 900, 800, 700, 600, 500, 
400, 300 i 200
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Za specifičnu detekciju C. acutatum i C. gloeospori-
oides razvijene su serološke i molekularne metode, jer 
su ove dve gljive morfološki veoma slične i zbog prekla-
panja njihovih prirodnih domaćina i izrazite varijabil-
nosti izolata u kulturi, teško ih je razdvojiti primenom 
standardnih metoda (Wharton i Diegues-Uribeondo, 
2004). 

Primenom prajmera CaInt2/ITS4 specifičnih za de-
tekciju C. acutatum pozitivna reakcija dobijena je samo 
kod testiranih izolata C. acutatum, ali ne i kod izolata 
C. gloeosporioides i izolata iz banane. Primenom prajme-
ra CgInt/ITS4 specifičnih za C. gloeosporioides, pozi-
tivna reakcija utvrđena je kod izolata C. gloeosporioides 
i izolata iz banane. Ovi prajmeri široko su korišćeni za 
identifikaciju C. acutatum i C. gloeosporioides i smatra-
ju se specifičnim za vrste (Sreenivasaprasad i sar., 1996; 
Freeman i sar., 2002; Talhinhas i sar., 2002; Ivanović 
i sar., 2007). 

Za detekciju C. acutatum, koji je i karantinski pa-
togen za jagodu u našoj zemlji (A2 karantinska lista), 
koriste se i serološke metode zasnovane na antigenim 
osobinama konidija patogena (OEPPO/EPPO, 2004). 
Primenom monoklonalnih antitela specifičnih za de-
tekciju konidija C. acutatum pozitivne serološke reak-
cije detektovane su kod izolata C. acutatum, ali i izo-
lata iz banane.

Klasične metode identifikacije patogena zasnovane 
na morfološkim osobinama, izgledu kolonije i obliku 
konidija, nisu uvek sigurne, posebno kod patogena ko-
ji izazivaju isti tip oboljenja i koji su srodni. Zbog toga 
se uvođenje molekularnih metoda, zasnovanih na kori-
šćenju specifičnih regiona patogena, sve češće koristi sa 
ciljem brze, pravilne i tačne identifikacije patogena. 

Iako morfološke osobine izolata iz banane ne odgo-
varaju C. acutatum i nije došlo do amplifikacije kori-
šćenjem prajmera specifičnog za C. acutatum, pozitiv-
na serološka reakcija govori o postojanju antigenog me-
sta za korišćena monoklonalna antitela za C. acutatum. 
Razlog može biti heterologa reakcija korišćenog antise-
ruma ili varijabilnost izolata roda Colletotrichum prou-
zrokovača antraknoze banane.

Pozitivna reakcija korišćenjem prajmera specifičnih 
za C. gloeosporioides ukazuje na sličnost u sekvenci ITS 
regiona ove gljive i ispitivanog izolata iz banane. Mada u 
literaturi nije zabeleženo da se korišćenjem CgInt praj-
mera specifičnog za C. gloeosporioides može amplifiko-
vati i C. musae, ovi rezultati ne isključuju mogućnost da 
je izolat iz banane C. musae, jer je filogenetskom ana-
lizom ITS regiona utvrđeno da su ove dve gljive veoma 
bliske (Photita i sar., 2005). Poznato je da ITS region 

nema dovoljno informativnih mesta za razlikovanje bli-
skih vrsta (Photita i sar., 2005), a PCR primenom jed-
nog specifičnog prajmera (CgInt) i jednog univerzalnog 
zasniva se na analizi 17 bp ITS regiona. Stoga, nije is-
ključeno da je primenom specifičnih prajmera (CgInt 
i CaInt2 u paru sa ITS4) moguće razlikovati C. gloe-
osporioides od C. acutatum, ali ne i od njemu bliskog 
C. musae.

Biljka domaćin, zabeleženi simptomi i osobine ko-
lonije izolata iz banane najviše odgovaraju C. musae. 
Na osnovu dobijenih rezultata morfoloških, antigenih 
i genetskih osobina, izolat iz banana označen je kao 
Colletotrichum sp., a za tačnu identifikaciju prouzro-
kovača antraknoze ploda banane do nivoa vrste neop-
hodno je sprovesti dalje analize. 
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Morphological, Serological  
and Molecular Analyses  
of Anthracnose-Causing Agent  
on Banana Fruit

SUMMARY

Two species of the genus Colletotrichum, C. musae and C. gloeosporoides, occur as infect-
ing species of banana. The study focused on examining the etiology of anthracnose on 
banana fruits sold on the domestic market. An isolate was obtained from a deseased banana 
fruit on PDA medium, forming a white colony with intensive and uniformed growth. It was 
not possible to identify the isolated fungus based on its morphological characteristics. 
Positive serological reaction in an ELISA test with monoclonal antibodies for C. acutatum 
indicated an antigen site for the used monoclonal antibodies. Positive reaction when C. 
gloeosporioides-specific primers were applied indicated a similarity in the ITS sequence of 
the fungus and the examined isolate from banana fruit. Although there are no available 
data in literature that C. gloeosporioides-specific CgInt primer can be used for amplification 
of the phylogenetically related C. musae, our results do not exclude that the isolate could be 
C. musae. The host plant, symptoms observed and colony characteristics of the fungus iso-
lated from the banana fruit mostly correspond to C. musae. Based on morphological, anti-
gen and gentic characteristics, the isolate from banana was determined as Colletotrichum 
sp., while species identification of the anthracnose-causing agent on banana requires addi-
tional analysis.

Keywords: Banana; Anthracnose; Colletotrichum gloeosporoides; Colletotrichum musae; 
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