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Review paper

VAZNLJI VIRUSI KROMPIRA U SRBIJI | PRIMENA INTEGRALNIH MERA

REZIME

U NJIHOVOM SUZBIJANJU
DRAGO MILOSEVIC

Univerzitet u Kragujevcu, Agronomski fakultet, Cacak
dragom@kg.ac.rs

Virusi krompira spadaju u najznacajnije i najstetnije patogene prouzrokovace bolesti krom-
pira. S obzirom na visok stepen zaraze virusima krompira kod nas, postoji viSegodis$nija i,
za sada, trajna epidemija koja ¢e jo$ dugo biti ogranicavajudi ¢inilac semenarstva krom-
pira. NajraSireniji virus koji pri¢injava najvece Stete proizvodnji konzumnog i semenskog
krompira u Srbiji je Y virus krompira, Y-VKr (Potato virus Y, PVY). Ovaj virus predstavlja
ogranicavajudi ¢inilac proizvodnje semenskog krompira, ne samo kod nas nego i u drzava-
ma regiona. U usevima konzumnog krompira Y-VKr je zarazeno vise od 90% biljaka, $to u
visokom stepenu uti¢e na smanjenje prinosa, a u semenarstvu krompira predstavlja sko-
ro nereSiv problem. Drugi po ekonomskim Stetama koje pric¢injava je virus uvijenosti lis¢a
krompira, VULKr (Potato leaf roll virus, PLRV).Virusi krompira, pored smanjenja prinosa
konzumnog krompira, problema u procesu proizvodnje semenskog krompira, prouzrokuju
i bolest proizvedenih krtola koja ih ¢ini trziSno neupotrebljivim. Tako Y-VKr prouzrokuje
bolest prstenastu nekrozu krtola krompira kod nekih osetljivih sorti, $to predstavlja dodat-
ni problem. Virusi se u toku vegetacije prenose biljnim vasima na neperzistentan (Y-VKr) i
perzistentan (VULKr) na¢in. Ovo su vazna saznanja bez Kojih se ne moze uspostaviti sistem
zastite od infekcije virusima i primene insekticida u cilju suzbijanja vektora i eventualne
zastite od prenoSenja virusa. Za reSavanje problema viroza krompira izuzetno je vazno po-
znavati osobine, nac¢in prenoSenja iz vegetacije u vegetaciju, a posebno u toku vegetacije,
rasprostranjenost virusa, efekat i redosled primene mera suzbijanja ova dva virusa, kojima
se suzbijaju i drugi manje znacajni virusi. Mere zastite se odnose na proizvodnju semen-
skog krompira zarazenog u dozvoljenim okvirima i upotrebi takvog krompira za zasnivanje
proizvodnje konzumnog krompira. S obzirom na visok infekcijski pritisak zbog rasirenosti
izvora zaraze virusima u nasim uslovima, u proizvodnji semenskog krompira, zastita pred-
stavlja skup vise mera strogo utvrdenog redosleda primene. To je jedini nac¢in da se viroze
drze pod kontrolom, a time unapredi proizvodnja semenskog krompira, a preko kvalitet-
nog semenarstva i proizvodnja krompira za razli¢ite namene.

Kljuéne reci: Y virus krompira, virus uvijenosti lis¢a krompira, krompir, biljne vasi, vektori
virusa, integralne mere suzbijanja virusa

UVOD Sirenja, rasprostranjenost, sistemican karakter za-
raze, uticaj na smanjenje prinosa i nac¢in suzbijanja.

Proizvodnja konzumnog i semenskog krom-
pira u Srbiji je pod uticajem velikog broja prouzro-
kovaca bolesti, medu kojima najznacajnije mesto
pripada virusima s obzirom na nacin prenoSenja
iz vegetacije u vegetaciju i tokom vegetacije, brzinu

Krompir je prva biljka znacajna za ishranu na ko-
joj su zabelezeni simptomi prouzrokovani zarazom
virusima, $to je znatno uticalo na prinos, pa se ta
pojava ¢esto oznacava kao ,degeneracija” odnosno
sizrodavanje”. Kasnije je dokazano da je to prouzro-
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kovano virusima (Sutié, 1995).

Zacuduje Cinjenica zasto se nedovoljno pa-
Znje poklanjalo virozama krompira u Srbiji i dru-
gim drzavama nastalim raspadom SFRJ, a danas jo$
manje, Sto svedoci i analiza bibliografije nau¢nih i
stru¢nih radova iz oblasti krompira (Buturovi¢ and
Milogevi¢, 1988a, 1988b).

Uticaj virusa na prinos krompira preko kvali-
teta sadnog materijala je veoma izrazen. Virusi uti¢u
i na kvalitet kod osetljivih sorti, naro;ito nekroti¢ni
soj Y-VKr (Y-VKr¥™) koji prouzrokuje bolest prste-
nastu nekrozu krtola (Buturovi¢ and Kus, 1990; We-
idemann, 1993; Milosevi¢, 1994).

Virusi krompira kod nas pri¢injavaju proi-
zvodnji krompira velike i stalne Stete. Procenjuje se
da je prosecan prinos krompira u nasoj zemlji zbog
Kori$c¢enja virusima zarazenog (,izrodenog”) sadnog
materijala najmanje duplo manji od potencijalnog.
Ako se uzme da pod krompirom u Srbiji ima oko 70
hiljada hektara, onda nam je lako izrac¢unati kolike
Stete nastaju zbogkoriséenja virusima zarazenog se-
menskog krompira u proizvodnji konzumnog.

Ekonomic¢na proizvodnja krompira za razlic¢i-
te namene se ne moze zamisliti bez upotrebe zdra-
vog sadnog materijala. Neka istrazivanja obavljena
kod nas pokazuju da se zdrav sadni materijal za dve
godine 100% zarazi Y virusom i dodatno u visokom
stepenu virusom uvijenosti lis¢a, S virusom i dr., Sto
uti¢e na pad prinosa ukoliko se takve krtole koriste
kao sadni materijal (MiloSevi¢ and Stoiljkovic¢, 1989,
1991).

Krompir je domacin vise od 30 virusa i nisu
svi jednako ekonomski §tetni. Stete koje prouzroku-
ju pojedini virusi zavise od smanjenja prinosa za-
raZzenih biljaka, rasprostranjenosti i brzine Sirenja
virusa. Radi toga Sto je Y-VKr najrasprostranjeniji,
on je i najStetniji bez obzira $to je smanjenje prino-
sa kod zarazenih biljaka manje u odnosu na VULKr
koji nije u toj meri rasiren.

S obzirom na dugogodi$nje stanje visokog
stepena zaraZenosti biljaka u polju i krtola koje se
koriste kao sadni materijal i bez izgleda da de se
smanjiti u znacajnijem stepenu, mozemo konstato-
vati epidemiju Y-VKr krompira u Srbiji i drzavama
nastalim raspadom SFRIJ.

Suzbijanje virusa krompira predstavlja veoma
slozen posao. Sustina svih mera koje se odnose na
suzbijanje virusa odnose se na sprec¢avanje njihovog
Sirenja ili zarazavanja zdravih biljaka semenskog
krompira i upotreba zdravog semenskog krompira
na ve¢im povrs$inama za proizvodnju konzumnog.

NAJSTETNDJI VIRUSI KROMPIRA U SRBII I
NJIHOVA RASPROSTRANJENOST

Svrstavanje nekih virusa krompira u najstet-
nije je veoma znacajno kako bi se definisale mere
efikasnog suzbijanja. Suzbijanjem najsStetnijih viru-
sa u procesu proizvodnje semenskog krompira, suz-
bijamo sve ostale viruse. Bavljenje ,suzbijanjem®,
npr. X virusa krompira, X-VKr (Potato virus X, PVX)
necemo postic¢i nikakav efekat u suzbijanju bilo kog
virusa. Na bazi dosadasnjih rezultata istraZivanja,
ekonomski najstetniji su Y virus krompira, Y-VKr
(Potato virus Y, PVY) i virus uvijenosti lis¢a, VULKr
(Potato leaf roll virus, PLRV). Ova dva virusa se ra-
zli¢ito prenose; prvi na neperzistentan, a drugi na
perzistentan nacin. S virus krompira, S-VKr (Potato
virus S) je treci po rasprostranjenosti i brzini $irenja.
U odnosu na prethodna dva virusa, njegov uticaj na
smanjenje prinosa je znatno manji.

Po rasprostranjenosti, na prvom mestu kod
nas je Y-VKr (Milosevi¢, 1989, 1991, 1992, 1992a,
1995, 19954, 2009a; Gavran, 1996), a i jednogodisnje
zarazavanje zdravih biljaka krompira ovim virusom
je najvece (MiloSevi¢, 1996). To je i razlog $to Y-VKr
u proizvodnji semenskog krompira u Srbiji i zemlja-
ma regiona (Milogevi¢ and Petrovi¢, 2000; Zindo-
vi¢, 2011) i drugim drzavama u svetu (Singh, 2004;
Kirchner et al., 2009) predstavlja najve¢i problem.
Po rasprostranjenosti slede VULKr, S-VKr i A virus
krompira, A-VKr (Potato virus A, PVA).

Virusi krompira, posebno Y-VKr predstavljaju
najveci problem u proizvodnji konzumnog i semen-
skog krompira kod nas (Milo$evic, 1995, 1998, 2008;
MiloSevi¢ et al., 2000, 2008; MiloSevi¢ and Bugar-
¢i¢, 2005).

Koliki su problem virusi u naSem regionu
govori podatak da je jednogodiS$nja zaraza biljaka
(krtola) Y-VKr, vec¢a od 50% i krece se ¢ak do 90%
u samo jednoj vegetacionoj sezoni. Ovo je veoma
vazan podatak kod razmatranja pitanja suzbijanja
virusa, odnosno upravljanja zdravstvenim stanjem
semenskog krompira u podrudjima sa ovakvim
infekcijskim pritiskom virusima kakav je kod nas
i u drzavama u okruzenju (Milosevi¢, 1989, 1992b;
Jasni¢ et al., 2003; MiloSevi¢ et al., 2000). Sli¢na
situacija je i u drzavama regiona kao i drugim po-
druc¢jima u Evropi. U Evropi preovladava PVYN po-
sle 1980. godine (Weidemann, 1988; Chrzanowska,
1991; Wolf et al., 1998; Basky, 2002). Ovaj virus je
prouzrokovao epidemiju u Madarskoj, Bugarskoj
(Horvath and Wolf, 1999) i dr. Y-VKr, odnosno ne-
kroti¢ni soj ovoga virusa (Y-VKr") predstavlja naj-
vedi problem u proizvodnji semenskog krompira i
u mnogim drugim drzavama sveta (Singh, 2004; ;
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Avila et al., 2009; Kirchner et al., 2009).
Y virus krompira

Y virus krompira je, za sada, ekonomski naj-
Stetniji virus krompira u Srbiji. Pored uticaja ovog
virusa na smanjenje prinosa zarazenih biljaka, Sto
zavisi od soja virusa, sorte krompira, vremena zara-
ze (primarna ili sekundarna), uslova spoljne sredine
i sl., njegova Stetnost se posebno ogleda u raspro-
stranjenosti i brzini Sirenja (zarazavanja) zdravih bi-
ljaka u toku vegetacije. Nekroti¢ni soj ovog virusa,
koji je i najdominantniji, prouzrokuje na krtolama
nekih sorti bolest prstenastu nekroze krtola. Zbog
te bolesti mnoge su sorte krompira dobrog konzu-
mnog kvaliteta povucene iz proizvodnje ili ne mogu
biti na sortnoj listi u Srbiji i regionu.

Od zaraze u toku vegetacije ili od sadnje za-
razenih krtola, usevi za proizvodnju konzumnog
krompira zarazeni su ovim virusom prosec¢no vise
od 90%. , Osim raSirenosti ovog virusa, odnosno
procenta zaraZzenih posadenih krtola , a na pocet-
ku vegetacije isto toliko zarazenih biljaka, vazno sa-
znanje je i kojom se brzinom $iri ovaj virus u toku
vegetacije. Prema rezultatima dosadasnjih istraziva-
nja kod nas (Milosevic, 1989, 1992a, 1996) ovaj virus
tokom jedne vegetacije zarazi u vecini proizvodnih
podrucja krompira u Srbiji vise od 50% zdravih bi-
ljaka krompira.

Zabelezeno je da je pocetak poslednje deceni-
je dvadesetog veka obelezen epidemijskim Sirenjem
nekroti¢nog soja ovog virusa (Y-VKrY, Y-VKrN™N) (Mi-
losevi¢, 1992a), Sto traje i do danas. U tom periodu
je utvrdena prva pojava bolesti prstenaste nekroze
krtola ¢iji je ovaj virus prouzrokovac¢ (Y-VKr"™),

Simptomi koje pruzrokuje prisustvo Y viru-
sa u biljci krompira najc¢escée zavise od soja virusa,
sorte krompira, vremena zaraze (primarna ili se-
kundarna), uslova spoljne sredine (temperatura) i
drugih ¢inilaca (de Bokx and Piron, 1977; Milosevi¢
et al., 1997, Milosevi¢, 2002) (Slike 1, 2, 3, 4, 5). Ako
uzmemo u obzir sve zaraZzene biljke samo Y-VKr,
onda mozemo pouzdano rec¢i da je mozaik sa na-
boranuscu listova simptom koji preovladava u vrlo
visokom procentu (Slike 1, 3), a rezultat je preovla-
dujuce zaraze Y-VKr™.

Nekroti¢ni soj (Y-VKrY, Y-VKr'™) /PVYV,
PVYV™N/, Nekroti¢ni soj Y-VKr prouzrokuje blaze
simptome u odnosu na Y-VKr© i Y-VKr€. Vecina sor-
ti, na prisustvo virusa, u godini infekcije (primar-
na zaraza) reaguju slabim do srednjim $arenilom i
mozaikom. Neke sorte reaguju crti¢astom, prste-
nastom i tackastom nekrozom. Ispoljeni simptomi
na biljkama dobijenim od virusom zarazene krto-

le (sekundarna zaraza) su srednje do jace Sarenilo i
mozaik lis¢a pracen naboranoscu lista (Slike 1, 2,
3, 5). Moguca je i pojava nekroze nervature. Medu-
tim, kod nekih sorti primarni simptomi su nekroza
nervature, a sekundarni $arenilo i mozaik. Simpto-
mi PNKKTr se odlikuju krupnim nekroti¢nim prste-
novima, koji mogu biti pojedinac¢ni ili koncentri¢ni,
neretko medusobno spojeni. Osnovna razlika u od-
nosu na druge nekroti¢ne pojave je da su prstenovi
povrsinskog tipa dublje ili pli¢e ispod povrsine kr-
tole i uvek vezani za povrSinu.

Osamdesetih godina proslog veka je utvrdeno
da Y-VKr prouzrokuje bolest koja je nazvana prste-
nasta nekroza krtola krompira, PNKKr (potato tu-
ber ring spot disease, PTNRD) (Buturovi¢ and Kus,
1990; Milosevi¢, 1994). Prstenasta nekroza krtola
krompira koja se ispoljava na krtolama zarazenim
nekroti¢nim sojem Y-VKr je bolest koja se moze po-
javiti samo na nekim sortama krompira zarazenim
Y-VKTr, dok se, bez obzira na zarazu ovim patogenom
ne pojavljuje na drugim sortama (Slika 4). U uslo-
vima visokog infekcijskog pritiska virusima nema
druge zastite osim da se izbegne gajenje te sorte, bez
obzira na njen konzumni i drugi kvalitet. Za sorte
koje na zarazu Y-VKr ne reaguju pojavom simptoma
na krtolama, bolest nema veceg znacaja, .

Pojava prstenaste nekroze krtola prvi put je
zabeleZena na prostoru bivse Jugoslavije 1987. go-
dine na jednom lokalitetu centralnog dela Bosne i
Hercegovine. Nakon toga, krtole sa istim simptomi-
ma su registrovane slede¢ih godina na vise sorti i lo-
kaliteta u republikama bivse SFRJ. Ta bolest je razlog
$to su iz proizvodnje povucene osetljive sorte krom-
pira Igor, Romano i Arielle, a sorte Finka, Hermes,
Colette, Inova, Gala, Caruso i Saphire zbog otkriva-
nja bolesti u preliminarnim ogledima kod nas i nji-
hove visoke osetljivosti, verovatno nece biti na nasoj
sortnoj listi (Milosevic, 1994; Milosevic et al., 2008a;
MiloSevic¢ et al.,, 2011). Ova bolest je zabelezena i u
viSe zemalja Evrope, pri ¢emu prva zapazanja dati-
raju s pocetka osamdesetih godina (Beczner et al.,
1984; Schiessendoppler, 1990; McDonalds and Sing,
1993; Bem and Varveri, 1999). U bivsoj Jugoslaviji je
osim u BiH, prstenasta nekroza krtola krompira za-
belezena i u Sloveniji i Srbiji 1989. godine (Buturovié¢
and Kus, 1990; Milosevic, 1994).

Osetljive sorte na ovu bolest se ne mogu gajiti
u nasim uslovima zbog toga $to proizvedene krtole
ovih sorti nemaju trziSnu vrednost. Zato treba spre-
¢iti svaki pokusaj uvoza sadnog materijala tih sorti
radi izbegavanja Steta koje su neminovne sve do mo-
menta kada se proizvodaci uvere u postojanje pro-
blema, kao $to je to bio sluc¢aj sa sortom Arielle. Zato
bi i u oceni vrednosti sorti, pored prinosa i drugih
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osobina, prilikom stavljanja na sortnu listu, treba-
lo obratiti paznju i na ovu bolest. Ako se zaraZene
krtole koriste za sadnju, daju zaraZzene biljke sa ni-
Zim prinosom i trziSno neupotrebljivim krtolama sa
simptomima (Slike 4, 5).

Obic¢ni soj (Y-VKr°)/PVY®/. Naj¢e$¢i primarni
simptomi prouzrokovani obi¢nim sojem Y-VKr, za-
visno od sorte krompira, su nekroza, Sarenilo, Zuce-
nje i prevremeno odumiranje lis¢a. Nekroza lisnog
tkiva je naj¢es$ca u obliku crti¢avosti (nekroze) ner-
vature i nekroti¢nih kruzica $to dovodi do opadanja
lis¢a. U slucaju sekundarne zaraze javlja se takode
crticasta nekroza nervature, mozai¢no Sarenilo,
povijanje vrhova listi¢a, odnosno kovrdzanje lis¢a.
Lisc¢e je krto i lako se lomi. SuSenje i opadanje do-
njeg lis¢a prouzrokuje pojavu da samo vrsno lis¢e
ostaje kovrdzavo skracenih peteljki. Ovaj stadijum
popularno je nazvan ,palma“. Nekroze se javljaju i

na stablu. Nekroze su jace kod primarne nego kod
sekundarne zaraze. Postoje velike razlike u intezi-
tetu simptoma medu razli¢itim sortama krompira.

C soj (YCVKr)/PVY®/. C s0j je, po sadasnjim
saznanjima, redak soj Y-VKr kod nas. Primarni
simptomi zavise od sorte krompira, a naj¢es$ci su
nekroza, Sarenilo i kovrdzavost. Sekundarni simp-
tomi su nekroze u obliku prstenova i crtica, kovr-
dzavost i Sarenilo liSca.

Pored krompira, domacini Y virusa mogu
biti i niz drugih biljaka koje reaguju na zarazu od-
govaraju¢im simptomima. Duvan je jedna od biljaka
koja je domacin ovog virusa. Solanum demissum x
Solanum tuberosum (Aquila) (A6) se Koristi za de-
tekciju Y-VKr. Simptomi se javljaju 4-5 dana posle
inokulacije zavisno od uslova, u vidu nekroti¢nih
prstenova pre¢nika 2-2,5 mm.

Slika 1. Simptomi prouzrokovani Y-VKr: a, b, cid

- sekundarni simptomi nekroti¢nog soja Y-VKr; a -
sorta Inova Y-VKr™¥¥; ¢ — sorta Desiree, levo zdrav i
desno zarazen list.

Figure 1. Symptoms caused by PVY: a, b, cand d

- secondary symptoms of a necrotic strain of PVY
- PVYN™N: 3 — cv. ’Inova’; ¢ - cv. 'Desiree’, left — a
healthy leaf, right - an infected leaf.

Slika 2. Simptomi prouzrokovani Y-VKr. Ovakvi
simptomi (tipovi nekroza) mogu biti prouzrokovani
svim sojevima Y-VKr u zavisnosti da li se radi o pri-
marnoj ili sekundarnoj zarazi; a i b - lice i nali¢je
lista sorte Agria; bi ¢ - lice i nali¢je sorte Gala; e i

f - lice i nalicje sorte Caruso.

Figure 2. Symptoms caused by PVY. These symp-
toms (types of necroses) may be caused by any
strain of PVY, depending on infection (primary or
secondary infection); a and b - leaf upper side and
underside of cv. ’Agria’; b and ¢ - leaf upper side
and underside of cv. *Gala’; e and f - leaf upper side
and underside of cv. ’Caruso’, respectively.
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Slika 3. Simptomi na biljkama
zarazenim Y-VKr; a - meSana
zaraza gde je prisutan i Y-VKr;
bic - zdrava i zarazena biljka
nekroti¢nim sojem Y-VKr.
Figure 3. Symptoms on
PVY-infected plants; a - mixed
infection, with PVY also pres-
ent; b and c - a healthy plant
and a plant infected with the
necrotic strain of PVY, respec-
tively.

Slika 4. Simptomi prstenaste
nekroze krtola krompira: a i
al - simptomi na povrsini i
preseku krtole sorte Caruso; b
ibl - simptomi na povrsini i
preseku krtole sorte Hermes.
Figure 4. Symptoms of potato
tuber ring necrosis disease:

a and al - symptoms on the
surface and cross-section of
cv. ’Caruso’ tuber; b and bl -
symptoms on the surface and
cross-section of cv. "Hermes’
tuber.

Slika 5. Izgled zdravih i zaraze-
nih biljaka Y-VKr sorte Collete;
levo - zdrave biljke; desno

- biljke od sadenih krtola sa
simptomima prstenaste ne-
kroze krtola (Y-VKrN™V),

Figure 5. Appearance of
healthy and PVY-infected
plants of cv. ’Collete’; left —
healthy plants; right - plants
developed from tubers with
tuber ring necrosis disease
symptoms (PVYN™),
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Virusne Cestice Y-VKr su filamentozne, veli¢i-
ne 730 x 11 nm. Virus je seroloski srodan sa A vi-
rusom krompira i nekim drugim biljnim virusima
(Tosic et al., 1990). Virus se moze detektovati bio-
testovima, seroloskim testovima, PCR. U rutinskoj
detekciji virusa kod sertifikacije semenskog krom-
pira u $irokoj upotrebi je ELISA test (Rankovi¢ et
al., 1985; MiloSevi¢, 1997; MiloSevi¢ et al., 1998a;
Gavran-Starovi¢, 1999).

Virus se iz vegetacije u vegetaciju prenosi za-
razenim krtolama. U toku vegetacije se prenosi vek-
torima - biljnim vasima i mehanicki.

PrenoSenje virusa iz vegetacije u vegetaciju
zarazenim krtolama je najznacajniji nac¢in Sirenja
virusa. Sadnjom zarazenih krtola koje daju zaraze-
ne biljke povecava se brojnost izvora zaraze. Poveca-
njem izvora zaraze uz istu brojnost vektora, poveca-
va se zaraza zdravih biljaka, odnosno Sirenje virusa
u toku vegetacije (Slika 6).

Biljne vasi su najznacajniji vektori virusa i
uglavnom su odgovorne za njegovo Sirenje u toku
vegetacije. Veliki broj vrsta biljnih vasi su vekto-
ri virusa koga prenose na neperzistentan nacin od
kojih je Myzus persicae najefikasniji vektor, Sto ne
znaci da je i najodgovorniji vektor za Sirenje virusa.
Poznato je da najvedi broj biljnih vasi prenosi ovaj
virus sa razli¢itom efikasnosé¢u (Kostiw, 1979; van
Hoof, 1977, 1980,; van Harten, 1983; Sigvald, 1984;
Katis and Gibson, 1985; Peters, 1987a; de Bokx,
1987; de Bokx and Piron, 1990; King et al., 2004;
Valkonen, 2007). Nije utvrdeno da se virus prenosi
botani¢kim semenom krompira. . Mehanicko pre-
noSenje virusa ima neuporedivo manji znac¢aj u od-
nosu na prenosenje virusa biljnim vasima.

Ako se zdrav sadni materijal, kao §to je slucaj
kod nas, koristi u malom procentu za zasnivanje
proizvodnje konzumnog krompira, infekcioni po-
tencijal, odnosno izvor zaraze se povecava. U takvim
uslovima, uz prisustvo biljnih vasi kao vektora viru-
sa, virus se brzo Siri.

Suzbijanje viroza je sloZzen posao. Osnovna
mera suzbijanja viroza je proizvodnja kvalitetnog se-
menskog krompira i njegova upotreba u proizvodnji
konzumnog krompira. S tim u vezi, smanjivao bi se
izvor zaraze - zaraZene biljke krompira ovim viru-
som. Za zasnivanje proizvodnje semenskog krompi-
ra nize klase treba koristiti ili bezvirusni ili semen-
ski krompir viSe klase sa maksimalno dozvoljenim
procentom krtola zarazenih Y-VKr za tu klasu.

Dislokacija proizvodnje semenskog krompira
u izolovana podrudja bez proizvodnje konzumnog
krompira kao izvora zaraze je najvaznija mera zasti-
te krompira od zaraze Y-VKr. Ona je ujedno i uslov
za primenu drugih mera.

Eliminacija unutrasnjeg izvora zaraze, ¢iSc¢e-
nje useva semenskog krompira od zarazenih biljaka
(negativna selekcija) mora da se obavi najkasnije do
kraja prve tre¢ine vegetacionog perioda. Ova mera
ima smisao samo tada jer se smanjuje rizik od daljeg
Sirenja virusa i zarazavanja zdravih biljaka.

Primena insekticida radi sprecavanja Sirenja
Y-VKr moze biti efikasna u izvesnom stepenu ako
se tretira usev semenskog krompira koji se uzgaja u
izolovanom lokalitetu daleko od spoljnjeg izvora za-
raze. Primena insekticida u suzbijanju Sirenja Y-VKr
sa izvora zaraze iz okruZenja nema nikakvog efekta
ili u izvesnom stepenu i suprotan efekat o ¢emu ce
biti rec¢i kasnije.

Efekat u zastiti biljaka od zaraze Y-VKr ima
primena mineralnih ulja (Gibson and Cayley, 1984;
Dedic, 1986; MiloSevic, 1996a). Primenjuje se u pro-
izvodnji visokih klasa semenskog krompira.

Virus uvijenosti li§¢a krompira

VULKr smanjuje prinos zarazenih biljaka
i preko 70%. U naSim uslovima, krompir se zarazi
ovim virusom 100% za viSe od 4 godine za razliku
od Y-VKr koji zarazi biljke za 1-2 godine. Pocetno
Sirenje VULKr je u odnosu na Y-VKr 1:10-1:20 (Mi-
losevi¢, 1992b), dok se ne ostvare prve zaraze u use-
vy, Sto naredne godine kao unutrasnji izvor zaraze
pospesuje dodatno znatno brze zarazavanje ostalih
biljaka. Ovakav odnos je zabeleZen i u drugim drza-
vama Evrope i sveta (Sigvald and Hulle, 2004; Avila
et. al., 2009). Iako se prenosi iskljuc¢ivo vektorima
na perzistentan nacin, znatno manji broj vrsta vasi
prenosi VULKr u odnosu na Y-VKr (Sigvald, 1984;
de Bokx, 1987) zbog Cega je njegovo pocetno Sirenje
nesto sporije.

Simptomi virusne zaraze se uglavnom javljaju
na li¢u, a retko i na krtolama. Simptomi na listu se
ispoljavaju uvijanjem liski krompira prema licu. Pri-
marni simptomi prouzrokovani zarazeno$c¢u biljaka
VULKTr se javljaju u tekucoj sezoni, posle ostvarene
zaraze. Karakteristika primarnih simptoma jeste
uvijanje mladeg lis¢a na vr$nom delu biljke (Yaia-
sighe, 1988). Sekundarni simptomi virusne zaraze
se javljaju na biljkama dobijenim iz zarazenih kr-
tola (Slika 7). Ispoljavaju se jakim uvijanjem starijeg
liS¢a na donjem delu stabla. Veoma je tesko, u na-
$im uslovima, pronaci biljku zarazenu samo VULKr
zbog toga $to se prethodno zaraze Y-VKr koji se brze
$iri od VULKT.

Simptomi virusne zaraze se mogu naci i na
krupnijim krtolama nekih sorti krompira u obliku
nekroze provodnog sistema floema i mrezaste ne-
kroze na preseku krtole (Yaiasighe, 1988).
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BROJNOST BILJNIH VASI,
VEKTORA VIRUSA

EFIKASNOST BILJNIH VASI
KAO VEKTORA VIRUSA

Zaraiena

S HionEin Tzvor PrenoSenje

kraj - ; :
Zdravabilka o virusa iz vege-
na pocetku ) tacije u vege-

taciju zaraZzenim

vegetacije

Primarno zaraZena
biljka sa zaraZenim

krtolama
Biljne vasi Virusom zarazene krtole
prenose I GODINA poreklom od zarazene

> virussa
%\ zaraienih%'

#"7 iz okruZenja &
na zdrave | 2

biljke A Sadnja
Virozne biljke zarazene
u lokalitetu posecuju krtole
biljne vasi

Slika 6. Osnovni ¢inioci
koji uticu na dege-
nerativnost podrudja
odnosno infekcijski
pritisak virusima.
Figure 6. Major factors
contributing to the
degeneration of potato
production regions i.e.
virus infection pres-
sure.

Slika 7. Sekundarni
simptomi prouzrokova-
ni VULKTr.

Figure 7. Secondary
symptoms caused by
PLRV.

Slika 8. Ciklus bolesti
prouzrokovane viru-
sima krompira koji se

renose biljnim vasima

Milo$evic¢, 2009).
Figure 8. Cycle of a
disease caused by
aphid-transmitted po-
tato viruses (MiloSevic,
2009).
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Simptomi uvijanja lista zavise od sorte i uslo-
va uzgoja koje ¢ine ¢inioci spoljne sredine. U nekim
slu¢ajevima simptome uvijenosti li§¢a mogu pro-
uzrokovati i neki drugi ¢inioci pa je iz tog razloga
nekada tesko vizuelno razlikovati neinfektivnu i
uvijenost liS¢a ¢iji je prouzrokovac¢ virus (Milose-
vi¢ and Domanovi¢, 1989). Neinfektivna uvijenost
moze nastati poremecajem u usvajanju hranljivih
materija na jako kiselim zemljiStima, zarazenos$c¢u
biljaka gljivom Thanatephorus cucumeris i drugim
patogenima. Pored krompira virus moze da zarazi
jo$ 56 biljnih vrsta.

Virusne cestice VULKr su izometrijskog obli-
ka pre¢nika 24 nm. Virus se uspe$no dokazuje sero-
loski ELISA testom.

Najznacajniji nacin Sirenja virusa iz vegetacije
u vegetaciju je zarazenim krtolama. U toku vegeta-
cije virus se prenosi sa zarazenih na zdrave biljke
isklju¢ivo vektorima, biljnim vasima. Virus se ne
prenosi mehanicki.

PrenoSenje zarazenim krtolama je, s obzirom
na sistemican karakter zaraze, najrasprostranjeni-
ji nacin Sirenja virusa, a samim tim i bolesti koju
prouzrokuje. Krtole poreklom od virusom zarazene
biljke su zarazene. Takve krtole daju bolesne biljke
Kkoje sadrze virus, prouzrokovac bolesti (Slika 8).

Najznacajniji nac¢in Sirenje virusa u polju je
vektorima - biljnim vasima. Smatra se da je Myzus
persicae najefikasniji i najznacajniji vektor ovog
virusa (de Bokx, 1987; Khouadja et al., 2004). Po-
red ove, vektori virusa su i niz drugih vrsta biljnih
vasi kao Sto su Myzus ascalonicus, Aulacorthum
solani, Macrosiphum euphorbiae, Aphis nasturtii,
Brachycaudus helichrysi, Phorodon humuli, Rho-
palosiphonius latysiphon i dr. Biljne vasi prenose
virus na perzistentan nacin. Za usvajanje virusa vas
se hrani na zarazenoj biljci oko 20-30 minuta. Posle
toga perioda vas usvaja virus, i posle perioda inku-
bacije, dok je Ziva, hranedi se na zdravim biljkama,
sposobna je da prenese virus u njih. Vetar moze da
prenese krilate forme vasi i na udaljenost od deseti-
ne, ¢ak i stotine kilometara, Sire¢i tako i virus.

Osim u polju, virus se moze Siriti vas§ima i to-
kom skladiStenja krompira. Va§ moze preneti virus
sa zarazenih na zdrave klice naklijalih krtola krom-
pira.

Za zasnivanje proizvodnje konzumnog krom-
pira za sadnju treba koristiti zdrave, bezvirusne kr-
tole ili u tolerantnim granicama, za pojedine kate-
gorije, zarazene krtole.

Suzbijanje vektora radi sprecavanja Sirenja
virusa primenom sistemi¢nih insekticida u proi-
zvodnji semenskog krompira ima efekta. Ova mera

zastite semenskog krompira kod suzbijanja Sirenja
VULKT, u odnosu na Y-VKr, je efikasna i moZe se
koristiti.

Eliminacija unutrasnjeg izvora zaraze, ¢iSc¢e-
nje useva od zaraZenih biljaka i izbegavanje spolj-
njeg izvora zaraze je najvaznija mera, preduslov i
garancija uspeSne proizvodnje semenskog krom-
pira, odnosno zastite od VULKr. Ona podrazume-
va dislokaciju proizvodnje semenskog krompira u
izolovana podrudja bez proizvodnje konzumnog
krompira kao izvora zaraze. Ona je ujedno i uslov
za primenu drugih mera u tehnologiji proizvodnje
semenskog krompira, odnosno u zastiti od viroza o
¢emu Ce biti reci kasnije.

Ostali virusi krompira

Kao $to smo vec rekli, krompir moze da zarazi
viSe od trideset razli¢itih virusa. Da bismo ostvarili
efekat u radu na suzbijanju virusa krompira onda je
veoma vazno istaci koji su vazni, a koji manje vaz-
ni virusi. Suzbijanjem ekonomski Stetnijih virusa,
suzbijamo i ostale viruse. Virusi ¢iji domac¢in moze
biti krompir, prema medunarodnoj nomenklaturi
(International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV) su: AMV, Alfalfa mosaic virus; PYV, Potato
yellowing virus; ToSWV, Tomato spotted wilt vi-
rus; PVS, Potato virus S; PVM, Potato virus M; PVP,
Potato virus P; PRDV, Potato rough dwarf virus;
APMoV, Andean potato mottle virus; PYVV, Potato
yellow vein virus; CMV, Cucumber mosaic virus;
BCTV, Beet curly top virus; PYMV, Potato yellow
mosaic virus; SALCV, Solanum apical leaf curling
virus; TSV, Tobacco streak virus; SYV, Solanum
yellows; TNV, Tobacco necrosis virus; PBRV, Po-
tato black ringspot virus; TRSV, Tobacco ringspot
virus; AVB (O), Arracacha virus B strain Oca; PVU,
Potato virus U; PVX, Potato virus X; PAMV, Potato
aucuba mosaic virus; PapMV, Papaya mosaic vi-
rus; PepMV, Pepino mosaic virus; PVA, Potato virus
A; PVV, Potato virus V; WPMYV, Wild potato mosa-
ic virus; PYDV, Potato yellow dwarf virus; EMDV,
Eggplant mottle dwarf virus; TMV, Tobacco mosaic
virus; 14R, 14R virus; PMTYV, Potato mop-top virus;
TRV, Tobacco rattle virus; PVT, Potato virus Ti APLV,
Andean potato latent virus.

Na nasim prostorima su do sada detektovani
Y-VKr, VULKr, X-VKr, S-VKr, M-VKr, A-VKz, virus
bronzavosti paradajza, virus Zutog mozaika krom-
pira (Potato aucuba mosaic virus, PAMV) (Smilja-
ni¢, 1975; Rankovi¢ et al., 1985; MiloSevi¢, 1992a,
2009; Gavran, 1996; Todorovi¢ et al., 1997; Deki¢ et
al., 2008).
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UTICAJ VIRUSA NA PROIZVODNJU
KROMPIRA U SRBIJI

Nesumnjivo, virusi su, za sada, u Srbiji naj-
znacajniji patogeni prouzrokovaci bolesti krompira.
To je trajni problem o ¢ijem reSavanju se ne razmislja
ili se, ako se preduzimaju, ne preduzimaju adekvat-
ne i kompleksne mere primerene stanju problema.
Nasi usevi za proizvodnju konzumnog krompira su
viSe od 90% zarazeni Y-VKr, jednim veé¢im delom je
sekundarna zaraza (KoriS¢enje zarazenog sadnog
materijala), a drugim delom primarna zaraza (sa-
dene zdrave krtole koje se na samom pocetku ve-
getacije zaraze usled visokog infekcijskog pritiska).
Usevi konzumnog krompira su dodatno zarazeni
VULKT, S-VKr, A-VKr i dr. Virusi krompira su jedan
znacajan ¢inilac koji utice na formiranje niskih pri-
nosa krompira. Osim toga, veoma znacajan je po-
tencijalni problem koji onemogucava uzgoj nekih
sorti krompira u nasem regionu, a to je prstenasta
nekroza krtola ¢iji je prouzrokovac¢ nekroti¢ni soj
Y-VKr.

Drugi i veoma znacajan problem koje prici-
njavaju virusi kod nas su u semenarstvu krompira.
Ne postoji proizvodnja osnovnog sadnog materijala
(elita), a samim tim i razlog za stvaranje sorti, $to je
jedno sa drugim u tesnoj vezi. Nazalost, i proizvod-
nja bezvirusnog sadnog materijala kulturom tkiva,
tek $to je zazivela (Ruzi¢ et al., 1997; Milosevic et
al., 1997a; MiloSevi¢ and Brati¢, 2000), potpuno je
ugaSena zahvaljujuéi teSkocama koje pric¢injavaju
virusi.

U Srbiji ne postoji zvani¢no ureden i prime-
njen sistem suzbijanja virusa, odnosno upravljanja

Tabela 1. Nacin preno$enja nekih virusa krompira.

Table 1. Mode of transmission of some potato viruses.

zdravstvenim stanjem semenskog krompira. To je
moguce ostvariti samo primenom integralnog si-
stema suzbijanja virusa i na taj nac¢in proizvesti se-
menski krompir shodno propisanim standardima u
pogledu dozvoljenog procenta zarazenih krtola za
odredenu kategoriju semenskog krompira.

ODRZAVANJE, PRENOSENIJE I SIRENJE
VIRUSA KROMPIRA

Virusi krompira se odrzavaju u zarazenim
krtolama ako ih sadimo naredne godine ili krtola-
ma koje zaostaju u zemljiStu i naredne godine daju
samonikle biljke. Zarazene krtole poti¢u od biljaka
zarazenih virusom (Beemster, 1976; Gibson, 1991).
Virus se, posle umnoZavanja u nadzemnom delu,
translocira do krtole. Ranija zaraza biljaka virusi-
ma u vegetaciji povecava procenat zarazenih krtola.
Vreme translokacija virusa iz zarazene cime (pri-
marna zaraza) do Krtole zavisi od vrste virusa, soja,
mesta na nadzemnom delu gde je va$ unela virus
(vrh ili donji deo) i faze razvoja biljke u vreme in-
fekcije (Gibson, 1991; Beemster, 1976, 1987; Sigvald,
1985). Od sekundarno zaraZene biljke virusom sve
krtole su zarazene.

Sadnjom virusima zarazenih krtola ili poja-
vom samoniklih biljaka u narednoj vegetaciji virus
prenosimo iz vegetacije u vegetaciju onoliko dugo
dok se god sadi krompir poreklom od zarazene kr-
tole (Slika 8). Zato se koris¢enjem zarazenih krtola
za proizvodnju konzumnog krompira dobijaju zara-
Zene biljke koje c¢e dati nizak prinos i koje su izvor
zaraze za Sirenje virusa u vegetaciji. Zbog toga je
jedna od veoma vaznih mera u suzbijanju virusa ko-

Mehanicko Prenosenje Nacin prenoSenja
Patogen prenosenje vektorima vektorima
Pathogen Mechanical Transmission by Mode of transmission
transmission vectors by vectors
Y virus krompira da biljne vasi N*
Potato virus Y yes aphids N
Virus uvijenosti li¢a krompira ne biljne vasi p*
Potato leaf roll virus no aphids P
A virus krompira da biljne vasi N
Potato virus A yes aphids N
X virus krompira da ne -
Potato virus X yes no -
S virus krompira da biljne vasi N
Potato virus S yes aphids N
M virus krompira da biljne vasi N
Potato virus M yes aphids N

*P - perzistentno prenoSenje; *N — neperzistentno prenosenje
*P - persistent transmission; *N - non-persistent transmission
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riS¢enje pravog semenskog krompira za zasnivanje
proizvodnje konzumnog krompira. Time se sma-
njuje i izvor zaraze koji predstavlja najve¢i problem
u zastiti semenskog krompira od virusa.

Najznacajniji vektori virusa krompira i najod-
govorniji za njihovo Sirenje u vegetaciji su biljne vasi
(fam. Aphididae) (Tabela 1). Cinioci spoljne sredine
mogu da uti¢u na efikasnost prenosenja virusa, de-
luju¢i na brojnost i aktivnost biljnih vasi (tempera-
tura i dr.). Na preno$enje virusa, zarazavanje biljaka
i stepen zarazenosti krtola utic¢e infekcijski pritisak
koji ¢ine vektorski pritisak (brojnost vrsta vasi vek-
tora virusa) i koli¢ina inokuluma u okruzenju i u
samom usevu (Slika 6). Na vektorski pritisak veliki
uticaj ima klima i vreme koji uti¢u na brojnost i ak-
tivnost biljnih vasi.

Posto biljna va$ usvoji virus na zarazenoj
biljci krompira, u zavisnosti od nac¢ina prenoSenja
(neperzistentan i perzistentan), odmah ili posle
odredenog vremena je sposobna da prenese virus i
zarazi zdravu biljku (biljke) krompira (Raman, 1985;
Bostan et al., 2006). Nakon toga, virus se umnozava
u nadzemnom delu biljke (sistemi¢na zaraza) i za-
razava krtole. Dakle, postoji vremenski period iz-
medu infekcije biljke i infekcije krtola (Beemster,
1987). Perzistentni virusi dospevaju u organizam
vektora, u njemu se umnozavaju i zadrzavaju preko
100 c¢asova, pa ¢ak i ¢itavog zivota. U ovom slucaju
je vas i domacin virusa. Neperzistentni virusi se ne
umnozavaju u telu biljnih vasi nego se samo zadrza-
vaju u njenom usnom aparatu nekoliko ¢asova.

Biljne vasi u naSim uslovima tokom jed-
ne vegetacije mogu da zaraze i viSe od 50% biljaka
zdravog useva, koji u poc¢etku nije imao unutrasnjeg
izvora zaraze (bezvirusni), odnosno zarazenih bilja-
ka. Dve zadnje decenije dvadesetog veka karakteri-
$e intenzivno Sirenje YVKrY, odnosno YVKr'™ kod
nas i u drugim drzavama Evrope (Kus and Hocevar,
1977; Chrzanowska, 1991; MiloSevi¢, 1992a, 1996;
Horvath and Wolf, 1999; Chrzanowska and Doros-
zewska, 2004; Chatzivassiliou et al., 2008). Koji ¢e
se virus intenzivnije Siriti zavisi od vrsta i aktivno-
sti biljnih vasi koje prenose viruse, kao i od koli¢ine
inokuluma (biljaka konzumnog krompira zarazenih
virusom).

Virusi se u toku vegetacije uglavnom prenose
biljnim vasima (Tabela 1). Zato su biljne vasi $tet-
ne jer su vektori virusa krompira (Van Hoof, 1980;
Harrington et al., 1986; Piron, 1986; de Bokx, 1987;
de Bokx and van der Want, 1987; Weidemann, 1988;
Flanders et al. 1991; Woodford, 1992; Thomas, 1997;
King et al., 2004; Sigvald and Hulle, 2004). Myzus
persicae se istice kao najefikasniji vektor virusa
krompira (Sigvald, 1984, 1990; Cloyd and Sadof,

1998; Boukhris et al., 2011).

Razlic¢ite vrste vasi prenose viruse razli¢itom
efikasnos¢u (Harrington and Gibson, 1989). Kod
prenosenja Y-VKr, biljne vasi posle odredenog vre-
mena (i krilate i beskrilne) gube infektivnost, a kri-
late forme nekih vrsta kao A. nasturti zadrzavaju in-
fektivnost duze vreme, $to je znacajno za prenosenje
ovoga virusa na vece distance (Kostiw, 1974, 1975). U
poredenju sa M. persicae, biljna vas R. padi je vek-
tor Y-VKr sa znatno manjom efikasnosc¢u, a kako se
navodi javlja se rano i sa velikom brojnoscu (Kostiw,
1979).

Sigvald and Hulle (2004) navode da je do sada
poznato da 40 vrsta biljnih vasi koje prenose Y-VKr.
VULKT se prenosi vasima koje koloniziraju krompir,
dok Y-VKr moze biti prenet i drugim vasima kao $to
su Rhopalosiphum padi, Brachycaudus helichrysi
i Acyrthosiphon pisum ¢iji domacin nije krompir
(Kostiw, 1980, cit. Sigvald, 1984; van Hoof, 1980).

Za usvajanje VULKT od strane vasiju potreban
je duzi period ishrane na zarazenoj biljci u odnosu
na Y-VKr za ¢ije usvajanje je potrebno veoma kratko
vreme (Kostiw, 1991). Znatno veci broj biljnih vasi
su vektori Y-VKr u odnosu na VULK, te je stoga i od-
nos stepena jednogodiS$nje zaraze biljaka krompira
u korelaciji sa tim (de Box and van der Want, 1987;
Milosevi¢, 1992b). Sigvald and Hulle (2004) navode
da je sada poznato da 40 vrsta biljnih vasi prenose
Y-VKr. Takode, vise vrsta vasiju su vektori Y-VKr¥
(Y-VKr"™) u odnosu na Y-VKr° gde takode dominira
Y-VKr~.

Raman (1985) navodi da se veéina virusa
krompira, medu kojima i Y-Kr, prenosi na neper-
zistentan nac¢in gde je vasi potrebno da se kra-
tko vreme hrani u epidermalnom tkivu kako bi se
kontaminirala virusom. Za usvajanje virusa koji se
prenose na perzistentan na¢in (VULKr) potreban je
znato duzi period ishrane na zarazenoj biljci (20-30
minuta) radi usvajanja virusa, a posle toga i inkuba-
cioni period od nekoliko sati da bi va$ bila sposobna
da prenese virus.

Biljne wvasi predstavljaju najve¢i problem
proizvodnji semenskog krompira u naSoj zemlji,
jer su vektori ekonomski najstetnijih virusa, Y-VKr
i VULKr (MiloSevi¢, 2008, 2009). Veliki broj vrsta
biljnih vasi su vektori virusa krompira od kojih naj-
veci broj vrsta prenosi Y-VKr (de Bokx, 1987), $to je i
razlog da je ovaj virus i najrasprostranjeniji u Srbiji i
drZavama regiona.

Na stepen zaraze krtola virusima utice infek-
cijski pritisak virusa u odredenom regionu (Slika 6).
Najvazniji ¢inioci koji uti¢u na infekcijski pritisak su
brojnost i vrste vektora virusa, koli¢ina inokuluma
u okruzenju i koli¢ina inokuluma unutar useva kro-
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mpira vise kategorije od koje Zelimo proizvesti se-
menski krompir nize kategorije (Gabriel, 1988).

Kojim od ovih ¢inilaca se moze upravljati?
Prvo, koli¢inom inokuluma unutar useva. U na-
§im uslovima izvor zaraze u okruZenju moZemo
samo izbegavati. Pod inokulumom u ovom smislu
podrazumevamo biljke zaraZene virusom, a to je
konzumni krompir koji je kod nas vise od 90% za-
razen Y-VKr. Takode, moZe se upravljati i brojnos¢u
vektora koji naseljavaju krompir (biljne vasi). Mi,
pojedina¢no, ne moZzemo smanjiti, odnosno utica-
ti na smanjenje koli¢ine inokuluma u okruzenju,
odnosno lokalitetu. MoZemo izbegavati izvor zaraze
u okruzenju dislociranjem proizvodnje semenskog
krompira u lokalitete gde nema proizvodnje konzu-
mnog krompira kao izvora zaraze (Milogevi¢, 1998a,
2000, 2009).

Unutrasnji izvor zaraze predstavljaju bole-
sne biljke u usevu koji umnozavamo. I unutrasnjim
izvorom inokuluma mozemo upravljati tako $to za
umnozavanje npr. viSe kategorije semenskog krom-
pira za proizvodnju nize koristimo kvalitetaniji sad-
ni materijal viSe kategorije, sa manjim procentom
zarazenih krtola virusima (npr., ako je za klasu A,
(original) dozvoljeno 2-6% zarazenih krtola, treba
koristiti sadni materijal klase A sa 2% zarazenih kr-
tola). Smanjenje unutrasnjeg izvora zaraze mozemo
vrsiti i ¢iS¢enjem useva, odnosno uniStavanjem za-
razenih biljaka na samom pocetku vegetacije (Ga-
briel, 1988; Milosevi¢, 2009).

U razmatranju pitanja suzbijanja biljnih vasi
kao vektora virusa krompira treba istovremeno
imati u vidu: nac¢in prenoSenja virusa (perzistentan,
neperzistentan), prisustvo spoljnog izvora zaraze
(zarazen - konzumni krompir u okruzenju), pri-
sustvo unutrasnjeg izvora zaraze (zaraZene biljke u
usevu), istovremeno prisustvo i unutrasnjeg i spolj-
nog izvora zaraze i dr.

Pitanje uniStavanja biljnih vasi kao $tetoc¢ina
je drugo pitanje. Biljne vasi se suzbijaju primenom
insekticida kao $to su: pimetrozin, metomil, tiame-
toksam, deltametrin, alfa cipermetrin, hlorpirifos +
cipermetrin, acefat, deltametrin, lambda cihalotrin,
acetamiprid, diazinon, triazamat, bifentrin, endo-
sulfan, azinfos-metil, hlorpirifos, dimetoat, esfen-
valerat, oksidemeton-metil, triazamat, fenitrotion,
metidation, fozalon, malation, mineralno ulje, tia-
kloprid, imidakloprid, dihlorvos i dr.

INTEGRALNE MERE SUZBIJANJA
VIROZA KROMPIRA

Suzbijanje viroza krompira je slozeno i jedi-
no je moguce primenom integralnih mera sa jasno

utvrdenim redosledom imajudi u vidu i viroepide-
miolodku situaciju u regionu (MiloSevi¢ et al., 2007).
Primena mera koje uti¢u na suzbijanje viroza ima za
cilj istrebljenje ili drasti¢cno smanjenje bolesnih bi-
ljaka krompira kao izvora zaraze, sprecavanje zara-
ze semenskog krompira preko dozvoljenih granica
za odredenu Kkategoriju (1% za elitu, 6% za original
i 10% za prvu sortnu reprodukciju), proizvodnju
dovoljnih koli¢ina takvog sadnog materijala i nje-
govu upotrebu u zasnivanju proizvodnje konzum-
nog krompira u visokom stepenu. Suzbijanje biljnih
virusa zasniva se na primeni kompleksa mera koje
mora da se izvedu prema strogom redosledu i u ce-
losti (Milosevi¢, 2000; MiloSevi¢ et al., 2000).

Unistavanje ili izbegavanje izvora zaraze.
Ovo je najvaznija mera kojom se eliminiSe izvor za-
raze virusima ili se on izbegava. Primena ove mere
je uslov za efikasnost i drugih mera.

Sustina suzbijanja virusa je onemogucavanje
(presecenje) lanca zaraze. Zaraza pocinje od spolj-
nog izvora (zarazene biljke krompira u okruzenju,
konzumni krompir) ili unutrasnjeg izvora zaraze
(bolesne biljke u usevu - dozvoljeno prisustvo), a
nastavlja se preno$enjem virusa vektorima (biljne
vasi) do zdrave biljke (semenskog) krompira. Suz-
bijanje viroza se ostvaruje eliminacijom ili izvora
zaraze ili biljnih vasiju kao vektora.

Ako nema izvora zaraze virusima - zaraze-
ne biljke, nema ni problema sa virusnim bolestima
bez obzira na prisustvo vektora. Eliminisanje izvora
zaraze podrazumeva eliminisanje spoljnog izvora
zaraze uzgojem semenskog krompira u podrucjima
bez proizvodnje jelovnog krompira i unutrasnjeg iz-
vora zaraze uzgojem (umnozavanjem) bezvirusnog
semenskog krompira i ¢iS¢enjem semenskog useva
od bolesnih biljaka radi smanjenja unutrasnjeg iz-
vora zaraze. Eliminisanje vektora virusa (biljne vasi)
radi onemogucavanja prenoSenja virusa je mnogo
teze pogotovu kada se radi o prenosenju neperzis-
tentnih virusa (Y-VKr) o ¢emu ¢e detaljnije biti reci,
kasnije (Slike 6, 8).

UniStavanje izvora zaraze bi se jedino mog-
lo provesti zakonskom zabranom sadnje zarazenog
sadnog materijala. Na taj nac¢in bi sadasnji lokali-
teti u nasoj zemlji, koje oznacavamo kao lokaliteti
niskog infekcijskog pritiska bili lokaliteti veoma
niskog infekcijskog pritiska, a drugi bi dobili sta-
tus lokaliteta niskog infekcijskog pritiska virusi-
ma. Zato je, u cilju suzbijanja virusa i proizvodnje
semenskog krompira, osnovna mera zastite kod nas
izbegavanje izvora zaraze. To se, u nasim uslovima,
jedino moze postic¢i rejonizacijom proizvodnje se-
menskog krompira, odnosno njenim lociranjem u
rejone veoma niskog infekcijskog pritiska virusima.



69

Drago Milosevi¢

Na taj nacin se obezbeduje dobra prostorna izolacija
koja garantuje da ¢e se uz pomo¢ drugih mera uvek
proizvesti kvalitetan semenski krompir.

Ukoliko se u podruc¢jima gde se proizvodi
konzumni krompir pokusa proizvesti i semenski,
proizvedene krtole ¢e biti zarazene u daleko ve¢em
stepenu nego $to je dozvoljeno za odgovarajucu ka-
tegoriju bez obzira na primenu drugih mera.

Oni virusi koje prenose viSe vrsta lisnih vasi
su i najrasprostranjeniji, odnosno, najbrze se Sire u
toku vegetacije. To je u nasoj zemlji, za sada, Y-VKr.
Znatno iza ovoga zaostaju VULKr, S-VKr i dr. Dislo-
ciranje proizvodnje semenskog krompira u ,zdra-
va“ podrucja je u prvom redu radi zastite od Y-VKr,
a ukoliko smo postigli cilj, zastita se ostvaruje i od
drugih virusa.

Prostorna izolacija ima isti smisao kao i rejo-
nizacija. Rejonizacija podrazumeva vecu distancu
od izvora zaraze, dok prostorna izolacija u ovom
smislu predstavlja distancu od izvora zaraze unutar
odredenog lokaliteta. Prostorna izolacija izmedu se-
menskog useva nize kategorije mora biti ve¢a nego
izmedu iste kategorije . Kada se radi o sprecavanju
prenoSenja virusa krompira, prostorna izolacija i
od nekoliko stotina metara nema pozitivnog efek-
ta u lokalitetima visokog infekcijskog pritiska. Ona
moze samo doprineti kvalitetu proizvedenog se-
menskog krompira i spre¢avanju prenosenja virusa
u lokalitetima niskog infekcijskog pritiska.

Slika 9. Bezvirus-
ne biljke krompira
dobijene kulturom
tkiva.

Figure 9. Virus-free
potato plants
produced by tissue
culture.

Plodored. Uzgoj semenskog krompira na
istom mestu gde je i prethodne, odnosno prethod-
nih godina uzgajan krompir povecava rizik od
unutrasnjeg izvora zaraze virusima. Virusima za-
razene krtole iz prethodne godine zaostaju u zemlji i
naredne godine daju zarazene biljke kao unutrasnji
izvor zaraze u usevu semenskog krompira koji smo

zasnovali naredne godine. U cilju lak$eg upravljanja
zdravstvenim stanjem semenskog krompira i pro-
izvodnje kvalitetnog sadnog materijala sa $to manje
zaraze krtola virusima, treba redovno menjati po-
vrsine pod semenskim krompirom. Zato na istu po-
vr§inu ne treba semenski krompir saditi najmanje
tri godine uz uslov da su prethodnih godina, hemij-
ski i mehanicki unistavane samonikle biljke rano u
VegetaC1]1 pre formiranja krtola.

Ciséenje useva od bolesnih biljaka. Cisc¢en-
je semenskih useva od bolesnih biljaka je veoma
vazna mera zastite od Sirenja viroza i obavezna
mera u tehnologiji proizvodnje semenskog krom-
pira. Ako mislimo da ¢emo postic¢i pozitivan efekat
tako $to ¢emo uzgajati ,,semenski“ krompir u uslo-
vima raSirenog izvora zaraze, a da ¢emo ciS¢enjem
useva od bolesnih biljaka nadomestiti taj nedosta-
tak, ne¢emo uspeti! Zasto? Ciséenje useva od bole-
snih biljaka vr§imo u prvoj trec¢ini vegetacije na bazi
sekundarnih simptoma virusne zaraze. Bolesna
biljka u usevu krompira predstavlja unutrasnji, bli-
ski izvor zaraze. Zbog toga je neophodno uklanjati
vizuelno virozne biljke sa eventualno formiranim
krtolama. Ukoliko se zakasni u vegetaciji sa uklan-
janjem bolesnih biljaka, povecava se rizik od pre-
noSenja virusa sa zaraZenih na zdrave biljke i zato
ova mera u kasnim fazama nema efekta. Ako smo
zasnovali proizvodnju semenskog krompira u lo-
kalitetu niskog infekcijskog pritiska, ¢iS¢enje useva
od viroznih biljaka ima pozitivan efekat na konac¢an
rezultat - smanjujemo unutrasnji izvor zaraze i tako
smanjujemo mogucnost primarnih zaraza.

Proizvodnja bezvirusnog i osnovnog sad-
nog materijala. Metodom kulture tkiva, in vitro, od
zdrave, bezvirusne biljke ili krtole, brzim umnoza-
vanjem u relativno kratkom vremenskom intervalu
i u prostoru zasticenom od vektora, dobijemo veliki
broj bezvirusnih individua (biljaka, mini ili mikro
krtola) koje nam koriste za dalje umnozavanje radi
dobijanja osnovnog sadnog materijala - super eli-
te i elite (Slika 9). Primena i uspeh ovih metoda u
proizvodnji bezvirusnog semenskog krompira ne
zavisi samo od tehnicke opremljenosti laboratorije
i pratece infrastrukture $to se potvrdilo na nasem i
primeru iz okruzenja. U Srbiji se ova metoda pocela
primenjivati od 1996. i do 2000. godine je potpuno
primenjena i prilagodena datim uslovima, kada je
proizvedena i prva elita na bazi sopstveno proizve-
denog bezvirusnog sadnog materijala (MiloSevi¢ et
al., 1997a; Ruzi¢ et al., 1997; MiloSevi¢ and Brati¢,
2000).

Primena insekticida. Suzbijanje virusa u
procesu proizvodnje semenskog krompira podrazu-
meva primenu viSe mera, a ¢esto se medu tim me-
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rama pominje primena insekticida, s obzirom da je
najznacajniji nac¢in prenoSenja virusa u toku vegeta-
cije u polju biljnim vasima (Mowry, 2005; Van Toor
and Teulon, 2006; Kotzampigikis et al., 2008; Nolte
etal., 2009).

Cinjenica da su biljne vasi vektori virusa u
toku vegetacije, namece logican zaklju¢ak da pri-
mena insekticida resava taj problem S$to se posebno
istice u publikacijama koje reklamiraju insekticide
(Radcliffe,2006).

Rezultati istraZivanja kod nas pokazuju da
se Y virus, koji se inace prenosi na neperzistentan
nacin, najbrze Siri u uslovima Srbije i drzava regi-
ona (MiloSevi¢, 1992b; Horvath and Wolf, 1999).
VULKTr je drugi ekonomski Stetni virus u nasoj ze-
mlji, a njegovo pocetno Sirenje (zarazavanje zdravih
biljaka krompira u prvoj godini) znatno zaostaje za
Y-VKr. Tako je odnos Sirenja ova dva virusa 20:1-2
(Milosevic, 1992b). Identi¢an odnos S$irenja Y-VKr
i VULKr navode i istraziva¢i iz Madarske (Basky,
2002), Turske (Bostan and Haliloglu, 2004; Bostan
et al., 2006), Gr¢ke (Chatzivassiliou et al., 2008) i dr.

Hemijska zastita zavisi od nacina prenoSenja
virusa vektorima. Y-VKr se prenosi na neperzisten-
tan nacin pri ¢emu je vas za kratko vreme ishrane
(probe) na zarazenoj biljci kontaminirana (stilet)
virusom i, takode, za kratko vreme joj je potrebno
da ga prenese i zarazi drugu (zdravu) biljku (Notle
etal., 2009).

[strazivanja izvedena u naSim uslovima, u
lokalitetu visokog infekcijskog pritiska Y-VKr po-
kazuju da primena insekticida nema efekta u spre-
¢avanju prenosSenja ovog virusa, ¢ak je dokazano
da primena insekticida i pospesSuje zarazu. Ovo se,
naravno, odnosi na efekat sprec¢avanja prenosenja
virusa sa spoljnjeg izvora zaraze - zarazenih bilja-
ka krompira u lokalitetu. Da upotreba insekticida
uti¢e na smanjenje populacije biljnih vasi na bilj-
kama krompira, ali ne smanjuje, nego, naprotiv, u
manjem procentu povecava zarazu biljaka Y-VKr
potvrduju i drugi istrazivaci (Birecki i sar., 1967, cit.
Gabriel et al., 1982; Raman, 1985; Peters, 1987; Ga-
briel, 1988; Milosevi¢, 1996a; Radcliffe, 2006; Van
Toor and Teulon, 2006; Notle et al., 2009). Insek-
ticidi su neefikasni u zastiti od infekcije virusa koji
se prenose na neperzistentan nacin (Raccah, 1986;
Perring et al., 1999; Hooks and Fereres, 2006, Milo-
Sevic i sar., 2012).

Ima slucajeva kada primena insekticida u
sprecavanju preno$enja Y-VKr ima efekta. Ako Ze-
limo da od, npr. kategorije original (sa maksimal-
no 6% zarazenih krtola) proizvedemo Kkategoriju I
sortna reprodukcija, to je jedino mogucée u uslovima
niskog infekcijskog pritiska virusima kakav je kod

nas u visokim planinskim podruc¢jima. Veca je ve-
rovatnoca da ¢emo proizvesti prvu reprodukciju sa
maksimalno 10% zaraZenih krtola ako je original sa
manjim procentom virusima zarazenih krtola. Me-
dutim, i u tim podruc¢jima ima vasi koji su vektori
Y-VKr (Milogevi¢ and Petrovic, 1996). U tom sluca-
ju, iako je manji rizik od donos$enja virusa vasima iz
okruZenja (sa izvora zaraze van useva), postoji rizik
od preno$enja virusa sa zarazenih biljaka na zdrave
biljke unutar useva. U tom sluc¢aju primena insek-
ticida moze imati efekta (Milogevi¢, 1998). Kotzam-
pigikis et al. (2008) navode da su insekticidi efika-
sniji u sprecavanju prenoSenja virusa sa unutrasnjeg
izvora zaraze nego sa spoljnjeg izvora zaraze.

S obzirom na drugaciji na¢in prenoSenja bilj-
nim vasima VULKr, istraZivanja pokazuju da pri-
mena insekticida ima efekta u zastiti zdravih biljaka
od prenoS$enja virusa sa spoljnjeg izvora zaraze (Wo-
odford, 1992; Sigvald and Hulle, 2004; Van Toor and
Teulon, 2006, Milogevi¢, 2009). AKo tretiramo usev
semenskog krompira insekticidima, vas koja ,nosi“
virus usvojen na izvoru zaraze u okruzenju u perio-
du inkubacije, tj. u vremenu od usvajanja virusa do
mogucnosti njegovog preno$enja ishranom na zdra-
voj biljci tretiranoj insekticidom, usvojice insekticid
pre nego Sto prenese virus. Na taj nacin ¢e pre ugi-
nuti nego Sto prenese virus. Poseban efekat insek-
ticidi imaju kod sprecavanja prenosenja VULKr sa
zarazenih na zdrave biljke unutar useva semenskog
krompira. Taj efekat je slican onome kod sprecava-
nja prenosSenja Y-VKr sa zarazenih na zdrave biljke
krompira unutar useva semenskog krompira.

Efikasnost sistemi¢nih insekticida u spreca-
vanju Sirenja VULKr potvrduju i mnogi istrazivaci
koji su se bavili ovom problematikom, preporu-
¢ujuci njihovu primenu u proizvodnji semenskog
krompira (Fernow and Kerr, 1953; Broadbent et al.,
1956; Gabriel, 1988; Rasocha and Trnkova, 1988;
Beukema and van der Zaag, 1990). Prema Peters-u
(1987) primena insekticida moze biti efikasna u
sprecavanju Sirenja VULKTr sa biljke na biljku u use-
vu, a manje efikasna u sprecavanju Sirenja VULKr
sa zarazenih biljaka iz useva na zdrave biljke u dru-
gom usevu. Hooker (1986) radi kontrole, odnosno
suzbijanja VULKr preporucuje primenu sistemi¢nih
insekticida.

Primena mineralnih ulja. Primena mineral-
nih ulja ima efekta na sprec¢avanja prenosenja Y-VKr
(Dedic, 1986; Radcliffe, 2006). Istrazivanja kod nas,
u uslovima visokog infekcijskog pritiska (Milose-
vi¢, 1996a) pokazuju da sedmodnevna primena 3%
emulzije ulja ima efekta ali da ona ne moze obezbe-
diti zastitu semenskog useva na tom nivou da zaraza
bude u tolerantnim granicama za odredenu katego-
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riju. Dakle, ova mera moZe imati puni efekat samo
ako je semenska proizvodnja locirana u uslovima
nizeg infekcijskog pritiska.

Orijentacija semenskih useva u odnosu na
polja pod krompirom. Orijentacija polja pod se-
menskim krompirom treba da je takva da najc¢esci
vetrovi duvaju od semenskog useva vise kategorije
(zdravijeg) ka usevu nize kategorije. Ako vetar duva
preko useva nize kategorije (sa ve¢im dozvoljenim
procentom virusima zarazenih biljaka) ka semen-
skom usevu viSe kategorije (manji procenat viro-
znih biljaka), prenosi sa zarazenog useva vasi koje
nose virus prema zdravijem usevu, $to povecava
rizik od prenoSenja virusa i zaraze zdravih biljaka.

Monitoring krilatih formi biljnih vasi. Utvr-
deno je da postoji pozitivna korelacija izmedu broj-
nosti uhvacenih krilatih formi biljnih vasi u usevu
krompira i stepena zarazavanja biljaka krompira
Y-VKr i VULKr (van Harten, 1983; Sigvald, 1990; Ba-
sky, 2002, 2006), odnosno brojnosti Myzus persicae
i % infekcije biljaka VULKr (Nanafi et al., 1989). S
obzirom na tu ¢injenicu vr$i se i pra¢enje vremena
pojave, brojnosti i vrsta biljnih vasi. Zato ranije uni-
Stavanje cime obezbeduje zdravije krtole semenskog
krompira (Mnari et al., 1999).

Pojava vecéeg broja biljnih vasi je signal da tre-
ba prekidati vegetaciju kako bi se smanjio rizik od
infekcije biljaka virusima. Medutim, i u slucaju da
biljna va$ prenese virus sa izvora infekcije na zdravu
biljku imamo jo$ vremena u zavisnosti od starosti
biljke u vreme zaraze (Beemster, 1987) da spre¢imo
da virus iz nadzemnog dela dospe do krtola i tako
poveca procenat zarazenih krtola.

Starije biljke su manje osetljive na virusnu
infekciju (starosna otpornost) pa je i translokacija
virusa iz lista do krtola sporija (Sigvald, 1985; Beem-
ster, 1987). Tako da se kasnijim infekcijama smanju-
je procenat zarazavanja krtola i obrnuto.

Za biljne vasi je atraktivna boja koja reflektuje
svetlost spektra 500-700 nm te se u tu svrhu koriste
zute lovne posude za pracenje leta biljnih vasi (Moe-
riche, 1955). Pracenje brojnosti i vrsta biljnih vasi
vrsi se pomocu usisnog sistema (suction trap, ST)
i zutim lovnim posudama (yellow pan traps, YPT)
(Turl, 1983; Kostiw, 1999; Stufenks et al., 2000; King
et al., 2004; Petrovi¢-Obradovic¢ i sar., 2006, Vucetic¢
i sar., 2013). Odreduje se pik leta i dominantne vr-
ste. Na bazi kriti¢nog broja i efikasnosti vrsta vasiju
u prenos$enju virusa sticu se, sa tog aspekta, uslovi
da se donese se odluka o prekidu vegetacije (Kirch-
ner et al., 2009).

Monitoring biljnih vas$i ima smisla samo u
uredenom semenarstvu krompira. Na zalost takva
mera u naSim uslovima, za sada, nema nikakvog

pozitivnog efekta. U Srbiji je dozvoljena proizvod-
nja ,semenskog® krompira u uslovima visokog in-
fekcijskog pritiska. U takvim uslovima se ostvaruje
masovna zaraza ,semenskih useva“ krompira na
pocetku vegetacije Sto se nesporno odrazava na ma-
sovno zarazavanje biljaka, a samim tim i krtola. U
toj fazi zaraze biljaka Y-VKrN virus se brze translo-
cira u krtole. To je jedan od klju¢nih razloga Sto de-
sikacija nema ili ima vrlo mali efekat ako se semn-
ski krompir uzgaja u uslovima visokog infekcijskog
pritiska bez obzira na eventualni monitoring biljnih
vasi. Prakti¢no, u takvim lokalitetima i ne treba do-
zvoliti zasnivanje proizvodnje semenskog krompira.
Kod kasnije inficiranih biljaka u vegetaciji Y-VKr i
VULKr manji je procenat zaraZenih krtola u odno-
su na ranije inficirane biljke u vegetaciji (Beemster,
1976, 1987; Sigvald, 1985; Gibson, 1991).

Kakav je efekat monitoringa biljnih vasi u lo-
kalitetima gde je jedino moguce u Srbiji proizvesti
semenski krompir? Zasnivanje semenskih useva u,
npr. Sjenici i okolini se obavlja od 10. maja do kra-
ja juna. Desikacija radi moguc¢nosti vadenja krtola
pocinje poc¢etkom septembra, a zavrSava se pocet-
kom oktobra. I u ovakvim okolnostima zbog po-
gorSanja vremena nekada na desetine hektara se-
menskog krompira ostane nepovadeno - propadne.
Dakle, ovde nema prostora za pracenje leta biljnih
vasi da bi se, na bazi toga, vrSio prekid vegetacije
(Milogevi¢, 2006). Sli¢na situacija je sa sadnjom i
vadenjem krompira na Vlasini, Kopaoniku i drugim
podrudjima (licna komunikacija sa proizvodac¢ima
semenskog krompira u Srbiji).

Da bi se obavilo vadenje krompira na vreme
bez rizika da, kao $to se ¢esto deSava, ostanu nepo-
vadene velike povrsine zbog loSih vremenskih pri-
lika, mora se na vreme obaviti desikacija semenskih
useva. S obzirom na skracen vegetacioni period i
nuznost vadenja krtola sa dozrelom pokoZicom,
neophodno je izvr$iti uniStavanje cime najmanje 15
dana pre pocetka vadenja krtola. Dakle, u takvim
lokalitetima pracenje brojnosti vasi radi eventual-
nog prekida vegetacije ne bi generalno imalo smisla,
osim ako se dugogodi$njim istrazivanjima utvrdi
drugacije (Milosevic, 2006).

Ako pratimo brojnost biljnih vasi u regionima
visokog infekcijskog pritiska virusima, gde se, na-
zalost proizvodi ,.semenski” krompir, prac¢enje leta
(brojnosti) vasi nema nikakvog efekta. Zasto? Zato
$to je prisutan brojan izvor zaraze u okruZenju pa
se zaraza preko dozvoljene granice ostvari na sa-
mom pocetku vegetacije. Iskustva pokazuju da je u
lokalitetima gde je vrSeno pracenje leta biljnih vasi
kod nas, nemoguce proizvesti semenski krompir
bez obzira na primenjene mere u zastiti od zaraze
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virusima (Guca i Cac¢ak) (Petrovi¢-Obradovi¢ i sar.,
2006).

Da bi se sprecilo prenoSenje virusa u toku ve-
getacije moraju se preduzeti neke druge mere koje
e to spreciti (Sigvald and Hulle, 2004) kao $to su
sadnja bezvirusnog semenskog krompira, lociranje
useva semenskog krompira u posebne regione - lo-
kalitete, ranija sadnja naklijalog krompira, podesiti
period uzgoja sa manje vektora, primena mineral-
nih ulja, primena insekticida u nekim slucajevima,
uklanjanje zaraZzenih biljaka rano u vegetaciji, uni-
Stavanje cime pre nego Sto virus zarazi krtole i pro-
gnoza virusa pre zaraze krtola i dr.

Da bi pracenje vremena pojave, brojnosti i
vrsta krilatih formi biljnih vasi u cilju unapredenja
semenarstva krompira imalo efekta, moraju se pre-
duzete sledec¢e mere:

1. Celokupna proizvodnja semenskog krom-
pira mozZe biti locirana iskljucivo u lokalitetima ni-
skog infekcijskog pritiska virusima da bi ova mera
imala efekta;

2. Za svaki lokalitet — podrudje, gde je locira-
na proizvodnja semenskog krompira ispitati efekat
pracenja biljnih vasi i moguénosti prekida vegeta-
cije;

3. Sakupljanje vasi ne mogu vr$iti proizvodaci
ved¢ stru¢na ustanova sa obucenim ljudima za deter-
minaciju vrsta biljnih vasi;

4. Drzava, odnosno Ministarstvo poljoprivre-
de, treba da organizuje posao oko pracenja broj-
nosti i vrsta biljnih vasi kada se za to steknu uslovi;

5. Iskljuciti lokalitete gde je jednogodis$nja za-
raza veca od 30, 40, ¢aki50%, jer u takvim uslovima
niti jedna niti kompleks mera moze suzbiti zarazu
virusima, a prac¢enje brojnosti i vrsta vasi predstavlja
samo trosak koji daje negativan efekat.

Prevremeni prekid vegetacije. Prevremeni
prekid vegetacije se vr$i na bazi prognoze moguceg
zaraZavanja krtola semenskog krompira. Zaraza bil-
jaka se ostvaruje preko vektora virusa - biljnih vasi.
Virus se u biljci, nakon infekcije, umnozi u svim
delovima biljke i iz zarazenog lista biljke, posle od-
redenog vremena, prelazi i zarazava krtole. Duzina
perioda translokacije virusa iz lis¢a do krtola zavisi
od virusa, sorte krompira, vremena infekcije u od-
nosu na period vegetacije (ranije ili kasnije u vege-
taciji) i sl. Cinjenica je da je pri ranoj zarazi u vege-
taciji taj period kradi, a u kasnijoj zarazi duzi. Prema
nekim podacima najbrze se translocira YVKrN koji
je i najraSireniji i virus koji se najintenzivnije Siri u
polju.

U slucaju da se u odredenom podrudcju pojavi
intenzivan let vasi kada je usev krompira u odmakloj
fazi vegetacije, odnosno kada je formiran optimalan
broj krtola po broju i veli¢ini, radi sprecavanja infek-

cije i translokacije virusa u krtole predlaze se prevre-
meni prekid vegetacije. Da bi proizvedene krtole se-
menskog krompira pripadale odredenoj kategoriji,
odnosno, da zaraza krtola ne bi bila veca od dozvolje-
ne preporucuje se prevremeno unistavanje nadzem-
ne mase. Skracenjem perioda vegetacije smanjuje se
rizik od primarnih zaraza biljaka i translokacije vi-
rusa do krtola i njihove zaraze. U tom slucaju ranije
ostvarene zaraze virusima (nekoliko dana pred desi-
Kkaciju) nece uspeti da zaraze krtole.

UniStavanje nadzemne mase krompira, cime,
moze se obaviti na dva nac¢ina: mehanicki i hemij-
ski. Mehanic¢ki na¢in uniStavanja cime se izvodi ta-
rupiranjem, ¢upanjem cime i sl. Tarupiranje se vrsi
masinom sa rotiraju¢im nozevima na vertikalnoj ili
horizontalnoj osovini, tarupom. Hemijsko unista-
vanje cime se vr$i odgovaraju¢im hemijskim sred-
stvima, herbicidima, desikantima. Preporucena
koli¢ina preparata herbicida moze biti primenjena
jednokratno ili u split aplikaciji (podeljena koli¢i-
na preparata primenjena u razmaku od nekoliko
dana). Primena desikanta je bolja u split aplikaciji
zbog eventualnog ostecenja krtola nekih sorti osetl-
jivih na nagli prekid vegetacije.

Za desikaciju krompira se mogu koristiti pre-
parati na bazi herbicida dikvat i glufosinat-amo-
nijum. Glufosinat-amonijum (Basta-15, Finale-15,
2,5-3,51/ha /150 g/1 a.m./) i dikvat-dihlorid (Reglo-
ne forte, Didikvat, 4-5 1/ha /150, odnosno 140 g/l
a.m./).

Poljski pregled useva semenskog krompira.
Poljski pregledi semenskih useva se zasnivaju na vi-
zuelnoj metodi utvrdivanja prisustva viroza i drugih
bolesti koje su ogranic¢avajudi ¢inilac kategorizacije
semenskog krompira. Da bi se poljskim pregledima
utvrdilo stvarno stanje zarazenosti biljaka virusima
i time uticalo na kvalitet proizvedenog semenskog
krompira u pogledu stepena zaraze virusima mora
se prethodno ispuniti nekoliko uslova:

1. Strucnjaci koji vrse pregled useva (aproba-
ciju) moraju poznavati simptome koje prouzrokuju
pojedini virusi, odnosno sojevi virusa. Zato bi bilo
neophodno da svi oni koji vr$e kontrolu proizvod-
nje, poljske preglede, a koje angazuje drzava, pe-
riodi¢no produ kratak kurs i obnove znanja iz ove
oblasti.

2. Poljski pregledi moraju biti izvedeni u vre-
me kada se najbolje uoc¢avaju simptomi zaraze. Prvi
pregled je u fazi intezivnog porasta, a drugi pregled
najkasnije do faze cvetanja. Ukoliko se u prvom pre-
gledu uoci prisustvo bolesnih biljaka u procentu
ve¢em od dozvoljenog, usev se odbija odnosno ne
priznaje kao semenski. Ukoliko se utvrdi u prvom
pregledu da je u semenskom usevu prisutan manji
broj zarazenih biljaka od maksimalno dozvoljenog,
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proizvodacu se nalaze da do drugog pregleda ocisti
usev, odnosno eliminiSe sve vidljivo bolesne biljke.
Proizvodac treba to da uradi iako procenat vidljivo
zarazenih biljaka ne prelazi dozvoljeni procenat bo-
lesnih biljaka u usevu. Ovim se uklanja unutrasnji
izvori zaraze koji mogu da povecaju zarazu krtola
preko dozvoljene, a koja ce tek biti otkrivena u po-
sttestu (Milosevic, 2009).

Postkontrola. U cilju sprecavanja Sirenja vi-
rusa sadnim materijalom i proizvodnje kvalitetnog
semenskog krompira vrsi se postkontrola, odnosno
post test proizvedenih krtola na viruse. Poljskim
pregledima se uglavnom utvrduje stepen sekun-
darne zaraze biljaka (zarazene biljke poreklom od
sadenih zarazenih krtola). Zbog toga je neophodno
utvrditi stvarno zdravstveno stanje proizvedenog
semenskog krompira neposredno po vadenju. Da-
nas se posttest izvodi testiranjem dobijenih biljaka
iz okaca ELISA testom na ekonomski najznacajnije
viruse krompira. Kvalitetno uraden test na viruse
doprinosi suzbijanju Sirenja virusa krompira.

Centralno kontrolno polje. Kontrolno polje
predstavlja javno predstavljene rezultate rada proiz-
vodnje semenskog krompira od strane proizvodaca,
a posebno od strane ustanova koje su vrsile poljske
preglede, odnosno postkontrolu. Da bismo dobi-
li pravu sliku o kvalitetu proizvedenog semenskog
krompira u toku prethodne godine, a posebno sliku
o kvalitetno uradenom post testu, Uprava za zastitu
bilja pri Ministarstvu poljoprivrede koja je nadlez-
na za semenarstvo krompira treba da organizuje
sadenje duplikata uzetih uzoraka za postkontrolu.
Ovo bi imalo uticaj na rad i kriterijume aprobatora,
onih koji vr$e postkontrolu (post test) i proizvodaca
semenskog krompira. Ovakav nacin rada bi izuzet-
no podsticao kvalitet, $to je u ovoj oblasti nezamen-
ljivo, a drzavi Srbiji je potrebno radi unapredenja
proizvodnje semenskog krompira. To treba da bude
stalni projekat Ministarstva poljoprivrede.

ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja rasprostra-
njenosti, brzine Sirenja, Stetnosti i mogucnosti suz-
bijanja virusa krompira kod nas i u svetu mogu se
izvesti sledec¢i zakljucci:

1. Virusi krompira u Srbiji i drzavama regiona
su stalni ekonomski naj$tetniji prouzrokovaci bo-
lesti krompira;

2. S obzirom na njihovu rasprostranjenost i
brzinu Sirenja, moze se konstatovati epidemija Y vi-
rusa krompira.

3. Najrasprostranjeniji virusi krompira kod
nas i drzavama regiona su, na prvom mestu Y-VKr, a
slede VULKTr i S-VKr;

4. Virusi krompira su u Srbiji najveci uzro¢ni-
ci niskih prinosa $to je posledica akumulacije virusa
u krtolama koje se koriste kao sadni materijal;

5. Virusi krompira su ogranicavajuci c¢ini-
lac proizvodnje kvalitetnog semenskog krompira u
koli¢inama koje su potrebne Srbiji, a za zasnivanje
proizvodnje konzumnog krompira;

6. Suzbijanje virusa krompira je sloZzen posao
koji se ostvaruje kroz sistem integralnih mera sa jas-
no utvrdenim redosledom;

7. U uslovima visokog infekcijskog pritiska
virusima kakvi su kod nas, izbegavanje izvora za-
raze virusima i dislociranje proizvodnje semens-
kog krompira u planinska podrucja, predstavljaju
osnovne mere suzbijanja virusa.
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Potato viruses are among the most important and dangerous crop pathogens. The high le-
vel of virus infection in potato crops in Serbia is responsible for the long-lasting epidemics
that will continue to be a constraint to seed potato production for a long period of time.
Potato virus Y, PVY i.e. its necrotic strain (PVYN™) is the most widespread virus in Serbia
which causes severest damage to both table-stock and seed potato production in Serbia.
This virus is a limiting factor for seed potato production not only in Serbia but also in
surrounding countries. In table-stock potato crops, more than 90% of plants are infected
with PVY. This PVY infection leads to high yield reductions and almost unsolvable pro-
blems in seed potato production. The second largest virus in terms of economic damage is
potato leaf roll virus, PLRV. Apart from reducing table-stock potato yields and causing seed
potato production problems, potato viruses bring diseases to tubers which make them lose
their marketable value. For example, the necrotic strain of potato virus Y (PVYN™Y) causes
tuber ring necrosis disease in some, primarily sensitive, cultivars, which is an additional
problem. During the growing season, viruses are transmitted by aphids in a non-persistent
(PVY) or persistent (PLRV) manner. These are important facts essential to establishing an
adequate crop protection system involving the use of insecticides to control vectors and
ensure protection against virus transmission. In order to resolve potato virosis problems, it
is vital to understand the characteristics of virus transmission, mode of transmission from
one growing season to another and, in particular, during the season, virus distribution,
effects and sequence of measures used to control these two viruses and, hence, other minor
viruses. Protection measures involve the production of seed potato within allowable infe-
ction levels and its use in table-stock potato production. Given the high infection pressure
occurring due to the spread of sources of infection under conditions in Serbia, seed potato
crop protection includes a set of strictly sequenced control measures. This is the only way
to keep viroses under control and, accordingly, improve seed potato production and, hence,
potato production for different purposes.

Key words: potato virus Y, potato leaf roll virus, potato, aphids, virus vectors, integrated
virus control measures
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Measuring amount of shikimate and chlorophyll content of hybrids of malze, line of soybe-
an, C. canadensis and L. rigidum populations were examined after application of 1 kg a.e.
ha! of the herbicide product TOUCHDOWN?" Sactive ingredient: glyphosate trimesium salt
(syn. sulfosate), 500 g L''C. Samples collected 2, 4 and 6 day after treatment. Changes in

REZIME

amount of shikimate in treated plants vs control were significant for S plants and nosignifi-

cant for R plants. Content of chlorophyll in tretaed plants were statisticaly lower vs nontre-
ated plant in every tested poulations/lines/hybrids, except in hybrids of malze (differences

were not significant).

Key word: weeds, crops, shikimate, chlorophyll

INTRODUCTION

Glyphosate is used mainly for postemer- her-
bicide control of monocot and dicot weeds in gly-
phosate resistant crops (GR), in ruderal habitat and
stubbles. After expiry of patents in the 90s, glypho-
sate became a common herbicide manufactured
and distributed by several companies (Marsh et al.,
2006). Glyphosate causes relatively few ecological
and toxicological side effects (Giesy et al., 2000).
It binds to 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase (EPSPS) enzyme, which consequently in-
hibits the biosynthesis of the aromatic amino acids
- tryptophan, tyrosine and phenylalanine (Siehl,
1997, Feng et al., 2004; Dill et al., 2010). Therefore,

by inhibiting shikimate pathway, synthesis of aro-
matic amino acids is interrupted. Applied in dos-
ages of about 1 kg a.e. ha' or more, glyphosate is a
non-selective herbicide. It is taken up by leaves of
target plants and is also translocated to plant roots,
which enables a systemic activity. Herbicide re-
sistant weeds are having a major impact on world
agriculture. Alternatively, ineffectiveness of glypho-
sate may be due to natural tolerance of larger plants
(Wu et al., 2008) and/or environmental conditions
(Somervaille, 2004).

This paper reports on the evaluation of re-
sistance of Soybean lines, Maize hybrids, Conyza
canadensis and Lolium rigidum populations by
shikimate and chlorophyll content methods.
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MATERIAL AND METHODS

Experiment was conducted under controlled
environmental conditions (temp. 22.8/10.5°C day/
night, 54.6% RH, 12:12h period) at the University of
Pretoria. Seeds of soybean (GRS, SS), maize (GRM,
SM), C. canadensis (CC) and L. rigidum (LR, LPR,
LS) were planted in 1 L pots and placed in green-
house. Watered every second day and fertilized as
needed. Resistant seed of L. rigidum (LR) was pro-
vided by the Institute for Plant Production, West-
ern Cape, SA. Susceptible (LS) and presumably re-
sistant (LPR) seeds were collected in cereals near
the Western Cape. Plants were treated with 1 kg a.e
ha' TOUCHDOWN® Sactive substance: glyphosate
trimesium salt, 500 g L'C. Treatments were per-
formed 4 weeks after planting using the indor hand
sprayer equipped with an RS-MM 110°/04 nozzles
and applying 300 L water per ha at 276 kPa. The ex-
perimental design was a full randomization. Sam-
ples were collected from sprayed and unsprayed
plants, in both varieties 2, 4 and 6 DAT (days after
treatment).

Extraction of Shikimate: Plant material was
ground using mortar and pestle in liquid nitrogen.
About 1.5 g of grounded material was mixed with
10 ml 1M HCI and shaked for 24 h. pH was adjusted
with 1M NaOH and 0.1IM NaOH to pH = 3.0 - 3.5.
Analysis of Shikimate (HPLC) was performed using
a method of Mueller et al. (2003). Material extracted
as described above was then centrifuged at 15.000
g for 5 min to remove any particulate matter. An
aliquot (20 pl) of the supernatant was injected into
Water HPLC (Hewlett Packard Agilent 1100 series,
DAD (Diode Array Detector), Lune-NH,, column di-
ameter 5 pl, flow 1 ml min™).

Extraction of Chlorophyll: Plant material was
ground using mortar and pestle in liquid nitrogen.
About 0.5 g of grounded material was mixed with
5 ml methanol (in the dark) and analyzed on spec-
trophotometer (Beckman Coulter, DU 530, Life Sci-
ence UV/VIS Spectrofotometer). Before the reading
of chlorophyll content samples were centrifuged at
1500 rpm. Chlorophyll absorption was measured at
wavelenghts of A=653 i A=666.

Statistical analysis was performed with the
SigmaPlot 4.0 software.

RESULTS

A significant amount of shikimate was dete-
cted in soybean plants of SS line: on the second day
19,6, on the fourth day 28,4x and on the sixth day
30,7x more after applying herbicide when compa-
red to the values measured before treatment (Fig. 1).
In the GRS line the amount of shikimate was close
to the values measured in the control: on the second
day 2,3x, on the fourth day 3,9x and on the sixth day
1,9x more than in the control. Based on this, it can
be concluded that the GRS line of soybean has rea-
cted mildly to the presence of herbicide, and that on
the 6th DAT it has already recovered from the stress
recorded on the second and fourth DAT (Fig. 1).

The results recorded for the treated SM mai-
ze hybrid plants show an increase in the shikimate
amount: 3,2x on the second day, 3,1x on the fourth
day and 1,6x on the sixth DAT. Unilke the sensiti-
ve hybrid type, glyphosate resistant maize hybrid
didn’t react to the 1 kg a.e. ha! herbicide applicati-
on (Fig. 2).

With all tested L. rigidum populations (LS, LR
and LPR), an increase in the amount of the shiki-
mate two days after herbicide treatment was regi-
stered. On the fourth and sixth day of the analysis
this tendency of increase continued with LS (4,8x
and 5,2x) and LPR (2,4x and 2,9x) populations,
while with LR population a decrease in the shiki-
mate amount was detected (Fig. 3).

Analysis of the shikimate amount in C.cana-
densis plants showed a tendency for accumulation
of shikimate in treated plants, when compared to
the values measured before herbicide application
(Fig. 4). However, if the 2-6 DAT trend is analysed, a
tendency for a decrease in shikimate content can be
registered, which could imply a tendency of plants
to overcome the stress caused by herbicide tre-
atment by methabolic degradation of shikimate, al-
though the amount measured was still greater than
the amount measured in the non-treated plants
(3,8x on the second day, 7,7x on the fourth day and
2,5x more on the sixth day; Fig. 4).
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Figure 1. Shikimate content of SS and GRS lines of
soybean vs day of sampling after treatment with 1
kg a.e. ha-1 glyphosate

Slika 1. Sadrzaj Sikiminske kiseline kod SS i GRS
linija soje u odnosu na dan uzorkovanja posle pri-
mene 1 kg a.m. ha-1 glifosata
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Figure 3. Shikimate content of LS, LPR and LR pop.
Of L. rigidum vs day of sampling after treatment
with 1 kg a.e. ha-1 glyphosate

Slika 3. Sadrzaj Sikiminske kiseline kod LS, LPR i
LR pop. L. rigidum u odnosu na dan uzorkovanja
posle primene 1 kg a.m. ha-1 glifosata

The chlorophyll content extracted by metha-
nol from the treated plants was statistically signifi-
cantly lower than in the non-treated plants, with all
plants tested, except for maize (where this differ-
ence was not statistically significant) (Table 1). Dif-
ferences between treated and control plants were
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Figure 2. Shikimate content of SM and GRM
hybrids of maize vs day of sampling after treatment
with 1 kg a.e. ha-1 glyphosate

Slika 2. Sadrzaj Sikiminske kiseline kod SM i GRM
hibrida kukuruza u odnosu na dan uzorkovanja
posle primene 1 kg a.m. ha-1 glifosata

—e—CC
£ g 2.407
£
&
‘Tm‘_, 15 1177
oL
ot o3 0713
o 90.
< 0 2 4 6
% Day after treatment

Figure 4. Shikimate content of CC pop. Of C. cana-
densis vs day of sampling after treatment with 1 kg
a.e. ha-1 glyphosate

Slika 4. Sadrzaj Sikiminske kiseline kod CC pop.

C. canadensis u odnosu na dan uzorkovanja posle
primene 1 kg a.m. ha-1 glifosata

somewhat more pronounced with the SS soybean
line (p<0,001) that with the GRS line, in all mea-
surement periods and with all chlorophyll param-
eters measured (except for chlorophyll a content,
where these differences were at the p<0,05 and
p<0,01 levels of significance, Table 1, Figure 5a,b).
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Figure 5a. Totall amount of chlorophyll vs. days
after treatment, S soybean line

Slika 5a. Ukupan hlorofil vs. dani uzorkovanja
posle primene, S linija soje

Figure 5b. Totall amount of chlorophyll vs. days
after treatment, R soybean line

Slika 5b. Ukupan hlorofila vs. dani uzorkovanja
posle primene, R linija soje

Table 1. Amount of chlorophyll (mg g-1 fresh weight) in control and treated plants with 1 kg a.e. ha-1 glyp-

hosate population of weeds and crops (LSD test).

Tabela 1. Sadrzaj hlorofila (mg g-1 sveZze mase) u kontroli i tretiranim biljkama sa 1 kg a.m. ha-1 glifosata

populacija korova i useva(LSD test).

Average Sataistical differences
Soybean Mayze C.canadensis Soybean Mayze C.canadensis
6 day after treatment
Resistant populations
C 6282286 39,83+8,21 62,08+0,71
Totall chl T 51574983 450241044  59.70+0.63 o NS -
C 228077 24254141 23.66:-0.47
Chl.a T 2447105 24.44:243 24.11+0.38 ** NS NS
C  40,0043,61 15574748 38.43+0.91
ChlLb T  27.18+10,64  20.58+9.27 35.70+0.89 ** NS **
) C  0,57+0,08 1.56£0.75 0,6140,06
a:b T 090052 1,19+0.57 0.67+0.06 * NS NS
Susceptible populations
C 5594823 41,75:6,53
Totall chl T 2756£11.05  33,37+15.04 - NS -
Chla C 2433172 24,90+2,17 ) . . )
- T 18112492 19,034 83
C  31,60+9,89 16,85+4.67
ChLb T 946629 1434=11,32 e NS -
) C  0,77+039 1,48£0.31
azb T 191058 1330.57 - o NS -

p<0,001 **%*; p<0,01**; p<0,05*; NS - not statistically significant

By analysing the results obtained for total
chlorophyll content (Figure 6a,b), chlorophyll a
and chlorophyll b content and chlorophyll a:b ra-
tio, in both maize hybrids, no statistically signi-
ficant differences were confirmed for the values

registered before and after herbicide treatment,
with the exception of GRM hybid 2 DAT for chlo-
rophyll a content (p<0,01) and SM hybrid 2 and
6 DAT, also for chlorophyll a content (p<0,05,
p<0,01) (Table 1).
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20,07% 6
DAT

Figure 6a. Totall amount of chlorophyll vs. days
after treatment, S maize hybrid

Figure 6a. Ukupan hlorofil vs. dani uzrkovanja
posle tretmana, S hibrid kukuruza

Based on the results obtained and data analy-
sed for C. canadensis population, it was determined
that the results are statistically significantly diffe-
rent or highly different, for nearly all the chlorophyll
parameters analysed in treated plants, when com-
pared to the values measured before 1 kg a.e. ha'
glyphosate application (p<0,05, p<0,01, p<0,001),
except for 6 DAT for chlorophyll a content and chlo-
rophyll a:b ratio (Table 1, Figure 7).

DISCUSION

Thanks to modern biotechnologies (i.e. GMO
crops) examples of mixed and multi resistance of
weeds have been recorded. As a result of this, now-
adays in many developed and developing countries
of the world the development of herbicide resis-
tance in weeds has become a major problem, on a
local, but also on a global scale.

In all tested populations, low shikimate con-
tent in nontreated plants confirmed that the amount
of shikimate is not connected with the resistance
and susceptibility of plants. This method is used as
an early and highly sensitive indicator of the effect
of glyphosate on sensitive plants (Komossa 1992).
Changes in the shikimate content in treated plants
vs control plants were significant for S plants and
nonsignificant for R plants. Differential shikimate
accumulation can be used to differentiate between
glyphosate S and R plants, although it is not an in-
dication of the mechanism responsible for such re-
sistance (Mueller et al., 2003). HPLC determination
of shikimate levels can be conducted at different
growth stages of plants, and even on dead plant ma-
terial (Singh and Shaner, 1998). In our experiment
by shikimate method we confirmed the resistance
of GR populations and resistance of LR population

6.72 % 6
DAT

Figure 6b. Totall amount of chlorophyll vs. days
after treatment, R maize hybrid

Figura 6b. Ukupan hlorofil vs. Dani uzorkovanja
posle tretmana, R hibrid kukuruza

3.80 % - 6 DAT
19.39 % - 4 DAT

100 % - 2 DAT

Figure 7. Totall amount of chlorophyll vs. days after
treatment, C. canadensis

Figura 7. Ukupan hlorofil vs. dani uzorkovanja
posle tretmana, C. canadensis

of L. rigidum. Shaner et al. (2005) confirmed that
leaf area is posititvely correlaed with shikimate ac-
cumulation. With regards to this, they confirmed a
greater amount of shikimate after glyphosate appli-
cation in sunflower plant tissue, as opposed to the
amount measured in wheat and Proso millet tissue.
This fact was also confirmed in our research, where
a greater amount of shikimate (2,3-3,6 mg g fresh
weight) was recorded in the sensitive line of soybean
compared to the susceptible maize hybrid (0,4-0,6
mg g fresh weight), after the same dose of glypho-
sate. Perez-Jones et al. (2007) have come to similar
results when testing Lolium multiflorum for glyp-
fosat resistence. Shikimate amount was 2-3x greater
in the leaves of sensitive L. multiflorum population,
when compared to the amount measured in the re-
sistent population. Also, Michitte et al. (2007) have
noticed the same regularity as did we in our re-
search, by registering the increase in shikimate con-
tent over time in the susceptible populations of L.
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multiflorum, and more or less unchanged amount
of shikimate in the R populations of L. multiflorum
after glyphosate treatment. The shikimate amount
was 8x greater in the LS than in the LR population
on the last day of analysis (6 DAT). Certain changes
in the shikimate content in the LR population can
be explained as the effect of stress in the presence
of herbicides, but the plants have very quickly over-
come this state of stress. Baerson et al. (2002) have
explained the differences between the S and R pop-
ulations of L. rigidum as a result of increased EPSPS
enzyme activity, which was 2-3x greater in treated
than in control plants. High initial levels of shi-
kimate measured in R population (10x greater than
in the control) can be explained by stronger plant
activity, which enables it to overcome the state of
stress caused by glyphosate treatment. Our results
for populations of C. canadensis are consistent with
the results of Mueller et al. (2003). They compared R
and S populations of C. canadensis and observed an
increasing amount of shikimate time consuming af-
ter glyphosate treatment (2-4 DAT) when compared
with control. However, in the analysis of shikimate
trend in 2-6 DAT period (Fig. 4), a slight tendency
for a decrease in its amount can be observed (2 DAT:
3,8x greater, 4 DAT: 7,7x greater and 6 DAT: 2,5x
greater), compared to the values measured before
herbicide application. Based on this, it can be pre-
sumed that the plant activates certain enzymes and
tries to overcome the state of stress, even though the
amounts are still high, compared to the control.
Chlorophyll content extracted by methanol
from the treated plants was statistically signifi-

cantly lower than in the non-treated plants, with
all the plants tested, except for maize (where these
differences were not statistically significant) (Table
1). In their research Reddy et al. (2004) came to the
conclusion that a greater amount of glyphosate (1,12
- 13,4 kg ha!) causes a milder inhibition of chloro-
phyll content in soybean plants (12% after 7 DAT),
and a mild reduction in fresh matter (8% after 14
DAT). Based on these research, it can be concluded
that the environmental conditions can also influ-
ence the chlorophyll content after glyphosat appli-
cation. With regard to this matter, Pline et al. (1999)
have confirmed that high temperatres cause signif-
icant damage to plants of the glyphosat resistant
soybean line, and a significant reduction of chlo-
rophyll content in high temperatures (35°C) when
compared to the changes measured on 15°C.

Research conducted and the results obtained
have shown that, based on the analysis of shikimate
content, differences in the sensitivity of plants to
glyphosate can be easily registered and resistance
to it can be proved. Measurments of chlorophyll
content have also proved to be a good method for
registering the presence of glyphosate, but not for
differentiating the sensitivity of R and S plants and
proving the plant’s resistence.
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IMerenje sadrzaja Sikiminske kiseline i hlorofila kod hibrida kukuruza, linija soje, popula-
cija C. canadensis and L. rigidum je obavljeno nakon primene 2 kg a.m. ha! herbicida TOU-
CHDOWN" Saktivna materija: glifosat trimezijum so (sin. sulfosat), 500 g L'C. Uzorkovanje
je uradeno 2, 41i 6 dana posle primene. Promene sadrzZaja Sikiminske kiseline kod tretiranih

REZIME biljaka u odnosu na ne tretirane su bile znac¢ajne kod svih S biljaka i nisu imale znacaja kod
R biljaka. Sadrzaj hlorofila kod tretiranih biljaka je statisti¢ki bio niZi u odnosu na sadrzaj
kod ne teretiranih biljaka kod svih testiranih populacija/linija osim kod hibrida kukuruza
(razlike nisu bile statisti¢ki znacajne).

Kljucéne reci: korovi, usevi, sikiminska kiselina, hlorofil

(Primljeno: 03. 07. 2013.)
(Prihvadeno: 09. 09. 2013.)
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IRIS YELLOW SPOT VIRUS NOVI PATOGEN CRNOG LUKA

U REPUBLICI SRPSKOJ
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Istrazivanjem prisustva i rasprostranjenosti virusa zute pegavosti irisa (Iris yellow spot vi-
rus) u usevu semenskog i merkantilnog crnog luka u Republici Srpskoj tokom 2012. godine,
od 56 sakupljenih uzoraka prisustvo virusa ustanovljeno je u 34 seroloski testirana uzorka
prikupljena iz Cetiri razlic¢ita lokaliteta gajenja ove kulture. Za dalja istrazivanja odabrana su
Cetiri uzorka prirodno zarazenih biljaka crnog luka poreklom iz razlicitih lokaliteta, koji su
uspesno preneti mehanickim inokulacijama na test biljke Petunia x hybrida i Nicotiana
benthamiana ¢ime je potvrdena infektivna priroda oboljenja. Ni jedan od odabranih izola-
ta nije izazvao pojavu simptoma na sejancima crnog luka. Molekularna detekcija obavljena
je amplifikacijom fragmenta duzine 896 bp kod svih isptivanih izolata koris¢enjem speci-
fi¢nih prajmera IYSV56U/IYSV917L koji omogucavaju umnozavanje gena za nukleokapsid.
U cilju dalje identifikacije RT-PCR produkt izolata 373-12 je sekvencioniran (KF733020)
i uporeden sa sekvencama IYSV dostupnim u GenBank. Analizom sekvenci kompletnog
gena za nukleokapsid, najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti 99,6% (99,6% aminokiselinska
slicnost) sekvenca odabranog izolata pokazala je sa izolatom IYSV iz crnog luka iz Teksasa.
Filogenetska analiza pokazala je grupisanje izolata u Sest molekularnih grupa u korelaciji sa
geografskim poreklom izolata, a izolati IYSV iz crnog luka iz Republike Srpske grupisu se u
klaster 5 sa izolatima iz DZordZije i Perua.

Kljuéne reci: IYSV, crni luk, DAS-ELISA, molekularna detekcija, filogenetska analiza

UVOD

Virus Zute pegavosti irisa (Iris yellow spot vi-
rus, IYSV) jedan je od 23 virusa iz roda Tospovirus,
jedinog roda infektivnog za biljke u okviru familije
Bunyaviridae. Simptomi karakteristi¢ni za zaraze
izazvane IYSV prvi put su uoceni 1989. godine na
crnom luku u SAD (Hall et al., 1993), a zatim i na
irisu u Holandiji (Cortés et al., 1998). Kasnije, virus
je detektovan i na crnom luku u Izraelu (Gera et al.,
1998a) i Brazilu (Pozzer et al., 1999), a do 2004. go-
dine njegovo prisustvo je potvrdeno u svim zeml-
jama u zapadnom delu SAD (Gent et al., 2006).
Danas se IYSV ubraja u grupu veoma destruktivnih
s,emerging® virusa ¢ija se rasprostranjenost naglo
povecala poslednjih godina i prisutan je u mnogim

zemljama Severne i Juzne Amerike, Evrope, Azije,
Afrike i Australije (Pappu et al., 2009). Prisust-
vo virusa u Evropi, osim Holandije, zabelezeno je
i u Sloveniji (Mavri¢ and Ravnikar, 2000), Spaniji
(Cordoba-Sellés et al., 2005), Poljskoj (Balukiewi-
cs and Kryczynski, 2005), Francuskoj (Huchette et
al., 2006), Nemackoj (Leinhos et al., 2007), Velikoj
Britaniji (Mumford et al., 2008), Srbiji (Bulaji¢ et
al., 2008), Italiji (Tomassoli et al., 2009), Grc¢koj
(Chatzivassiliou et al., 2009) i Austriji (Plenk and
Grausgruber-Groger, 2011).

IYSV izaziva znacajna oboljenja nekih
ukrasnih biljaka i razih vrsta lukova (Allium
spp.), ali je u proizvodnji crnog luka najznaca-
jniji (Gent et al., 2006; Pappu et al., 2009). Naj-
vece Stete u proizvodnji crnog luka zabelezene su
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u Izraelu (Gera et al., 1998b) i Brazilu (Pozzer et
al., 1999), kada je proizvodnja bila potpuno unis-
tena, a Stete procenjene na 100%. IYSV je jedan
od ekonomski najznacajnijih virusa crnog luka i
u SAD gde izaziva ogromne gubitke u proizvodnji
poslednjih godina (Poole et al., 2007). Prisustvo
ovog virusa u SAD zabelezeno jo$ 90.-tih godina
proslog veka, ali u pocetku nije izazivao znacaj-
ne Stete. Medutim, 2000. godine dolazi do naglog
Sirenja 1YSV i pojave znatnih Steta u proizvodnji
kako semenskog tako i merkantilnog crnog luka
Sirom SAD. Tako su Crowe and Pappu (2005)
zabelezili skoro potpuno propadanje semenskog
useva crnog luka u Oregonu kad je intezitet za-
raze procenjen na 100%. U Vasingtonu, [YSV prvi
put je zabelezen 2003. godine, a ve¢ 2005. godine
proizvodnja semenskog crnog luka u ve¢em bro-
ju lokaliteta bila je u potpunosti unistena (Gent
et al., 2006). Ovako brzo Sirenje objasnjava se
efikasnim prenosenjem tripsima (Thrips tabaci),
ali i promenom u nac¢inu proizvodnje i sve ¢e$c¢oj
proizvodnji luka iz rasada. Uprkos ¢injenici da je
prisutan u mnogim evropskim zemljama i da je
poslednjih godina zabeleZena i epidemijska poja-
va ovog virusa u Italiji (Tomassoli et al., 2009), Sr-
biji (Bulaji¢ et al., 2009) i Velikoj Britaniji (Mum-
ford et al., 2008), za sada nema mnogo podataka
o Stetama koje 1YSV izaziva u proizvodnji lukova
u Evropi.

Imajuéi u vidu znacaj gajenja crnog luka u
Republici Srpskoj, sve vecu raSirenost IYSV na ra-
zli¢itim vrstama luka u EPPO regionu, kao i ¢esto
veliku brojnost lukovog tripsa - vektora ovog viru-
sa, [YSV moZe postati ograni¢avajudi faktor uspesne
proizvodnje crnog luka u Republici Srpskoj i celoj
Bosni i Hercegovini. Nakon prve detekcije i pojave
IYSV na crnom luku (Trkulja et al., 2013), a zbog
svega navedenog, osnovni cilj ovih istrazivanja bio je
da se ispita prisustvo, rasprostranjenost i ucestalost
pojave ovog virusa na razli¢itim lokalitetima gajenja
crnog luka u Republici Srpskoj, te da se utvrdi ge-
neticka slicnost odabranih izolata IYSV poreklom iz
crnog luka iz Republike Srpske sa izolatima ovog vi-
rusa iz drugih delova sveta, kao i da se filogenetskim
analizama odredi mesto odabranih izolata u popu-
laciji ovog virusa.

MATERDAL I METODE
Pregled terena i sakupljanje uzoraka
Istrazivanja sprovedena tokom 2012. godine u

cilju utvrdivanja prisustva, rasprostranjenosti i uce-
stalosti pojave IYSV u usevu crnog luka obuhvatila

su pregled jednog useva semenskog crnog luka iz
lokaliteta Gornji Karajzovci i 11 useva merkantilnog
crnog luka iz tri razli¢ita lokaliteta gajenja u Repu-
blici Srpskoj: Petrovo Selo, Kukulje i Vilusi. Ukupno
je sakupljeno 56 uzoraka sa simptomima Kkoji su
upucivali na virusnu infekciju.

DAS-ELISA test

Uzorci crnog luka prikupljeni tokom 2012.
godine, seroloski su testirani primenom direktne
imunoenzimske metode na plo¢i (DAS-ELISA) uz
koriS¢enje komercijalnih poliklonalnih antiseru-
ma (Bioreba AG, Switzerland) specifi¢nih za de-
tekciju 1YSV, kao i dva druga tospovirusa: virusa
bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus,
TSWYV) i virusa nekroti¢ne pegavosti impatiensa
(Impatiens necrotic spot virus, INSV). Specific¢-
na poliklonalna antitela i poliklonalna antitela
konjugovana sa alkalnom fosfatazom kori$éena
su u razredenju 1:1000 u odgovaraju¢em puferu,
po uputstvu proizvodaca. Uzorci su pripremani
homogenizacijom 1 g biljnog materijala sa 5 ml
ekstrakcionog pufera, a kao pozitivna i negativ-
na kontrola koris¢ene su komercijalno dostupne
kontrole za svaki od testiranih virusa. Nakon 1-2
¢asa po dodavanju supstrata p-nitrofenilfosfata,
intenzitet bojene reakcije ocitavan je spektro-
fotometrijski (Microplate reader, DASsrl, Italy).
Pozitivnom reakcijom smatrane su vrednosti ap-
sorpcije na 405 nm koje su dva i viSe puta vece od
vrednosti apsorpcije negativne kontrole.

Mehanicko prenoSenje izolata IYSV

U cilju dokazivanja infektivne prirode obolje-
nja odabran je po jedan uzorak crnog luka sa svakog
od cetiri lokaliteta u kojima je seroloski dokazano
prisustvo IYSV, pripremljen je inokulum koji je me-
hanicki inokulisan na po pet sejanaca crnog luka
starih tri nedelje i po pet biljaka Petunia x hybrida
i Nicotiana benthamiana. Inokulum za mehanic-
ke inokulacije je pripreman homogenizacijom lis¢a
prirodno zaraZenih biljaka crnog luka u prisustvu
0,01 M fosfatnog pufera (pH 7) uz dodatak 0,1%
natrijum-sulfita (Kritzman et al., 2001) i karborun-
dum praha (finoc¢e 400 mes$a) kao abraziva.

Test biljke inokulisane su u fenofazi 2-3 prava
lista, a pojava i tip simptoma praceni su u periodu
do mesec dana nakon inokulacije. U cilju potvrde
prisustva virusa i provere postojanja latentnih infek-
cija, sve mehanicki inokulisane test biljke kao i se-
janci crnog luka testirani su primenom DAS-ELISA
metode.
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Molekularna detekcija i sekvencioniranje

Molekularna detekcija i identifikacija IYSV,
kao i potvrda rezultata dobijenih bioloskim i sero-
loskim analizama, obavljena je primenom reverzne
transkripcije pra¢ene lan¢anom reakcijom polime-
raze (reverse transcription-polimerase chain reacti-
on, RT-PCR).

Ukupna RNK iz 100 mg liS¢a Cetiri odabrane
prirodno zarazene biljke crnog luka, izolovana je
primenom RNeasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden,
Germany) i kori$¢ena kao matrica za RT-PCR. De-
tekcija IYSV izvrSena je primenom OneStep RT-PCR
Kit-a (Qiagen) i para specifi¢nih prajmera IYSV56U/
IYSV917L (Robéne-Soustrade et al., 2006) Koji omo-
gucavaju umnozavanje fragmenta S RNK duzine
896 bp koji obuhvata gen za nukleokapsid (nucleo-
capsid gene, N gene). RT-PCR reakcija obavljena je u
25 pl zapremine i sadrzala je 5 pl 5x Qiagen OneStep
RT-PCR pufera sa 12,5 mM MgCl,, 1 pul dNTP Miksa
(po 10 mM svakog dNTP), 1 ul RT-PCR enzimskog
miksa, 1,5 ul svakog prajmera (finalne koncentracije
0,6 uM), 1 nl izolovanih ukupnih RNK i 14 nl RNase
free vode. Kao pozitivna kontrola koriSc¢en je izolat
605-SRB, poreklom iz crnog luka iz Srbije (Gen-
Bank Acc. No. EU586203), a kao negativna kontrola
liS¢e zdrave biljke crnog luka. Reakcija je izvedena
Koris¢enjem Thermocycler (Biometra, UK) po pro-
tokolu: reverzna transkripcija 30 min na 50°C; ini-
cijalna denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na
95°C; denaturacija 60 s na 94°C, elongacija 60 s na
40°C i ekstenzija 60 s na 72°C (40 ciklusa); te finalna
ekstenzija 72°C u trajanju od 10 min.

Dobijeni produkti su elektroforetski razdvo-
jeni u 1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru etidi-
jum-bromida finalne koncentracije 0,5 pg/ml i po-
smatrani pod UV transiluminatorom. Pozitivhom
reakcijom smatrana je pojava fragmenata oc¢ekivane
veli¢ine, odredene poredenjem sa markerom Ma-
ssRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania).

Za dalju molekularnu identifikaciju i karak-
terizaciju odabran je izolat 373-12 poreklom sa loka-
liteta Kukulje dobijen tokom ovih istrazivanja, kao i
izolat 302-12 poreklom sa lokaliteta Gornji Karajzov-
ci koji je na osnovu analize sekvence i stepena nu-
kleotidne sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova sve-
ta prethodno identifikovan kao IYSV (Trkulja et al.,
2013). Umnozeni fragment izolata 373-12 je, nakon
preciS¢avanja pomocu QIAquick PCR Purification
Kit-a (Qiagen), poslat na usluzno sekvencioniranje
(Macrogen, South Korea) u oba smera koris¢enjem
istog para prajmera kao u RT-PCR reakciji. Dobijene
sekvence obradene su u programu FinchTV Version

1.4.0 i medusobno uporedene pomoc¢u CLUSTAL
W programa (Thompson et al., 1994) integrisanog
unutar MEGAS softvera (Tamura et al., 2011). Tako
dobijena konsenzus sekvenca je zatim podneta u
GenBank bazu podataka i analizirana prvo upotre-
bom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) al-
goritma, a zatim je izvrSen i proracun nukleotidne i
aminokiselinske sli¢nosti odabranog izolata sa izo-
latima iz drugih delova sveta dostupnim u GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Za pore-
denje sekvence odabranog izolata sa dostupnim
sekvencama odgovarajuceg regiona genoma virusa,
kao i za filogenetske analize upotrebljen je softver-
ski paket MEGAS.

Filogenetsko stablo rekonstruisano je na
osnovu delimi¢ne sekvence N gena dva izolata iz
crnog luka poreklom iz Republike Srpske i 24 se-
kvence preuzete iz GenBank (Tabela 1), duzine 740
bp, koris¢enjem Maximum parsimony metode i bo-
otstrap analize sa 1000 ponavljanja. Kao ,outgrupa“
za rekonstrukciju filogenetskog stabla koriS¢ena je
sekvenca IYSV poreklom iz Slovenije (Tabela 1). Na
osnovu testa za pronalazenje najpogodnijeg modela
nukleotidne supstitucije za izra¢unavanje prosec¢ne
vrednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu po-
dgrupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom
stablu, odabran je Tamura 3-parametar sa Gamma
distribucijom (T92+G).
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Tabela 1. Sekvence N gena izolata virusa Zute pegavosti irisa dostupnih u GenBank koriS¢ene za filogenet-

sku analizu.

Table 1. N gene sequences of Iris yellow spot virus isolates from GenBank used in the phylogenetic analysis.

Izolat* Zemlja porekla Biljka domacin Pristupni broj
Isolate® Geographical origin Host GenBank Acc. No.
302-12° Republika Srpska, BIH crni luk JX861126
373-12° Republika Srpska, BIH crni luk KF733020
SgA Japan Lisianthus sp. AB180921
SgOniD1 Japan crni luk AB180919
T3 Japan Lisianthus sp. AB121026
Br10 Brazil crni luk AF067070
Israla Izrael Lisianthus sp. AF271219
NLa Holandija iris AF001387
UK Velika Britanija Lisianthus sp. AM900393
IYSV-ALB Spanija crni luk EF419888
IYSV-VAL Spanija praziluk EF427447
Cip3 Italija crni luk FJ185142
Chilea Cile crni luk DQ150107
WAPasco Vasington, SAD crni luk DQ233469
Shallot Vasington, SAD vlasac DQ233471
IDNampa Ajdaho, SAD crni luk DQ233472
Ica Peru crni luk DQ838584
Supel Peru crni luk DQ838585
Guat2 Gvatemala crni luk DQ838590
Georgia2 Dzordzija, SAD crni luk DQ838592
Georgia3 Dzordzija, SAD crni luk DQ838593
New Zealand Novi Zeland crni luk EU477515
605-SRB Srbija crni luk EU586203
622-SRB Srbija crni luk EU750697
283-SRB Srbija crni luk EU727180
Slovla© Slovenija praziluk AY377428

- Podaci preuzeti iz GenBank; P - Izolati poreklom iz crnog luka iz Republike Srpske;

- All data are from GenBank; ® - Isolates originating from onion from Republic of Srpska;

a
¢- Sekvenca Iris yellow spot virus koris¢ena kao ,,outgrupa®“.
a
C

- Iris yellow spot virus sequence used as outgroup.

REZULTATI I DISKUSIJA
Simptomi u polju

Na svim pregledanim lokalitetima gajenja
crnog luka u Republici Srpskoj tokom 2012. go-
dine zabelezena je pojava izrazenih simptoma Sto
je verovatno posledica ranih virusnih infekcija. U
pocetnim fazama razvoja bolesti naj¢eS¢e uoceni
simptomi na liS¢u bili su u vidu neravnomerno ras-
poredenih, hloroti¢nih (Slika 1A) do nekroti¢nih,

zuckasto do zuckastosmede obojenih, izduzenih,
vretenastih ili pega u obliku dijamanta (Slika 1B i
1C). Kasnije, usled Sirenja i spajanja pega, nekrozom
je bila zahvacdena veca povrsina lista koji su se susili
i propadali, a uocene su i biljke koje su zaostajale u
porastu. U usevu semenskog luka na lokalitetu Gor-
nji Karajzovei, osim na li¢u, simptomi izduzenih,
slamastih pega u obliku dijamanta zabelezeni su i
na cvetonosnom stablu. Zabelezeni simptomi ka-
rakteristi¢ni su simptomi za zaraze izazvane IYSV,
opisani od strane brojnih autora (Gera et al., 1998a;
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Pozzer et al., 1999; Bulaji¢ et al., 2008; Pappu et al.,
2008; Tomassoli et al., 2009; Krauthausen et al.,
2012).

Seroloska detekcija

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2012. go-
dine, prisustvo IYSV dokazano je na sva cCetiri pre-
gledana lokaliteta gajenja crnog luka u Republici
Srpskoj (Tabela 2). Nakon prve detekcije IYSV u 19
od 20 testiranih uzoraka prikupljenih u usevu se-
menskog luka iz lokaliteta Gornji Karajzovci, virus
je detektovan u jo$ 15 uzoraka merkantilnog crnog
luka prikupljenih iz pet useva u tri lokaliteta: Petro-
vo Selo, Kukulje i Vilusi. Virus je bio najzastupljeniji
na lokalitetu Gornji Karajzovci, gde je detektovan u
95% testiranih uzoraka semenskog crnog luka, kao i
lokalitetu Kukulje, gde je prisustvo virusa dokazano
u oba pregledana useva u Sest od 10 testiranih uzo-
raka merkantilnog crnog luka (60%). Na lokalitetu
Petrovo Selo prisustvo I[YSV detektovano je u dva od
osam pregledanih useva merkantilnog crnog luka i
to u 36,36% testiranih uzoraka, dok je prisustvo vi-
rusa na lokalitetu Vilusi ustanovljeno u nesto nizem
procentu, 25%. Prisustvo TSWV i INSV nije dokaza-
no ni u jednom od testiranih uzoraka.

U Mediteranskom basenu, prisustvo [YSV prvi
put je zabelezeno na crnom luku u Izraelu (Gera et
al., 1998a). Nakon toga, zaraze izazvane ovim viru-
som ustanovljene su u vise zemalja ukljucujudi pri-
sustvo na crnom luku u Sloveniji (Mavri¢ and Rav-
nikar, 2000), Tunisu (Ben Mousa et al., 2005), Srbiji
(Bulaji¢ et al., 2008), Italiji (Tomassoli et al., 2009) i
Gr¢koj (Chatzivassiliou et al., 2009), kao i na crnom
luku i vlascu u Francuskoj (Huchette et al., 2008) i

Slika 1. IYSV. Hloroti¢ne (A) i
nekroti¢ne (B i C) izduZene, vre-
tenaste pege na lis¢u crnog luka.
Figure 1. IYSV. Chlorotic (A) and
necrotic (B and C) elongated,
spindle-shaped lesions on the
leaves of onion.

crnom luku i praziluku u Spaniji (Cérdoba-Sellés
et al., 2005, 2007) i crnom i belom luku i prazilu-
ku u Egiptu (Elnagar et al., 2005). Medutim, poda-
taka o prisustvu i rasprostranjenosti ovog virusa u
Republici Srpskoj nije bilo, izuzev prvog izvestaja o
detekciji na crnom luku (Trkulja et al., 2013). Mada
IYSV tokom 2012. godine nije bio prustan u svim
usevima, detektovan je na sva Cetiri pregledana lo-
kaliteta gajenja semenskog i merkantilnog crnog
luka i to sa visokom procentualnom zastupljenos¢u
(25-95%). S obzirom da se crni luk tradicionalno gaji
u Republici Spskoj i predstavlja jedan od ekonomski
znacajnih useva, pojava novog i destruktivnog pato-
gena kakav je IYSV moze postati limitirajudi ¢inilac
uspesne proizvodnje. Takode, imajuci u vidu da je
virus infektivan i za druge vrste roda Alliumi brojne
vrste ukrasnih biljaka, neophodna su dalja istraziva-
nja kako bi se utvrdile razmere Sirenja ovog virusa i
narocito izvori inokuluma u prirodi.

Mehanicke inokulacije i dobijanje izolata IYSV

Sva cetiri odabrana uzorka prirodno zaraze-
nih biljaka crnog luka u kojima je prethodno doka-
zana infekcija IYSV, uspe$no su preneta mehanic-
kim inokulacijama na test biljke Petunia x hybrida
i Nicotiana benthamiana. Sve inokulisane biljke P.
x hybrida reagovale su uniformno, pojavom lokal-
nih nekroti¢nih pega 2-4 dana nakon mehanickih
inokulacija odabranim izolatima IYSV, dok je na
biljkama N. benthamiana pojava blagog mozaika
zabelezena 10-14 dana nakon inokulacije. Simptomi
zabeleZzeni na inokulisanim test biljkama u sagla-
snosti su sa simptomima opisanim za zaraze izazva-
ne ovim virusom i od strane drugih autora (Cortés et
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Tabela 2. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa zZute pegavosti irisa u usevu crnog luka tokom 2012. godine.
Table 2. Presence and incidence of Iris yellow spot virus in onion crops during 2012.

o= o— > —
> 2 o @ Q2
o = =9 >N o= —
Sz 52 25 St 22 SE
== g g3 =8 =E =3
=2 e S =R & 2 Ee
== EO = & 2 z2 £E
o @ 23 ) NZ
&= == =5 S
Gornji Karajzovei Segleeen(flzlr(‘)’;ev 1 20 1 19 (95%)*
Petrovo Selo Me%‘ﬁ}gfrlégsev 8 2 2 8 (36,36%)
Kukulje Me%‘ﬁi’glgégsev 2 10 2 6 (60%)
Vilusi Mefé‘ﬁ{g‘éﬁggse" 1 4 1 1 (25%)
Ukupho 12 56 6 34 (60,70%)

2 - Broj zarazenih uzoraka (% zarazenih uzoraka izra¢unat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka).
2 - Number of infected samples (% infected samples calculated over the total number of tested samples).

al., 1998; Pozzer et al., 1999; Kritzman et al., 2001).
Ni jedan od odabranih izolata nije izazvao pojavu
simptoma na inokulisanim sejanacima crnog luka,
ali i u literaturi se navodi da je potvrda Kohovih po-
stulata mehanic¢kim inokulacijama zdravih biljaka
crnog luka i reprodukcija simptoma otezana (Pozzer
et al., 1999; Bulaji¢ et al., 2009).

Molekularna detekcija i identifikacija

Prisustvo IYSV u usevu crnog luka u Repu-
blici Srpskoj potvrdeno je i RT-PCR metodom uz
koriS¢enje para prajmera IYSV56U/IYSVI17L koji
omogucavaju umnozavanje N gena. Poredenjem
amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka i po-
zitivne kontrole sa koriS¢enim markerom, prisustvo
pojedina¢nog fragmenta ocekivane veli¢ine oko 896
bp, utvrdeno je kod sva Cetiri ispitivana uzorka po-
reklom iz crnog luka kao i kod pozitivne kontrole.
Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNK pripre-
mljenom od nezarazenog lis¢a crnog luka, odnosno
negativnoj kontroli.

Nakon sekvencioniranja PCR produkta oda-
branog izolata 373-12 dobijenog koris¢enjem istog
para prajmera kao u RT-PCR i obrade u FinchTV
programu, dobijena je sekvenca kompletnog N
gena, koja je prijavljena u GenBank bazu podataka
(Acc. No. KF733020). Dalja identifikacija obavljena
je viSestrukim uparivanjem i prora¢cunom geneticke
sli¢nosti sekvence dobijene u ovom radu sa sekven-
cama odgovarajuceg dela genoma izolata iz drugih

delova sveta dostupnih u GenBank KkoriS¢enjem
MEGAS softvera. Najvisi stepen nukleotidne sli¢-
nosti 99,6% (99,6% aminokiselinska sli¢nost) se-
kvenca odabranog izolata 373-12 iz crnog luka pore-
klom iz Republike Srpske pokazala je sa sekvencom
izolata iz crnog luka (DQ658242) iz Teksasa.

Poredenje sekvenci dva do sada poznata izo-
lata poreklom iz crnog luka iz Republike Srpske, od
kojih je jedan identifikovan tokom ovih proucavanja,
a drugi su identifikovali Trkulja et al. (2013), pokaza-
lo je da se oni medusobno razlikuju u Sest nukleotida
(99,3% sli¢nosti) na celoj duzini dobijenih sekvenci,
dok se u delu sekvence duzine od 822 nt koji kodi-
ra protein nukleokapsida razlikuju u pet nukleotida
(98,9% nukleotidne sli¢nosti), $to je rezultiralo izme-
nom jedne aminokiseline, tako da je aminokiselin-
ska identi¢nost bila 99,6%. Dosadasnja proucavanja
varijabilnosti u okviru populacije IYSV u razlic¢itim
delovima sveta nisu u potpunom skladu. Visok ste-
pen homologije sekvenci N gena utvrdili su i Kraut-
hausen et al. (2012) proucavajuéi prirodnu populaciju
IYSV u Nemackoj. Skoro svi izolati (42 od 46 prouca-
vanih), pokazuju nizak stepen divergentnosti, dok su
samo cetiri izolata geneticki razli¢ita od ostalih. Me-
dutim, s druge strane Pappu et al. (2006) ustanovili
su visok stepen divergentnosti izolata ovog virusa u
zapadnom delu SAD i grupisanje izolata iz Oregona
u odvojen klaster od ostalih izolata poreklom iz ovog
regiona. Takode, i tri izolata IYSV iz Srbije ispoljavaju
znacajnu varijabilnost i grupisu se u dva razlicita kla-
stera (Bulajic¢ et al., 2009).
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Filogenetska analiza

Delimi¢ne sekvence N gena duzine 740 bp
dva izolata IYSV poreklom iz Republike Srpske i 24
izolata dostupna u GenBank bazi podataka medu-
sobno su uparene, izvrSeno je njihovo poredenje i
rekonstruisano filogenetsko stablo KkoriS¢enjem
Maximum parsimony metode integrisane unutar
MEGAS5 softvera (Slika 2). Rekonstruisano filogenet-
sko stablo pokazalo je jasno izdvajanje Sest klastera,
odnosno grupisanje izolata u Sest genetickih grupa
koje je u saglasnosti sa njihovim geografskim pore-
klom. Ovakvo grupisanje izolata podrzano je viso-
kom homologijom sekvenci unutar grupe i visokim

100

100

DQ233471 Vasington, SAD
100 {1 DQ233472 Ajdaho, SAD

bootstrap vrednostima koje su za svaku podgrupu
iznosile 100%, $to je u potpunoj saglasnosti sa re-
zultatima Bulaji¢ et al. (2009). Prosecan geneticki
diverzitet izmedu formiranih klastera kretao se od
0,014+0,003 do 0,193+0,022, dok je unutar gru-
pa bio niZi i iznosio je 0,008+0,002 za Kklaster 5 i
0,010+0,002 za klaster 6 do 0,023+0,004 za klaster
310,035+£0,006 za Kklaster 2. Dva klastera, klaster 1
i4, ¢ine samo po jedan izolat IYSV poreklom iz Slo-
venije, odnosno iz Brazila. Po jedan izolat iz Izraela,
Velike Britanije i Holandije grupisSu se u klaster 2,
dok Kklaster 3 ¢ine po dva izolata iz Spanije i Srbije
i jedan izolat iz Italije. Vec¢ina odabranih izolata, po
tri iz zapadnog dela SAD i Japana i po jedan izolat iz
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Slika 2. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢nih sekvenci gena za nukleokapsid 26 izolata IYSV
koris¢enjem MEGAS softvera i Maximum parsimony metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gde su
bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvenca IYSV iz Slovenije koriSc¢ena je kao
soutgroup®. Izolati iz crnog luka iz Republike Srpske su podvuceni i naznaceni fontom Bold.

Figure 2. Maximum parsimony tree based on partial sequences of nucleocapsid gene of 26 isolates of [YSV. Phylo-
gram was generated with MEGAS using Maximum parsimony method. Bootstrap analysis was performed with
1000 replicates and bootstrap values (>50%) are showen next to relevant branches. Slovenian IYSV isolate was used
as the outgroup sequence. The IYSV isolates from onion from Republic of Srpska are underlined and bolded.
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Cilea, Srbije, Gvatemale i Novog Zelanda, svrstali su
se u klaster 6. U okviru petog klastera nalaze se po
dva izolata iz Perua i DZordzije (SAD). Ovom klaste-
ru pripadaju i odabrani izolati iz crnog luka pore-
klom iz Republike Srpske. Sli¢ne rezultate i grupi-
sanje Cetiri italijanska izolata u jedan klaster utvrdili
suiTomassoli et al. (2009). S druge strane, ispitujuci
populaciju ovog virusa u Australiji i Japanu, Smith
et al. (2006) ustanovili su da se pet izolata poreklom
iz tri razli¢ite drzave Australije grupisu u jedan kla-
ster, ali i da se sedam izolata iz Japana razdvajaju u
dve odvojene grupe. Takode, grupisanje izolata u
dve geneticke grupe zabelezeno je kod izolata pore-
klom iz Srbije (Bulaji¢ et al., 2009), kao i kod izolata
ovog virusa iz Nemacke (Krauthausen et al., 2012).
Velika geneticka sli¢nost izolata iz Republike
Srpske i grupisanje u jedan klaster ukazuje na mo-
gucnost jedne introdukcije IYSV u Republiku Srp-
sku. Ono $to je naroc¢ito zanimljivo jeste da izolati
iz Republike Srpske i Srbije nisu filogenetski srodni
ukazujuéi da ne postoji veza izmedu introdukcija u
ovde dve zemlje, odnosno da je u ova dva geograf-
ski bliska regiona IYSV introdukovan najmanje u tri
nezavisna unosa. Epidemioloska ispitivanja puteva
Sirenja i konacni zaklju¢ak o broju introdukcija,
eventualnom poreklu i putevima unoS$enja, kao i
ocena o sastavu i varijabilnosti populacije ovog vi-
rusa u Republici Srpskoj zahteva nastavak istraziva-

nja u koja bi trebalo ukljuciti veci broj izolata razli-
¢itog porekla. Osim toga, odredivanje varijabilnosti
u okviru populacije ovog virusa kako u usevu crnog
luka tako i u drugim biljakama domacinima u Re-
publici Srpskoj doprinece rasvetljavanju nepoznatih
epidemioloskih aspekata i otkrivanju biljaka koje su
od znacaja za odrzavanje virusa, a sve u cilju osmi-
$ljavanja i sprovodenija $to efikasnijih mera kontrole,
kao i prevencije mogucih introdukcija novih sojeva
za nasu zemlju usled veoma intenzivne meduna-
rodne razmene biljnog materijala.
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SUMMARY

IRIS YELLOW SPOT VIRUS A NEW PATHOGEN
OF ONION IN REPUBLIC OF SRPSKA

VOIJISLAV TRKULJA!, JELENA MIHIC SALAPURA!, DRAGANA KOVACIC!, IVANA STANKOVIC?,
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The investigation of the presence and distribution of Iris yellow spot virus in seed and bulb
onion crops in the Republic of Srpska during 2012 revealed the virus presence in 34 out
of 56 serologically tested samples collected at four different localities. For further analy-
ses, the four samples of naturally infected onion plants originating from different localities
were selected and successfully mechanically transmitted to test plants Petunia x hybrida
and Nicotiana benthamiana confirming the infectious nature of the disease. None of the
selected isolates caused symptoms on onion seedlings. Molecular detection was performed
by amplification of a fragment of 896 bp in all tested samples, using the specific primers
IYSV56U/IYSV917L that amplify nucleocapsid gene. The RT-PCR products derived from
isolate 373-12 was sequenced (KF733020) and compared with the IYSV sequences available
in GenBank. Sequence analysis of the complete N gene, revealed the highest nucleotide
identity of 99.6% (99.6% amino acid identity) with IYSV onion isolate originating from
Texas. Phylogenetic analysis showed clustering of selected isolates into six molecular gro-
ups correlating with their geographic origin. Onion I'YSV isolates from the Republic of Srp-
ska grouped in cluster 5 together with isolates from Georgia and Peru.

Key words: IYSV, onion, DAS-ELISA, molecular detection, phylogenetic analysis
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UTICAJ INSEKTICIDA NA KLIJAVOST SEMENA | PARAMETRE

REZIME

PORASTA PONIKA INBRED LINIJA KUKURUZA

GORDANA TAMINDZIC, ZORICA NIKOLIC, DARIO DANOJEVIC, VESNA ZUPUNSKI,
MAJA IGNJATOV, DRAGANA PETROVIC, GORDANA ZDJELAR

Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad, Srbija
*e-mail: gordana.tamindzic@nsseme.com

U pojedinim godinama, napadi polifagnih insekata mogu da ugroze semensku proizvodnju
kukuruza. Od hemijskih mera zastite najekonomicnije je tretiranje semena insekticidnim
preparatima, a to je dovelo do ispitivanja njihovog uticaja na kvalitet semena. Koncen-
trovane suspenzije za tretiranje semena na bazi aktivnih materija klotianidin, imidaklo-
prid, tiametoksam, teflutrin+tiametoksam i fipronil su obuhvaé¢ene ovim testiranjem. Do-
bijeni rezultati ukazuju na postojanje razlika u ispitivanjima klijavosti semena i parametara
porasta ponika samooplodnih linija kukuruza kod primene insekticida na bazi razli¢itih
aktivnih materija. Svi primenjeni preparati su uticali na smanjenje procenta klijavosti se-
mena (93,3-94,3%). Primenom preparata na bazi aktivnih materija teflutrin-+tiametoksam,
imidakloprid i fipronil doSlo je do povecenje broja atipi¢nih ponika. Preparat na bazi aktiv-
ne materije klotianidin uticao je na povec¢anje duzine nadzemnog dela ponika (146 mm) u
odnosu na kontrolu, dok je preparat na bazi aktivne materije teflutrin+tiametoksam uticao
na povecanje duzine korena ponika (154,6 mm).

Kljucne reci: klijavost semena, parametri porasta ponika, inbred linije kukuruza, tretman

semena insekticidima.

UVOD

Proizvodnja semenskog kukuruza je od izu-
zetnog znacaja. Rentabilnost ove proizvodnje ostva-
ruje se jedino u slucajevima visokog prinosa seme-
na dobrog kvaliteta. S obzirom da su inbred linije
znatno osetljivije na sve negativne uticaje spoljne
sredine, u ovu proizvodnju neophodno je ulagati
dosta materijalnih sredstava i angazovati veliki broj
struc¢nih lica (Jockovi¢ i sar., 2011).

Jedan od bitnih negativnih ¢inioca koji na-
rusavaju semensku proizvodnju kukuruza jesu
Steto¢ine kukuruza. U pocetnoj fazi razvoja, ku-
kuruz je izlozen napadu mnogih fitofagnih vrsta
insekata. Podzemni delovi biljke ¢esto su izloZeni
napadu larvi skoc¢ibuba, gundelja i podgrizajucih
sovica, a Stete koje nastaju u pojedinim godinama
mogu biti ekonomski vrlo znacajne. Tek ponikle

biljke Cesto su meta napada sive kukuruzne pipe
(Tanymecus dilaticollis), crne repine pipe (Psali-
dium maxillosum F.), buvaca (Phyllotreta spp) i
nekih drugih vrsta (Almasi i sar., 2002). Hemijske
mere zastite su neophodne u borbi protiv ovih Stet-
nih vrsta. Hemijske mere zaStite su neophodne u
borbi protiv ovih Stetnih vrsta, a tretiranje seme-
na sa insekticidnim preparatima prilikom dorade
primene insekticida (Baca i sar., 2008). Ovakav vid
zastite obezbeduje da se insekticid nalazi u nepo-
srednoj okolini buduce biljke, gde je najpotrebniji
i moze pokazati najbolje delovanje (Marjanovié¢-Je-
romela i sar., 2008). Danas sve $iru primenu u ra-
tarskoj proizvodnji imaju koncentrovane suspenzi-
je za tretiranje semena na bazi razli¢itih aktivnih
materija. S obzirom da je u naSoj zemlji primena
ovih preparata novijeg datuma postavlja se pitanje
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njihovog uticaja na kvalitet semena, u prvom redu
na klijavost semena.

Preparati za tretiranje semena obezbeduju
povoljnije uslove za rast i razvoj ponika. Ipak, rezul-
tati pojedinih istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da
preparati za tretiranje semena, u odredenim uslovi-
ma, mogu izazvati smanjenje klijavosti i prezivljava-
nje ponika, $to je posledica fitotoksi¢nog delovanja
(Braguini, 2005). S druge strane, pronadeni su i lite-
raturni podaci koji ukazuju na pozitivno delovanje
preparata imidakloprid i tiametoksam na klijavost
semena pasulja i na ostale vazne agronomske osobi-
ne, ¢ime je ostvarena veca produktivnost (Barbosa
et al., 2002). Medutim, Tavares et al. (2007) nisu pri-
metili razliku u klijavosti i vigoru semena soje kod
primene razlic¢itih koncentracija tiametoksama.

Kvalitet semena je skup osobina koji obez-
beduju uspesan razvoj nove biljke u okviru agroe-
koloskih uslova sredine (Posti¢ i sar., 2011). Kvalitet
semena odreduje vec¢i broj ¢inilaca (¢istoc¢a semena,
Klijavost, vlaga, masa 1000 semena i dr.) koji su pod
uticajem razli¢itih faktora spoljne sredine (Karagi¢
i sar., 2001). Veliki broj faktora uti¢e na najvaznije
karakteristike semena, energiju klijanja i klijavost
semena (Radi¢, 2003), koja se smatra jednim od
najvaznijih pokazatelja vitalnosti semena (Mrda i
sar., 2009). Ukoliko su uslovi za Kklijanje semena u
zemljiStu optimalni klijavost semena dobijena u la-
boratorijskim uslovima dobar je pokazatelj kvaliteta
semena kojim moze da se okvirno predvidi poljsko
nicanje (Durrant & Gummerson, 1990).

Cilj ovog istrazivanja bio je da se utvrdi uticaj
insekticida za tretiranje semena na klijavost semena
i parametre porasta ponika inbred linija kukuruza.

MATERUJAL 1 METOD RADA

Ispitivanje je izvedeno na semenu Sest
inbred linija kukuruza Instituta za ratarstvo i po-
vrtarsvo, Novi Sad. Doradeno seme je pre labora-
torijskih analiza tretirano sa pet preparata na bazi
aktivnih materija (klotianidin, imidakloprid, teflu-
trin+tiametoksam, tiametoksam i fipronil) u pre-
porucenim dozama (Tab. 1). Netretirano seme Sest
samooplodnih linija je uzeto kao kontrola. Ogled
je postavljen u Laboratoriji za ispitivanje semena
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.
Ispitivanje klijavosti semena je izvrSeno primenom
standardnog testa klijavosti kod kojeg je koriScen
sterilisan pesak kao podloga, u cCetiri ponavljanja
po 100 semena, na 25°C u trajanju od sedam dana.
Energija klijanja je odredena cetvrtog dana, dok
je Klijavost semena odredena sedmog dana (ISTA
2009). Ocenjeni su i parametri porasta ponika, du-
zina nadzemnog dela i duzina korena.

Rezultati su obradeni u statistickom progra-
mu Statistica 10, metodom analize varijanse glav-
nih efekata, gde su za glavni efekat uzeti tretmani
sa insekticidima. Rezultati su prikazani graficki,
pri ¢emu su glavni efekti tretmana predstavljeni na
apscisi. Razlike izmedu sredina utvrdene su NZR te-
stom na nivou znacajnosti od 5%.

Tabela 1. Aktivne materije, koli¢ine primene i hemijske grupe aktivnih materija insekticidnih preparata

kojima je tretirano seme inbred linija kukuruza.

Table 1. Active substances, quantities and chemical groups of insecticidal products applied on the seed of

maize inbred lines.

Aktivna materija

Koli¢ina primene

(hemijska grupa) (ml/100kg semena)
Klotianidin 600g/1 (neonikotinoid) 280
Imidakloprid 600g/l (neonikotinoid) 600
Tiametoksam 350g/1 (neonikotinoid) 900
Teflutrin (80g/1) + tiametoksam (200g/1) (piretroid + neonikotinoid) 420
Fipronil 500¢g/1 (pirazol) 400




103

Gordana Tamindzi¢ i sar.

Tabela 2. Analiza varijanse energije klijanja semena, klijavosti semena, atipi¢nih ponika i parametara porasta
ponika inbred linija kukuruza tretiranih razli¢itim aktivnim materijama insekticida.

Table 2. Analysis of variance of energy of germination, seed germination, abnormal seedlings and seedling
growth parameters of maize inbred lines treated with products based on different active substances of inse-

cticides.
ce bt . DuzZina nadzemnog DuZina korena
EEZ;glﬁ(‘)? llg?::ljz Klijavost semena Atipi¢ni ponici dela ponika ponika
%ﬁltioﬁ Seed germination Abnormal seedlings Seedlings Seedlings
shoot lenght root lenght
Stepen  Sredina Sredina . MS Sredina Sredina
slobode kvadrata Y 04MOS  yyadrata F-ognos k%:g::; F-odnos kvadrata Y 0dM0S iadraa F-odmos
Degr.of MS MS F MS MS
Inlfr‘gélf‘ine 5 110 5,25% 49 4 16,49 1,874 764 2,529%* 962 1,438
TTerlttm:‘lt 5 106 5,05% 44 3,7 21,575 2472% 1265  4,186* 1588  2,373*
(;j:rrers;‘ra 133 21 12 8,8 302 669
REZULTATI praparata sa a.m. tiametoksam (3,0%) i preparata sa

Rezultati analize varijanse pokazali su da su
efekti linija i tretmana znacajni kod svih ispitivanih
parametara, dok efekat linija kod atipi¢nih ponika i
kod duzine korena ponika nije znacajan (Tab. 2).

Primenom standardnog testa klijavosti dobi-
jena energija klijanja semena inbred linija kukuruza
koje nije tretirano je iznosila 95,7% (Graf. 1). Prime-
na insekticida za tretiranje semena sa razli¢itim ak-
tivnim materijama je dovela do znacajnih razlika u
energiji klijanja semena. Najmanji pad energije klija-
nja zabelezen je kod preparata na bazi aktivnih ma-
terija tiametoksam i teflutrin+tiametoksam u odnosu
na kontrolu, dok su preparati na bazi akitnih materi-
ja klotianidin (92,8%), fipronil (91,3%) i imidakloprid
(90,6%) doveli do znacajnijeg pada energije klijavosti.

Klijavost netretiranog semena inbred linija
kukuruza dobijena primenom standardnog testa
Klijavosti je iznosila 96,6% (Graf. 2). Klijavost se-
mena ispitivanih inbred linija tretiranog preparati-
ma na bazi a.m. imidakloprid i fipronil (93,3%) bila
je zna¢ajno manja u odnosu na klijavost semena u
kontroli. Manju klijavost imalo je i seme inbred li-
nija tretirano preparatom na bazi aktivne materije
teflutrin+tiametoksam (94,3%). Izmedu preparata
na bazi a.m. klotianidin, tiametoksam i kontrolne
varijante nije bilo znacajne razlike u klijavosti se-
mena. Iako su preparati uticali na smanjenje klija-
vosti semena kukuruza, dobijene vrednosti su bile
vece od minimalne propisane vrednosti klijavosti
semena kukuruza.

Procenat atipi¢nih ponika inbred linija ku-
kuruza u kontroli iznosio je 1,8% (Graf. 3). Udeo
atipi¢nih ponika povecao se sa primenom prepa-
rata insekticida na bazi razli¢itih aktivnih materija.
Procenat atipi¢nih ponika inbred linija kod primene

a.m. klotianidin (3,5%) se nije znacajno razlikovao u
odnosu na vrednost atipi¢nih ponika inbred linija u
kontroli. Znac¢ajno veci procenat atipi¢nih ponika u
odnosu na kontrolu imalo je seme inbred linija tre-
tiranih praparatima sa a.m. teflutrin+tiametoksam
(3,7%), imidakloprid (4,1%) i fipronil (4,6%).

Duzina nadzemnog dela ponika je znac¢ajno
varirala izmedu tretmana preparatima na bazi razli-
¢itih aktivnih materija (Graf. 4). U kontroli duzina
nadzemnog dela ponika je iznosila 142,9 mm. Pre-
parat na bazi a.m. klotianidin je ispoljio pozitivan,
ali ne i znacajan uticaj na porast nadzemnog dela
ponika i vrednost ispitivanog parametra kod prime-
ne ovog preparata je iznosila 146,0 mm. Vrednosti
ovog parametra kod semena tretiranog preparatima
na bazi a.m. fipronil i teflutrin+tiametoksam nisu
se znacajno razlikovale u odnosu na kontrolnu vari-
jantu. Znac¢ajno manje vrednosti duzine nadzemnog
dela ponika ispitivanih inbred linija dobijene su kod
primene preparata na bazi a.m. imidakloprid (131,2
mm) i tiametoksam (126,7 mm).

U kontroli duzina korena ponika je iznosila
138,2 mm (Graf. 5). Ne$to manje vrednosti ovog pa-
rametra zabeleZene su kod preparata sa a.m. tiame-
toksam i fipronil. Znac¢ajno povecanje duzine ko-
rena zabeleZeno je kod primene preparata sa a.m.
teflutrin+tiametoksam i ta vrednost je iznosila 154,6
mm.
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Grafikon 1. Energija klijanja semena inbred linija
kukuruza tretiranih preparatima na bazi razlic¢itih
aktivnih materija insekticida.

Chart 1. Energy of germination of maize inbred li-
nes treated with products based on different active
substances of insecticides.

Current effect F(5, 133)=3.6714, p=00382
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Grafikon 2. Klijavost semena inbred linija kukuruza
tretiranih preparatima na bazi razli¢itih aktivnih
materija insekticida.

Chart 2. Seed germination of maize inbred lines
treated with products based on different active
substances of insecticides.

aktivna materija

Grafikon 3. Atipi¢ni ponici inbred linija kukuruza tre-
tiranih preparatima na bazi razli¢itih aktivnih materija
insekticida.

Chart 3. Abnormal seedlings of maize inbred lines tre-
ated with products based on different active substan-
ces of insecticides.
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Wertical bars denote 0.95 confidence intervals
160

155

150

145

140

135

130

Duzina nadzemnog dela (mmy)

125

120

115
Kontrola
Klotianidin

Imidakloprid Teflutrin+Tiametoksam
Tiametoksam Fipronil

aktivna materija

Grafikon 4. Duzina nadzemnog dela ponika inbred
linija kukuruza tretiranih preparatima na bazi razlici-
tih aktivnih materija insekticida.

Chart 4. Seedlings shoot lenght of maize inbred

lines treated with products based on different active
substances of insecticides.
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Current effect: F(5, 133)=2.3728, p=04247
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Grafikon 5. Duzina korena ponika inbred linija kukuruza tretiranih pre-
paratima na bazi razli¢itih aktivnih materija insekticida.

Chart 5. Seedlings root length of maize inbred lines treated with produ-
cts based on different active substances of insecticides.

DISKUSDJA

U ovom istrazivanju svi primenjeni preparati
su uticali na smanjenje vrednosti klijavosti semena
inbred linija kukuruza, ali su te vrednosti bile iznad
minimalne vrednosti Kklijavosti semena kukuruza
propisane Pravilnikom o kvalitetu semena poljopri-
vrednog bilja (SL. List SFRJ 47/87). Odsustvo Stetnih
efekata preparata na bazi a.m. tiametoksam na klija-
vost semena u ovom istrazivanju u saglasnosti su sa
rezultatima istrazivanja Tavares et al. (2007) na seme-
nu soje, kao i na semenu pasulja (Barros et al., 2001).
Pozitivan uticaj tiametoksama na klijavost semena
graska, soje i kukuruza navodi Horri et al. (2007).
Tiametoksam je pokazao pozitivne efekte kroz po-
vecanje zivotne sposobnosti, akumulacije biomase,
visoke stope fotosinteze i razvijenosti korenovog si-
stema (Cataneo, 2008). Tiametoksam se transportuje
u biljci kroz njene ¢elije i aktivira nekoliko fizioloskih
reakcija (npr. ekspresija proteina), koji su u interak-
ciji sa razli¢itim odbrambenim mehanizmima bilj-
ke, omogucavajuci bolje suocavanje sa nepovoljnim
uslovima (Cavijo, 2008; Almeida et al., 2013). Prepa-
rat na bazi aktivne materije imidakloprid je uticao na
smanjenje procenta klijavosti semena inbred linija
kukuruza u odnosu na kontrolu, $to je suprotno re-
zultatima DragiCevi¢ i sar. (2011). Kuhar et al. (2002)
su naveli slu¢ajeve smanjenja klijavosti semena ku-
kuruza kao rezultat primene imidakloprida, kao i da
su partije semena sa ve¢im vigorom bile tolerantnije
na imidakloprid. Ovako raznoliki rezultati se mogu
objasniti ¢injenicom da isti preparat moze imati de-

presivan efekat kod jednog genotipa, a pozitivan efe-
kat kod drugog genotipa (Ivanovic i sar., 1994).

Literaturni podaci ukazuju da insekticid na
bazi aktivne materije imidacloprid nije imao uticaja
na energiju klijanja semena kukuruza (Bittencourt et
al., 2000; Dan et al., 2012), $to je suprotno rezultati-
ma dobijenim u ovom istrazivanju. Energija klijanja
semena hibrida suncokreta bila je manja kod upotre-
be ovog preparata (Mrdja i sar., 2009). Rezultati ista-
zivanja Castro et al. (2007) na soji i Clavijo (2009) na
pirin¢u pokazuju da seme tretirano tiametoksamom
ima ubrzano klijanje usled stimulisane enzimatske
aktivnosti, kao i bolju energiju klijanja i uniformniju
pocetni razvoj ponika. Na semenu soje uoc¢eno je da
tiametoksam ubrzava proces klijanja i da indukuje
razvoj embrionove ose (Cataneo, 2008).

Primena insekticidnih preparata dovela je
do povecanja udela atipi¢nih ponika. Kod primene
preparata na bazi a.m. imidakloprid, kao i fipronil
uoceno je znacajno povecanje atipi¢nih ponika.
Ovaj rezultat se moze objasniti time Sto imidaklo-
prid u odredenoj koncentraciji remeti metabolizam
dovoljno da izazove pojavu abnormalnih biljaka
(Ebel el al., 2000), $to su potvrdili rezultati u ovom
istrazivanju. Dobijeni rezultati su u saglasnosti u sa-
glasnosti sa Kuhar et al. (2002).

Duzina nadzemnog dela ponika varirala je
kod primene preparata sa razli¢itim aktivnim ma-
terijama. Imidakloprid i tiametoksam su znacajno
uticali na smanjenje duzine nadzemnog dela ponika
u ovom istrazivanju. Negativan uticaj tiametoksama
i imidakloprida na duzinu nadzemnog dela ponika
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konstatovan je i kod semena crnog pasulja (Gui-
marides et al., 2005). Suprotno ovim rezultatima, u
literaturi su pronadjeni podaci da tiametoksam po-
zitivno utice da razvijenost nadzemnog dela ponika
(Almeida et al., 2013).

Manja vrednost duzine korena ponika u odno-
su na kontrolu zabeleZena je kod primene preparata
na bazi aktivne materije fipronil. Smanjenje duzine
korena ponika kod semena kukuruza tretiranog pra-
paratom fipronil konstatovao je i Silviera et al. (2001).
lako je preparat na bazi aktivne materije tiametoksam
uticaj na smanjenje duzine korena ponika, pronadjeni

su literaturni podaci koji ukazuju na pozitivan uticaj
ovog preparata na duzinu korena ponika (Almeida et
al., 2013). Kao jedna od aktivnih materija, u kombina-
ciji sa aktivnom materijom teflutrin, ostvario je poziti-
van uticaj na porast duzine korena ponika.
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EFFECT OF INSECTICIDES ON SEED GERMINATION AND

SEEDLING GROWTH PARAMETERS OF MAIZE INBRED LINES

SUMMARY

GORDANA TAMINDZIC, ZORICA NIKOLIC, DARIO DANOJEVIC, VESNA ZUPUNSKI,
MAJA IGNJATOV, DRAGANA PETROVIC, GORDANA ZDJELAR

Institute of field and vegetable crops, Novi Sad
e-mail: gordana.tamindzicZnsseme.com

In some years, polyphagous insects can threaten production of maize seed. Use of insecti-
cides through seed treatment is known to be the most economical chemical control, which
imposed the need to determine the impact of used insecticides on seed quality. Concen-
trated suspensions for seed treatment, based on active substances clothianidin, imidac-
loprid, thiamethoxam, tefluthrin + thiamethoxam and fipronil are included in this test.
The results indicate differences in germination capacity and seedling growth parameters
of maize inbred lines when insecticides with different active substances were applied. All
applied insecticides decreased the percentage of germination (93.3 to 94.3%) when compa-
red to control (96.6%). Insecticides based on active substances tefluthrin + thiamethoxam,
imidacloprid and fipronil increased the number of abnormal seedlings. Products based on
active ingredient clothianidin, increased shoot length of seedlings (146 mm) when compa-
red to the control, while products based on active ingredient thiamethoxam + tefluthrin
increased the root length of seedlings (154.6 mm).

Key words: seed germination, seedling growth parameters, maize inbred lines, seed tre-
atment insecticides
(Received: 31. 05. 2013.)
(Accepted: 15. 08. 2013.)
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Zbog nepovoljne konfiguracije terena, na vecini trajno odlozenih zemljista (deposola) ru-
darskog basena , Kolubara“ rekultivacija je izvedena poSumljavanjem. IzvrSeno je ispitiva-
nje osnovnih agrohemijskih osobina, kao i kvantitativne zastupljenosti pojedinih grupa
mikroorganizama u deposolima razlic¢ite starosti i pod razli¢itim Sumskim kulturama. Is-
pitivani deposoli su pokazali povoljniji pH od kontrolnog zemljista, niZi sadrzaj humusa,

REZIME

ukupnog N i lako pristupacnog K, O, a viSi sadrzaj lako pristupa¢nog P,O.. Opsta biogenost

je bila zadovoljavajuca, s tim $to je zastupljenost ukupne mikroflore, gljivica i bakterija iz
roda Clostridium bila manja nego kod kontrolnog zemljista, dok je zastupljenost ostalih
fizioloskih grupa mikroorganizama bila znatno veca.

Kljucne reci: biogenost, deposoli, poSumljavanje, rekultivacija

UVOD

PovrSinska eksploatacija mineralnih sirovi-
na se sve vise primenjuje u svetu, a pogotovo u ek-
sploataciji uglja koji predstavlja pogonsko gorivo za
rad termoelektrana i dobijanje elektri¢ne energije.
Tehnologija povrSinske eksplatacije je specifi¢na i
zahteva uklanjanje pedosfere i mati¢nog supstrata
sve do slojeva uglja. Materijal koji koji se mora uklo-
niti, tzv. ,otkrivka“ ili ,jalovina“ je Cesto debljine i
do 200m. Njenim deponovanjem nastaju zemljiSne
tvorevine nazvane deposoli ili tehnogena zemljista
(Antonovic¢, 1980) koji predstavljaju posebnu grupu
u okviru postojece sistematike zemljista.

Rudnik lignita ,,Kolubara“ je zapoceo otko-
pavanje uglja povrSinskom eksploatacijom 1957.
godine i od samog pocetka pristupio rekultivaciji
novonastalih supstrata, odnosno njihovom privode-
nju kulturi. Postoje tri kategorije rekultivacije: au-
torekultivacija-bez intervencije ¢oveka, rekultivacija
posumljavanjem i potpuna, odnosno poljoprivredna
rekultivacija (Resulovi¢, 1984). Tako je 1958. godi-

ne poSumljeno 110 ha deposola kulturom bagrema
(Kotlaji¢, 1979). Do danas je rekultivacija izvr$ena na
1200 ha deposola, od ¢ega se, zbog nepovoljne kon-
figuracije terena, 875 ha nalazi pod Sumom, a svega
375 ha pod poljoprivrednim kulturama (Trbojevi¢ i
sar., 1990). U toku rekultivacije poSumljavanjem se
postize povecan priliv organske materije u sterilan
supstrat jalovine, a samim tim ubrzano ozivljava-
nje supstrata i pokretanje pedoloskih procesa. Po-
red toga, Sume u procesu fotosinteze stvaraju velike
koli¢ine kiseonika koji je neophodan svuda gde je
prisutno aerozagadenije.

Za poSumljavanje deposola su koriséene sle-
dece kulture: bagrem, topola, aris, jasen, hrast, jova,
lipa, duglazija, javor, breza, brest, crni i beli bor.

Na svim povrsinama su pre pocetka izvodenja
bioloske rekultivacije izvrSena detaljna fizicka, he-
mijska i mikrobiolo$ka ispitivanja odlozenih mate-
rijala. Na osnovu hemijskih analiza, istaknut je izra-
7eni nedostatak organske materije, a s tim u vezi i
ukupnog azota. Asimilativnog fosfora bilo je samo u
tragovima, dok su vrednosti za lako pristupacan ka-
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lijum bile promenljive (Antonovic i sar., 1984). Sveze
odloZeni supstrati su bili vrlo male biogenosti (Mar-
kovi¢ et Veselinovi¢, 1979). Pojavom vegetacije se
povecala i brojnost mikroorganizama, odnosno op-
$ta biogenost je rasla (Bogdanovic¢ et Kotlaji¢, 1985).
Navedena ispitivanja se i dalje obavljaju u kontinui-
tetu da bi se ocenio trend stvaranja zemljista. U tom
cilju su u Institutu za zemljiSte u Beogradu izvrSena
terenska i laboratorijska ispitivanja agrohemijskih
i mikrobioloskih osobina deposola rudnika lignita
,Kolubara“ pod razli¢itim Sumskim kulturama.

MATERDAL I METODE

Brojnost i enzimatska aktivnost mikroorga-
nizama su najvec¢i u povrSinskom sloju zemljista,
zbog Cega su uzorci zemljiSta sa odabranih 19 loka-
liteta za agrohemijske i mikrobioloSke analize uzeti
asepti¢no sa dubine od 0-25cm.

Za ocenu agrohemijskih osobina deposola
odredeni su sledeci parametri: pH, odnosno kiselost
- potenciometrijskim postupkom; sadrzaj humusa
- metodom po Kotzmann-u; ukupan azot - meto-
dom po Kjeldahl-u; lako pristupacni fosfor i kalijum
Al-metodom Enger-Richm-a

Za ocenu biogenosti odredena je kvantitativ-
na zastupljenost slede¢ih grupa mikroorganizama:
ukupna mikroflora na agarizovanom zemljiSnom
ekstraktu; gljivice na Capekovom agaru; aktinomi-
cete na sintetickom agaru sa saharozom po Kra-
siljnjikovu; amonifikatori na te¢noj podlozi sa
asparaginom kao izvorom azota; Azotobacter spp.
metodom fertilnih kapi na bezazotnoj podlozi po
Fjodorovu; Clostridium spp. metodom nakupljanja
u te¢noj podlozi sa rastvorom Vinogradskog; celu-
lolizatori na podlozi Waksman-Carey; nitrifikatori
na te¢noj mineralnoj podlozi sa rastvorom Vino-
gradskog. Brojnost mikroorganizama je utvrdena
standardnim mikrobioloskim metodama zasejava-
nja odredene koli¢ine suspenzije zemljista na odgo-
varajuc¢e hranljive podloge koris¢enjem decimalnih
razredenja (10'-10°%), (Pochon et Tardieux, 1962).
Broj mikroorganizama je izrazen na gram apsolutno
suvog zemljista.

Posto je rudarski basen ,,Kolubara“ lociran u
zoni rasprostiranja pseudogleja, rezultati izvrSenih
analiza su poredeni sa ovim tipom zemljiSta kao
kontrolom.

REZULTATI 1 DISKUSIJA
U Tabeli 1 su prikazani rezultati agrohe-

mijskih analiza uzoraka deposola pod razli¢itim
Sumskim kulturama. Utvrdeno je da su fizic-

ko-hemijske karakteristike zemljiSta najvaznije
svojstvo koje uti¢e na broj i aktivnost mikroorga-
nizama, (Milo$evic i sar., 1997, Marinkovic i sar.,
2007). Na osnovu pH vidimo da su ispitivani de-
posoli uglavnom slabo kisele reakcije, $to znaci da
imaju povoljniji pH od kontrolnog zemljista koje
je kisele reakcije. Naime, vrednost pH zemljiSta
direktno uti¢e na mobilnost hranljivih elemena-
ta, tj. uslovljava njihovu pristupac¢nost za biljke,
ali isto tako uslovljava sastav mikrobne populacije
zemljista, (Tintor i sar., 2009).

Sadrzaj humusa u ispitivanim deposolima je
u najve¢em broju uzoraka bio nizak, kao i nivo uku-
pnog azota koji je u korelaciji sa procentom humu-
sa.

Nivo lako pristupac¢nog fosfora je uglavnom
bio visi u poredenju sa kontrolnim zemljiStem Sto
se moze dovesti u vezu sa boljom rastvorljivosc¢u soli
fosforne kiseline u uslovima slabo kisele i neutralne
reakcije (Popovic,1989).

Obezbedenost lako pristupa¢nim kalijumom
je bila srednja i u veéini sluc¢ajeva niza nego u kon-
trolnom zemljistu.

Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih
u Tabeli 2, moze se re¢i da je brojnost ukupne mi-
kroflore kod ispitivanih deposola uglavnom niza u
poredenju sa pseudoglejem, $to je verovatno uslov-
lijeno nizim sadrzajem organske materije. Izuzetak
predstavljaju uzorci 2, 8, 9, 13 14 i 18 kod kojih je
zabeleZen i nesto vedi sadrzaj humusa.

Zastupljenost aktinomiceta je, usled povoljni-
jeg pH, znatno ve¢a nego kod kontrolnog zemljista
$to ukazuje na jace procese mineralizacije organske
materije.

Gljivice kao acidofilni mikroorganizmi su
slabije zastupljene u deposolima nego u pseudogle-
ju koji, usled vece kiselosti, pruza povoljnije uslove
za njihov razvoj.

Amonifikatori, kao korisnici organskog azo-
ta i razlagaci proteina, su jedna od najzastupljenijih
grupa mikroorganizama u zemljistu, (Bogdanovid,
1990). Brojnost amonifikatora u deposolima je bila
viSestruko veca nego kod kontrolnog zemljista.

Kod vecine ispitivanih deposola konstatova-
ne su bakterije roda Azotobacter, za razliku od kon-
trolnog zemljista kod kojeg uopste nije zabelezeno
njihovo prisustvo, verovatno usled nepovoljne reak-
cije za razvoj ovih najznacajnijih asocijativnih azo-
tofiksatora i male snabdevenosti zemljiSta fosforom
(Milosevic, 2008).

Zastupljenost bakterija roda Clostridium u
deposolima je uglavnom niZza u odnosu na pseu-
doglej koji spada u teska i slabo aerisana zemljista,
pa samim tim pruza povoljne uslove za razvoj ovog
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anaerobnog mikroorganizma.

Brojnost celulolizatora je viSestruko veca
nego u kontrolnom zemljiStu, pa se moze zakljuciti
da se razlaganje biljnih ostataka u deposolima odvi-
ja intenzivnije nego u prirodnom zemljiStu.

Sto se ti¢e nitrifikatora, vidimo da su nitritne

Tabela 1. Agrohemijske osobine ispitivanih deposola.
Table 1. Agrochemical properties of tested deposols.

bakterije u deposolima zastupljene u istom ili ve-
¢em broju nego u pseudogleju, Sto se ne moze reci
za predstavnike druge faze nitrifikacije. Na osnovu
iznetog, moze se zakljuciti da se ve¢ina korisnih mi-
krobioloskih procesa intenzivnije odvija u deposoli-
ma nego u prirodnom, neporemecenom zemljistu.

Lokalitet Kultura pH Humus Uku[Boni N P O5 (0)
Location Culture % Total N mg/2100g mg/100g
1 Crmi bor 5.50 1,48 0,10 8.2 15.4
1mne
2 Crl?.i bor 6.60 2.97 0.10 2.4 16,6
me
Jova
3 e 6,40 1,06 0,10 6.9 18,4
Jova
4 Ao 6.10 2,06 0.10 7.5 23.0
Jova
5 Aova 6.65 2,06 0.10 8.8 18.4
6 LL.ipa 6,05 2,11 0,15 6.4 10,8
1me
Jova
7 Aova 5.80 1,06 0.15 12 9.6
Jova
8 Aova 6.10 2.49 0,07 2.0 6.2
9 Duglazija 6.00 2.63 0,08 1.8 20,0
Douglas fir
10 LL.iPa 5,90 1,12 0,06 2,5 152
1me
Jova
1 Qova 6.80 111 0,05 47 22
Jova
12 o 5.90 141 0,07 10,4 248
Jova
13 Aova 6.50 2.10 0,05 2.1 13,6
14 Duglazija 5.0 234 0.15 23 16,2
Douglas fir
15 Duglazija 5,75 135 0.12 3.7 27.8
Douglas fir
16 Luznjak 6.50 1.26 0.13 6.8 22,6
Oak
Crni bor
17 b 6,10 1,50 0,10 45 20,5
18 Aris 5.90 2,67 0.10 3.6 16,5
Larch
Pseudoglej Crni bor 455 3.15 0.16 2.7 234

Pseudogley Pine
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Tabela 2. Broj mikroorganizama po gramu apsolutno suvog zemljista.
Table 2. Number of microorganisms per gram of absolute dry soil.

Ukupna Ak'tino- . Amoni: Celulo- Nitrifikatori
. mikroflora micete Gljive fikatori . lizatori NH— NO,—
Lokal}tet 10¢ 1()5 104 ) 105 ) Azoto- Cl9str1— 10¢ Celu- NO, NO;
Location 'Total Actino- Fungi Ammoni- bacter dium loly-sators .
microflora mycetes fiers Nitrifiers

1 10,67 12,00 19,33 140,00 667 45 24,67 950 450

2 23,33 37,67 1,67 110,00 7335 250 7,00 450 95

3 3,67 5,67 6,67 110,00 8000 95 18,67 950 40

4 3,00 23,33 6,00 110,00 0 95 9,33 2500 90

5 15,33 28,33 2,33 45,00 167 95 9,33 250 90

6 13,00 9,67 41,67 110,00 5335 450 9,67 250 90

7 9,67 24,00 10,00 110,00 10335 95 9,33 450 450

8 37,33 48,00 18,67 110,00 0 95 4,33 950 250

9 42,00 38,33 5,00 110,00 1665 450 5,67 450 250

10 8,67 6,00 12,67 110,00 167 25 14,00 450 90

11 20,33 20,33 4,33 110,00 14500 250 6,50 950 250

12 7,33 15,67 12,00 45,00 0 95 3,00 250 40

13 28,00 26,00 15,33 110,00 1000 250 2,33 2500 40

14 33,33 10,67 9,00 110,00 0 45 27,33 90 40

15 1,67 7,33 4,00 110,00 1000 25 10,67 450 40

16 7,00 7,00 10,00 45,00 0 9 6,00 450 450

17 4,00 11,33 3,33 25,00 500 25 20,00 2500 950

18 43,00 58,33 20,67 140,00 0 95 21,33 2500 450

I',’::l‘l‘gggl'g 22,33 0.67 22,33 9,50 0 450 0.67 250 40

ZAKLJUCAK roda Clostridium, a s druge strane znatno vec¢u za-

Ispitivani deposoli su pokazali povoljniji pH

od kontrolnog zemljista, nizi sadrzaj humusa i uku-
pnog azota, znatno visi sadrzaj lako pristupa¢nog
fosfora i priblizno isti sadrzaj lako pristupa¢nog ka-
lijuma.

U pogledu biogenosti, u poredenju sa pseu-
doglejem posumljeni deposoli su pokazali manju
zastupljenost ukupne mikroflore, gljivica i bakterija

stupljenost aktinomiceta, amonifikatora, celuloliza-
tora, nitrifikatora i slobodnih aerobnih azotofiksa-
tora iz roda Azotobacter.

ZAHVALNICA
Istrazivanje je podrzano od strane Ministar-

stva prosvete, nauke i tehnoloskig razvoja Republike
Srbije, Projekat TR 37006.
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Due to unfavorable terrain configuration on the great of deposols of the ,,Kolubara“ open
cast mine, recultivation under forest cultures has been performed. Tests of basic agroc-
hemical properties as well as quantitative abundance of some groups of microorganisms
in deposols of different oldness and under different forest cultures have been done. The
tested deposols have shown favorable pH, low content of humus and total nitrogen, readily
available to phosphorus and potassium. The biogenity shown is satisfactory but the total
microflora, fungi and Clostridium abundance is lower compared to the control soil while
the other physiological groups of microorganisms are considerably more abundant.

SUMMARY

Key words: biogenity, deposols, foresting, recultivation
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Ostale napomene

Radovi se recenziraju. Na zahtev urednika, redakciji ¢asopisa dostaviti rad na disketi sa upisanim
imenom autora i naziv fajla. Radovi se mogu dostaviti postom na adresu Teodora Drajzera 9, 11040
Beograd, ili putem e-mail adrese glavnog urednika ¢asopisa: ndolovac@yahoo.com. Rukopis pripremiti
u MS Word for Windows (.doc) ili Rich Text Formatu (.rtf). Pored toga, dostaviti dva primerka rukopisa.
Merne jedinice izrazavati u Internacionalnom sistemu jedinica (SI). Stranice u tekstu obavezno obeleziti
brojevima, a rukopis, ovako pripremljen za Stampu, slati Redakciji ¢asopisa, uz propratno pismo autora.
Treba napisati i skracenu verziju naslova rada radi njegovog upisivanja na neparnim stranicama.
Postujuci gore navedena pravila ubrzacete objavljivanje svog rada i doprineti kvalitetu ¢asopisa.
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INSTRUCTION TO AUTHORS

The “Plant Protection” publishes scientific papers, review papers and scientific notes from plant
protection field. The papers are printed in Serbian or English.

A manuscript, double-spaced printed, contains: chapter, title, the name of an author and addresses,
abstract, key words, text (including the chapters: introduction, material and methods, results, discussion,
acknowledgements, references and summary followed by key words), tables and graphs, photographs and
drawings.

CHAPTER - the top, right-hand corner is reserved for categorization of the paper.

TITLE - in capital letters (bold) ought to be short, clear, without abbreviations. It is desirable to use the
name of species either in Serbian or in Latin.

ABSTRACT - should contain most 200 words of the text. KEY WORDS - there must be up to 6 key words.
TEXT - ought to be divided into the following chapters: INTRODUCTION, MATERIAL AND METHODS,
RESULTS, DISCUSSION, REFERENCES and SUMMARY (in English and Serbian of the same contents)
followed by key words. REFERENCES - is quoted on the separate sheet of paper in alphabetical order. Follow
the example bellow: Arsenijevi¢, M., Dragani¢, M., KneZevi¢ Tatjana (1996): Cultivars of the former gender
Helminthosporium determined in Yugoslavia (1922-1955). Plant Protection, 216: 93 - 119. A quotation
originated from a book should follow the example bellow: Dhingra, O. D., Sinclair, J. B. (1955): Basic Plant
Pathology Methods, CCR. Press Inc, Baco Raton, pp. 335 -360. In text, at the end of the quotation, the authors
are to be quoted such as the example bellow: (Matijevi¢, 1994; Stojanovi¢ and Bori¢, 1990; Manojlovi¢ et al.,
1998). SUMMARY, followed by key words, should be in English and Serbian and given on the separate sheets
of paper at the end of the text, containing the author’s name and the name of the institution.

The title of chapter in paper (the first rank of title) should be centred and written in capital letters (bold).

Subchapter (the second rank of title) should be centered and written in first capital letter (bold), single-
spaced from the text it refers to.

Subchapter (the third rank of title) should be written at the beginning of the line in first capital letter
(italic), single-spaced from the text it refers to.

Subchapter (the fourth rank of title) should be written at the beginning of the line (italic), separated from
the rest of the text by a hyphen.

TABLES AND GRAPHS - Tables and graphs should be given on the separate pages. In manuscript, a space
for tables and graphs should be marked. The titles of the tables and graphs ought to be first in Serbian then in
English, and if the script is in English, then English version comes first followed by Serbian name of the titles.

PHOTOGRAPHS AND DRAWINGS - Photographs and drawings should be clear and sharp. At the back
of the photos and drawings, their number, the name of an author and shorten version of the paper should be
marked by pencil. On the separate sheet of papers, full titles in Serbian and English should be added along
with information about the author’s name, and the title of the paper.

Additional notes

The papers are reviewed. On the editor’s request, the paper should be addressed to the Board on a
diskette labeled with the name of the author and a file to Teodora Drajzera 9, 11040 Belgrade, or by e-mail:
ndolovac@yahoo.com. A manuscript should be prepared in MS Word for Windows (.doc) or Rich Text
Format (.rtf). In addition, two copies of the printed text should be sent to the Board. International System of
Units (SI) is required. Pages of the text must be marked in numbers and the manuscript prepared for printing
in this way should be sent to the Board with accompanying author’s letter. The shorten version of the title of
the paper is also required to be printed on odd pages.

Following the aforementioned rules, you will make publishing of your paper quicker and contribute to
better quality of the journal.

EDITORIAL Board for “’Plant Protection”
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