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BAKTERIOLOSKE KARAKTERISTIKE SOJEVA ERWINIA AMYLOVORA

REZIME

POREKLOM 1Z JABUCASTIH VOCAKA | BILJAKA
SPONTANE FLORE U CRNOJ GORI

DRAGANA RADUNOVIC!, VELJKO GAVRILOVIC?, MARIJA KRSTIC?

Biotehnicki fakultet, Savjetodavna sluzba u biljnoj proizvodnji, Podgorica, Crna Gora

2 [nstitut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu , Beograd, Srbija

3Ministarstvo poljoprivrede i ruralnog razvoja Crne Gore, Podgorica, Crna Gora

U radu su prikazane karakteristike sojeva Erwinia amylovora poreklom sa kruske, dunje
i gloga izolovanih u razlic¢itim lokalitetima u kontinentalnom delu Crne Gore. Prva pojava
simptoma uocena je sredinom juna, kada je posle duzeg kiSovitog i prohladnog perioda doslo
do porasta temperature (preko 20°C). Na biljkama domacinima primeceni su karakteristi¢ni
simptomi ispoljeni u vidu plamenjac¢e mladara i nekroza na viSegodiSnjim granama.
Bakterije na koris¢enim podlogama formiraju karakteristicne kolonije, a dobijeni izolati su
gram negativni, ne fluoresciraju na King-podlozi B, a glukozu metabolisu i oksidativno i
fermentativno. Prouzrokuju HR duvana i nekrozu inokulisanih, nesazrelih plodova kruske,
pracenu obilnom produkcijom bakterijskog eksudata. Na osnovu rezultata odgajivackih i
biohemijskih odlika proucavanih sojeva i poredenjem rezultata sa odlikama referentnih
sojeva, zaklju¢eno je da proucavani izolati poreklom sa kruske, dunje i gloga ispoljavaju
tipi¢ne karakteristike Erwinia amylovora.

Klju¢ne reci: Erwinia amylovora, jabucaste vocke, patogenost, biohemijske odlike, Crna Gora

UVOD

Bakteriozna plamenjaca  koju prouzroku-
je Erwinia amylovora, spada u najranije opisane i
eknomski najznacajnije patogene jabucastih vocaka i
ukrasnih biljaka, pripadnika familije Rosaceae. Prva
pojava ove bakterije u Evropi je zabelezena u Engle-
skoj polovinom proslog veka i od tada se proSirila na
teritoriji svih evropskih zemalja gde se gaje jabuca-
ste vocke, ali i ostali domacini ove bakterije (van der
Zwet and Keil, 1979; Pani¢ i Arsenijevic, 1996).

Bakterija je na teritoriji bivSe Jugoslavije ek-
sperimentalno potvrdena kao parazit dunje i kruske
1989. godine u Bosni i Hercegovini (Gradiska), Srbiji
(Sabac) i Makedoniji. Ve¢ u prvoj godini njene poja-
ve nastale su velike Stete, $to je rezultiralo kr¢enjem

zasada kruske i dunje u rejonima gde je doslo do po-
jave bolesti (Arsenijevic i Gavrilovi¢, 2007).

U Crnoj Gori simptomi bakteriozne plame-
njace kruske su prvi put nadeni u okolini Bijelog
Polja, a epifitoti¢na pojava bolesti na dunji je zabe-
lezena je 2003. godine, kada je i eksperimentalno
potvrdeno prisustvo bakterije (Obradovi¢ et al.,
2003; Arsenijevic¢ i Gavrilovi¢, 2007). Od tada se
prisustvo i rasporstranjenost bakterije u Crnoj Gori
intenzivnije prati, narocito imajudi u vidu i ¢inje-
nicu da se povrsine pod jabuc¢astim voc¢kama iz go-
dine u godinu povecavaju.

Cilj ovog rada je da se utvrdi rasprostranjenost
i spektar domacina E. amylovora u Crnoj Gori i pro-
uce patogene i bakterioloSke odlike izolovanih sojeva,
poreklom sa razli¢itih domacina, tokom 2012. godine.
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Tokom 2012. godine organizovani su pregledi
zasada jabucastih vocaka, kao i pojedina¢nih sta-
bala na okuénicama, sa ciljem utvrdivanja simpto-
ma bakteriozne plamenjace i prikupljanja uzoraka
obolelih vocaka radi laboratorijskih proucavanja.
Posmatranja su obavljena u kontinentalnom delu
Crne Gore (Niksi¢, Pljevlja, Bijelo Polje, Berane, An-
drijevica, Kolasin). Obilazak zasada je po¢eo nakon
perioda cvetanja, a nastavljen je tokom intenzivnog
porasta mladara, kada se simptomi bakteriozne pla-
menjace obi¢no pojavljuju.

Uzorci sa simptomima bolesti ispoljeni u vidu
plamenjac¢e mladara i nekroze grana su dopremani
u Laboratoriju za fitopatologiju Biotehnic¢kog fakul-
teta u Podgorici. Prethodno su evidentirani podaci
0 vocnoj vrsti i sorti, lokalitetu, a kasnije su priku-
pljeni meteoroloski podaci za lokalitete u kojima je
izvrSeno uzorkovanje.

Izolovanje bakterije i provera patogenosti

Izolovanje bakterije izvrSeno je standardnim
metodom razmaza na mesopeptonskoj podlozi obo-
gacenoj sa 5% saharoze (NAS) i Kingovoj podlozi B
(KB), koje se Siroko upotrebljavaju za izolovanje fito-
patogenih bakterija parazita vo¢aka (Rudolph, 1990;
Arsenijevic¢, 1997).

Patogenost izolovanih sojeva proverena je
infiltracijom liS¢a duvana u cilju dokazivanja hi-
persenzibilne reakcije (HR) duvana i inokulacijom
nesazrelih plodova kruske (sorte Vilijamova i Santa
Marija). Plodovi su inokulisani suspenzijom bakte-
rija koncentracije 108 cfu/ml, pomocu bakterioloSke
igle, nanoSenjem kapi suspenzije na mesto inokula-
cije. Rezultati testa hipersenzitivnosti su ocitavani
posle 24 ¢asa, nekroza infiltriranog tkiva oznac¢ava
pozitivnu reakciju. Rezultati inokulaciong testa na
plodovima kruSke ocitavani su posle 3-4 dana od
inokulacije, pri ¢emu nekroza inokulisanog tkiva
pracena produkcijom bakterijskog eksudata ozna-
¢ava pozitivnu reakciju (Klement, 1990; Arsenijevic¢
1997; Gavrilovic, 1998; Obradovi¢ et al., 2003).

Odgajivacke odlike proucavanih izolata prouce-
ne su posmatranjem i opisom izgleda kolonija na slede-
¢im hranljivim podlogama: mesopeptonska podloga sa
5% saharoze (NAS), King-ova podloga B, mesopepton-
ska podloga (NA) i podloga sa kvas¢evim ekstraktom,
glukozom i kalcijum karbonatom (YDC). Prouc¢avan je
oblik kolonija bakterija, veli¢ina, boja, izgled oboda ko-
lonije i sl. (Klement 1990; Gavrilovic, 1998).

Proucene su i biohemijske odlike dobijenih

izolata, koju su znacajne za detekciju E. amylovo-
ra: razlikovanje po Gramu, fluorescentnost, meta-
bolizam glukoze (O/F test), aktivnost oksidaze, ka-
talaze, pektolitickih fermenata, hidroliza Zelatina,
eskulina, Tween 80 (aktivnost lipoliti¢kih fermena-
ta), redukcija nitrata, stvaranje amonijaka, razvoj u
te¢noj podlozi sa 5%, odnosno 7% NaCl, razvoj na
temperaturama 34°C i pri 36°C, osetljivost prema
streptomicinu i hloramfenikolu (Lelliot and Stead,
1987; Sands, 1990; Arsenijevi¢, 1997; Gavrilovic,
1998; Jones and Geider, 2001).

U radu su kao kontrolni, kori$¢eni referentni
sojevi CFBP 1430 i NCPPB 595, iz nacionalnih kolekei-
ja Francuske i Velike Britanije. Meteoroloski podaci su
obradeni koriS¢enjem meteoroloskih stanica METOS,
postavljenih u pomenutim podrucijima za potrebe Sa-
vjetodavne sluzbe u biljnoj proizvodniji, stru¢ne sluzbe
Ministarstva poljoprivrede Crne Gore (Tabela 1.).

REZULITATI

Simptomi bakteriozne plamenjac¢e su uoce-
ni u fazi intenzivnog porasta mladara dunje, krus-
ke i gloga. Na obolelim stablima se uoc¢ava nekroza
mladara, koji kod dunje dobijaju mrku, a kod krus-
ke crnu boju. Vrhovi mladara su lu¢no savijeni, ali
bez pojave bakterijskog eksudata, Sto je karakteri-
stican i prepoznatljiv znak prisustva E.amylovora.
Na obolelim stablima gloga zapazeni su simptomi
plamenjace mladara i cvasti, koji postaju crne boje,
ali kao i u prethodnim sluc¢ajevima, ne dolazi do
pojave kapi bakterijskog eksudata, karakteristi¢ne
bledozute boje. Simptomi bolesti su zapazeni polo-
vinom juna, kada je zabelezen porast temparature
vazduha, $to je uticalo na pojavu simptoma bolesti.

Izolacija bakterije i provera patogenosti

Na mesopeptonskoj podlozi obogacenoj sa-
harozom (NAS), bakterija formira karakteristi¢ne
sluzaste i ispupcene kolonije (levan tip). Kolonije
se javljaju posle 2-3 dana razvoja u termostatu pri
27°C. Na King-ovoj podlozi B bakterija formira kolo-
nije bele boje, sjajne, koje ne stvaraju fluorescentni
pigment. Bakterije na ovoj podlozi postaju uocljive
posle 3 dana razvoja, pri pomenutoj temperaturi.

Dobijeni sojevi prouzrokuju HR duvana, $to
se ispoljava nekrozom infiltriranog liS¢a, nakon 18-
24 ¢asa od inokulacije. Takode prouzrokuju i nekro-
zu inokulisanih nedozrelih plodova kruske, pracenu
obilnom produkcijom bakterijskog eksudata bledo
zute boje. Prvi znaci bolesti na inokulisanim plodo-
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Tabela 1. Meteoroloski podaci iz posmatranih lokaliteta.
Table 1. Meteorological data from monitored localities.

%emperatura Viafnost
Padavine emperature azZnos
Datum N °C Vazduha
Date Pr ec(;g;:la;tlon (S Rel. h(l)l:nidity
sr. dnevna minimum maximum
01.5.2012 - 17,22 6,6 27,42 55
02.5.2012 - 16,78 5,92 27,25 56
03.5.2012 - 15,2 5,55 25,04 70
04.5.2012 - 14,53 5,53 21,82 67
05.5.2012 - 12,16 2.9 20,41 70
06.5.2012 - 12,59 2,96 22,3 70
07.5.2012 2 12,54 6,52 18,92 81
08.5.2012 0,2 13,08 5,46 21,62 78
09.5.2012 0,2 14,86 3,62 25,05 65
10.5.2012 - 15,68 4,71 24,85 57
11.5.2012 - 17,73 7,17 26,52 55
12.5.2012 - 17,26 6,33 28,36 66
13.5.2012 0,2 14,56 7,51 21,44 72
14.5.2012 54,6 8,85 6,85 10,74 99
15.5.2012 - 9,82 6,37 14,07 85
16.5.2012 7,4 10,71 8,46 16,12 90
17.5.2012 2.8 8,62 6,55 13,1 75
18.5.2012 - 11,65 3,97 19,52 57
19.5.2012 - 12,62 1,8 22,98 70
20.5.2012. - 14,29 4,67 23,06 76
21.5.2012. 2.8 14,87 8,43 24,07 82
22.5.2012. 41 10,46 6,7 12,87 95
23.5.2012. 1 11,13 5,95 15,83 89
24.5.2012. 5 12,66 8,14 17,51 94
25.5.2012. 6,2 13,62 8,26 19,89 90
26.5.2012. 8,2 12,09 8,87 18,73 93
27.5.2012. 32 11,05 5,41 17,12 87
28.5.2012. 0,4 11,7 2,12 21,06 75
29.5.2012. 10,4 9,89 4,78 18,74 91
30.5.2012. 0,6 12,25 3,33 21,45 79
31.5.2012. 8 13,62 5,92 24,25 83
01.6.2012. 0,2 14,66 6,08 22,4 82
02.6.2012. 0,2 15,39 6,88 23,48 81
03.6.2012. 0,2 16,61 8,01 25,58 74
04.6.2012. - 15,94 6,44 23,9 68
05.6.2012. 14,8 14,43 11,54 19,44 88
06.6.2012. 0,2 15,42 5,92 23,41 72
07.6.2012. - 17,03 7,33 26,33 77
08.6.2012. 0,2 19,47 9,32 29,41 76
09.6.2012. - 20,56 9,75 30,73 68
10.6.2012. - 19,91 9,81 29,45 68
11.6.2012. - 17,53 10,64 24,59 76
12.6.2012. - 18,32 9,74 24,6 71
13.6.2012. - 18,38 8,25 24,8 69
14.6.2012 - 16,79 6,26 27,53 63
15.6.2012 - 18,28 7,76 28,53 68
16.6.2012 - 20,1 8,33 31,34 65
17.6.2012 - 21,12 8,87 31,86 65
18.6.2012 - 22,42 11,84 32,98 65
19.6.2012 0,4 22,46 12,21 34,05 66
20.6.2012 0,6 21,86 11,35 32,74 70
21.6.2012 - 23,49 13,85 33,54 70
22.6.2012 - 23,61 12,69 33,01 65
23.6.2012 1,4 22,16 13 32,32 78
24.6.2012 0,2 20,39 14,62 31,09 86
25.6.2012 6,2 20,55 13,03 29,96 83
26.6.2012 - 19,86 11,66 27,78 74
27.6.2012 - 17,36 7,79 25,93 64
28.6.2012 - 17,69 5,98 29,48 67
29.6.2012 - 21,25 10,19 31,68 65
30.6.2012 - 22,76 12,79 33,86 71

01.7.2012 - 24,04 12,79 35.05 65
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vima se ispoljavaju u vidu vlaznih, tamno zelenih
pega, oko mesta inokulacije. Posle dva dana, nekro-
ze se Sire i dolazi do obrazovanja eksudata, a nakon
4-5 dana nekrotira ¢itav plod. Pri pomenutim testo-
vima patogenosti dobijeni sojevi se identi¢no pona-
$aju kao referentni sojevi CFBP 1430 i NCPPB 595.

Bakterioloske odlike proucavanih sojeva

Na mesopeptonskoj podlozi obogac¢enoj sa 5%
saharoze (NAS), sojevi formiraju okrugle kolonije,
sjajne, glatke, ravnih ivica, koje posle 3 dana razvoja
dostizu pre¢nik 2,5-3 mm. Izrazito su ispupcene i
sluzaste konzistencije, $to je znak stvaranja levana,
slozenog makromolekula polisaharidne prirode,
koji nastaje razlaganjem saharoze.

Na Kingovoj podlozi B, kolonije su sjajne, bla-
go ispupcene, bele boje, ravnih ivica, koje posle 3
dana razvoja dostizu 1,5-2 mm. Ne stvaraju fluores-
centni pigment na pomenutoj podlozi, po ¢emu se
razlikuju od kontrolnog soja IZB 203 (Pseudomonas
syringae), koji fluorescira na ovoj podlozi.

Na mesopeptonskoj podlozi (NA) Kkolonije
bakterije su bele boje, sjajne, pre¢nika 1-1,5 mm,
ravnih ivica, a na podlozi sa kvascevim ekstraktom,

Tabela 2. Biohemijske odlike proucavanih sojeva.

glukozom i CaCO, su bele boje, blago ispupcene,
prec¢nika 2 mm, sjajne i sluzaste.

Referentni sojevi E. amylovora kori$¢eni pri
ovim istrazivanjima, u pogledu odgajivac¢ih odlika
se identi¢no ponasaju kao i proucavani sojevi dobi-
jeni sa kruske, dunje i gloga, poreklom iz razicitih
lokaliteta u Crnoj Gori.

Proucavani sojevi se razvijaju u te¢nim pod-
logama sa 5% i7 % NaCl, pri ¢emu je razvoj u drugoj
podlozi (7%) znatno slabiji nego u prvoj (5%), sudeci
po gustini suspenzije bakterije. Bakterija se razvija
pri temperaturi od 34°C, ali ne i pri 36°C. Biohemij-
ske odlike sojeva E. amylovora poreklom sa dunje,
kruske i gloga, prikazani su u tabeli 2.

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli za-
paza se da su svi sojevi gramnegativni, ne fluoresce-
niraju na King-podlozi B, a glukozu metabolisu i u
aerobnim (oksidativno), ali i pri anaerobnim uslovi-
ma (fermentativno); stvaraju katalazu, ali ne i oksi-
dazu, lipazu (Tween 80) i pektoliticke fermente; hi-
drolizuju Zelatin, ali ne i eskulin i skrob; ne stvaraju
amonijak i ne redukuju nitrate; pokazuju osetljivost
prema streptomicinu i hloramfenikolu. Pri ovim
testovima se identi¢no ponasaju i kontrolni sojevi
CFBP 1430 i NCPPB 595 .

Table 2. Biochemical characteristics of investigated strains.

Test/Tests

Proucavani sojevi
Investigated strains

*Kontrolni soj 1
Check strain 1

*Kontrolni soj 2
Check strain 2

Gram

Fluorecentnost- Fluorescence

O/F test

Activinost - Activity:
oxidase

catalase

pectinase

Hidroliza — Hidrolises:
Zelatin- Gelatin
Eskulin — Aesculin
Tween 80

Stvaranje amonijaka — Amonia production

Redukcija nitrata - Nitrate reduction

Rast pri :
5 % NaCl
7 % NaCl
34°C
36°C

o+

o+
o+

Ostljivost - Sensitivity
Streptomicin - streptomycin
Hloramfenikol -chloramphenicol

+ +

+ +

+
+

*Kontrolni soj 1- Check strain 1: CFBP 1430; Kontrolni soj 2 - Check strain 2 NCPPB 595; + pozitivan rezultat , positive

result; - negativan rezultat, negative result.
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DISKUSDJA

Poslednjih godina do$lo je do znacajnog
Sirenja E. amylovora u kontinentalnom delu Crne
Gore, gde je prouzrokovala znacajnije Stete, tako da
danas predstavlja ozbuljnu pretnju uspeSnom gaje-
nju jabucastih vocaka i ukrasnih biljka domacina
bakterije. Imajué¢i u vidu da se povrSine pod ovim
voc¢kama u Crnoj Gori intenzivno povecavaju, pri-
sustvu bakterije i pra¢enju njenog Sirenja se mora
posvetiti posebna paznja (Balaz et.al., 2012).

Obilaskom vise lokaliteta u kontinentalnom
delu drzave, prisustvo bakterije je do sada eksperi-
mentalno potvrdeno na podrucju Niksi¢a, Pljevalja,
Bijelog Polja, Berana, Andrijevice i Kolasina. Poseb-
no su se osetjivim pokazale dunja i kruska, koje se i
u podacima iz literature navode kao veoma osetljive
prema ovoj bakteriji (Pani¢ i Arsenijevi¢, 1996; Ar-
senijevi¢ i Gavrilovi¢, 2007). Karakteristi¢ni simp-
tomi bolesti su uoceni u vreme intenzivnog porasta
mladara, kada je posle duzeg prohladnog vremena
usledio porast temperatura, koji je uz obilnu vlagu
doprineo ostvarenju infekcije i pojavi bolesti (tab.1).
Ovaj podatak ne iznenaduje jer je temperatura je-
dan od klju¢nih, ali i limitirajuc¢ih faktora razvoja i
Sirenja bakterije (van der Zwet and Beer, 1995).

Izolacija E. amylovora je mogucéa na raznim
hranljivim podogama, ali su se u ove svrhe narocito
povoljnim pokazale mesopeptonska podloga obo-
gacena saharozom (NAS) i King-ova podloga B (KB).
Na prvoj podlozi bakterija formira karakteristi¢ne
kolonije levan tipa, a na drugoj podlozi kolonije bez
fluorescentnog pigmenta. Ovo su veoma vazna svoj-

stva E. amylovora, pa se njeno prisustvo prilikom
izolovanja va¢ nasluc¢uje na osnovu izgleda koloni-
ja. Sli¢ne simptome na krusci moze prourokovati
i fitopatogena bakterija Pseudomonas syringae,
koja fluorescira na KB. Stoga se ove dve pomenute
podloge koriste i kao diferencijalne za izolovanje E.
amylovora i preporucuju se za izolovanje ove bak-
terije (Gavrilovi¢, 1998; Sobiczewski et.al, 1997).

Ovde treba istaci i znacaj pojave bakteriozne
plamenjace na glogu. Ovo je Siroko rasprostranjena
biljka ukrasne flore i domacin koji je veoma osetljiv
prema E. amylovora. Prema podacima iz literatu-
re, 13 vrsta gloga je osetljivo prema patogenu, tako
da biljke gloga mogu predstavljati znacajan izvor
inokuluma za Sirenje bakterije na jabucaste vocke
(van der Zwet and Keil, 1979; Pani¢ i Arsenijevic,
1996).

Proucavani izolati poreklom sa razli¢itih
domacina E. amylovora su ispoljili izrazitu unifor-
mnost u pogledu patogenih i biohemijskih odlika,
Sto se navodi i u podacima drugih autora (Mitrev,
1993; Gavrilovic, 1998; Obradovic, 2003). Identi¢no
se ponasaju i referentni, koris¢eni sojevi, tako da se
moze zakljuciti da je u pogledu ovih odlika popula-
cija E. amylovora u Crnoj Gori homogena.

Buduca istrazivanja ¢e obuhvatiti moleku-
larnu analizu dobijenih sojeva, unapredenje metoda
detekcije, utvrdivanje prisustva bakterije na novim
domacinima i mogucnost njenog epifitnog odrza-
vanja na biljkama domacina (Johnson et al., 2006;
Pirc et al., 2009). Ova istrazivanja bi¢e od velikog
znacaja za proucavanje epidemiologije patogena i
razrade mera suzbijanja u ekoloSkim uslovima Crne
Gore.

LITERATURA

Arsenijevi¢, M. (1997): Bakterioze biljka. S-Print, Novi Sad, pp: 576.

Arsenijevi¢, M., Gavrilovi¢, V. (2007): Prakti¢ni priru¢nik o bakterioznoj voc¢aka i ukrasnih biljaka. Institut za

zaStitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd, pp 79.

Balaz, J., Radunovi¢, D., Krsti¢, M. (2012): Status of Erwinia amylovora in Montenegro. Proceedings of Interna-
tional symposium on Current trends in Plant Protection, Belgrade, 25-28.September: 373-379.

Gavrilovi¢, V. (1998): Bakterioloske odlike sojeva Erwina amylovora (Burrill) Winslow et al. razli¢itog porekla.

Zastita bilja, 224: 121-167.

Johnson,K.B., Sawyer,T.L., Temple,T.N. (2006): Rates od Epiphytic Growth of Erwinia amylovora on Flowers

Common in the Landscape. Plant Disease, 90: 1331-1336.



12 Dragana Radunovid i sar.

Jones, A.L., Geider, K. (2001): Gram - negative bacteria: Erwinia amylovora. In : Schaad, N.W., Jones, J.B.
Chun, W. (Eds): Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacteria, APS, St. Paul, Minnesota,
USA.

Klement, Z. (1990): Inoculation plant tissues. Canker and dieback disease. In: Methods in Phytobacteriology.
Klement, Z., Rudolph, K., Sands, D. (eds). Akademiai Kiado, Budapest, pp. 105-106.

Lelliott, R A., Stead, D.E. (1987): Methods for the diagnosis of bacterial disease of plants. British Society for
Plant Pathology. Blackwell Scientific Publications. Oxford, London, Edinburgh. pp. 200

Mitrev, V. (1993): Proucavanje bakterije Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow et al.1920 kao parazita
voc¢aka u Makedoniji. Magistarska teza. Poljoprivredni fakultet, Novi Sad, pp. 1-77.

Obradovié, A., Vuc¢ini¢ Zora, Gavrilovi¢, V (2003): Epifitoti¢na pojava bakteriozne plamenjace dunje u Srbiji i
Crnoj Gori. VI savetovanje o zastiti bilja, Zlatibor, 24-28. novembra 2003. godine. Drustvo za zastitu bilja Srbije.
Zbornik rezimea: 84.

Pani¢, M., Arsenijevi¢, M.(1996): Bakteriozna plamenjaca vocaka i ukrasnih biljaka - Erwinia amylovora-.
Monografska studija. Zajednica za voce i povrée Beograd D.D i Poljoprivredni fakultet, Novi Sad. S-Print, Novi
Sad, pp. 419.

Pirc, M., Ravnikar, M., Tomlinson, J., Dreo, T. (2009): Improved fireblight diagnostics using quantitative re-
al-time PCR detectionof Erwinia amylovora chromosonal DNA. Plant Pathology, 58: 872-881.

Rudolph, K. (1990):Isolation of Bacteria. In: Methods in Phytobacteriology. Klement, Z., Rudolph, K., Sands, D.
(eds). Akademiai Kiado, Budapest, pp. 45-76.

Sobiczewski , P, Deckers, T., Pulawska, J. (1997): Fire Blight (Erwinia amylovora). Some aspects of of epidemi-
ology and control. Phare, Brussels, Belgium.

Zwet, T. van der, Beer, S.V. (1995): Fire Blight-its Nature, Prevention and Control. A Practical guide to Integrated
Diseases Menagement. U.S. Department of Agriculture. Agricultural Bulletin No 631, pp. 97.

Zwet, T. van der, Keil, H.L. (1979): Fire Blight - A Bacterial Disease of Rosaceous plants. U.S. Department of
Agriculture, Agriculturae Handbook 510, Washington, D.C., pp. 200.

(Primljeno: 08. 04. 2013.)
(Prihvadeno: 13. 05. 2013.)



13

BACTERIAL CHARACTERISTICS OF ERWINIA AMYLOVORA STRAINS
ORIGINATING FROM POME FRUITS AND ORNAMENTAL PLANTS
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SUMMARY

Results of characterization of Erwinia amylovora strains originating from pear, quince and
hawthorn were presented in this paper. First symptoms of disease were observed in June
appeared as typical shoot blight. Isolations of bacteria were carried out on Nutrient agar
enrichment with 5 % sucrose (SNA) and King medium B (KB). Bacteria on first medium for-
med typical levan type of colony, lacking fluorescence on KB. Investigated strains initiated
HR in tobacco and necrosis on artificially inoculated immature pear fruits following with
abundant oozing. Bacteria are Gram negative, non fluorescence, metabolism of glucose is
both, aerobe and anaerobe (O/F). Positive results were recorded in gelatin hidrolyses, and
catalase activity; negative results were recorded in aesculin and TWEEN 80 test, activity of
oxidase, pectinase tests, ammonia production and nitrate reduction. Investigation strains
are sensitive to streptomycin and chloramphenicol, grow in medium with 5 and 7 % NaCl
as well as on 34 °C. Growth of bacteria was not recorded on 36°C. On the basis of obtained
results was concluded that population of E .amylovora strains in Montenegro appear high
level of homogenity with check strains (CFBP 1430 and NCPPB 595).

Key words: Erwinia amylovora, pome fruits, pathogenicity, biochemical characteristics,
Montenegro

(Received: 08. 04. 2013.)
(Accepted: 13. 05. 2013.)



Zastita bilja

UDK: 635.615-23 (497.11)

Vol. 64 (1), N2 283, 14-25, 2013, Beograd

Plant Protection

Vol. 64 (1), N2 283, 14-25, 2013, Belgrade

Naucni rad
Scientific paper

BIOLOSKA | MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA VIRUSA
MOZAIKA KRASTAVCA POREKLOM IZ LUBENICE U SRBIJI

KATARINA MILOJEVIC, IVANA STANKOVIC, ANA VUCUROVIC, DANUELA RISTIC, DUSAN NIKOLIC,

REZIME

ALEKSANDRA BULAJIC, BRANKA KRSTIC

Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet, Beograd
e-mail: branka.krstic@agrif.bg.ac.rs

Proucavanjem pojave i rasprostranjenosti virusa mozaika krastavca u usevu lubenice u Sr-
biji tokom 2012. godine, prisustvo virusa utvrdeno je u pet od Sest pregledanih lokaliteta.
Prisustvo virusa ustanovljeno je u 24,05% serolosKi testiranih uzoraka (DAS-ELISA), a naj-
zastupljeniji je bio na lokalitetu Silbas. Tokom ovih istrazivanja virus mozaika krastavca
¢esce je bio prisutan u me$anim infekcijama sa ZYMV i/ili WMV (12,66%), dok je prisustvo
pojedinac¢ne infekcije utvrdeno u nesto nizem procentu, 11,39%. Mehani¢kim inokulacija-
ma N. glutinosa, dobijeno je pet izolata, od kojih su dva odabrana za dalju bioloSku karak-
terizaciju. Na osnovu tipa i ja¢ine simptoma na test-biljkama, utvrdena je fenotipska vari-
jabilnost ispitivanih izolata. Molekularna detekcija obavljena je amplifikacijom fragmenta
duzine 871 bp kod svih ispitivanih izolata koriS¢enjem para prajmera CMVCPfwd/CPrev,
koji omogucavaju umnozavanje gena za protein omotaca i deo 5’ i 3’ UTR regiona. Anali-
zom sekvenci kompletnog gena za protein omotaca i rekonstrukcijom filogenetskog stabla,
utvrdena je pripadnost izolata CMV iz lubenice iz Srbije podgrupi IA, koja obuhvata ve¢inu
izolata odabranih za filogenetsku analizu.

Kljuéne rec¢i: CMV, lubenica, DAS-ELISA, biotest, RT-PCR, filogenetske analize

pno 13,8 hiljada ha, a najznacajniji regioni gajenja
lubenice po povrsini i prinosu su Backa, Srem i
Macva (FAO, 2011).

Brojni fitopatogeni organizmi ugrozava-

UVOD

Lubenica (Citrullus lanatus (Thunb.) Mat-
sum. & Nakai) vodi poreklo iz Namibije (severna
Afrika) gde i danas postoji u divljoj formi zajedno
sa drugim Citrullus vrstama i ubraja se medu naj-
starije gajene biljke. Poceci gajenja lubenice da-
tiraju jo$ iz starog Egipta gde je jedna od vodecih
povrtarskih kultura ve¢ 4000 godina (Szamosi et
al., 2009). Ukupan prinos lubenice u svetu tokom
2011. godine iznosio je 104,5 miliona t sa oko 3,5
miliona ha koliko je bilo zasejano ovom kultu-
rom. U Srbiji, pod ovom kulturom nalazi se uku-

ju proizvodnju lubenice u mnogim proizvodnim
podruc¢jima Sirom sveta, ali ekonomski najve-
¢e Stete u pogledu smanjenja prinosa i kvaliteta
izazivaju biljni virusi (Provvidienti, 1996; Lecoq
et al., 2003). Od opisanih 35 vrsta virusa infek-
tivnih za lubenicu, kao ekonomski najznacajniji
i najrasprostranjeniji virusi lubenice navode se:
virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic vi-
rus, CMV), virus zutog mozaika cukinija (Zucc-
hini yellow mosaic virus, ZYMV), virus mozaika
lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV), vi-



Virus mozaika krastavca na lubenici u Srbiji

rus prstenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot
virus, PRSV) i virus mozaika bundeve (Squash
mosaic virus, SQMV) (Yuki et al., 2000; Papayia-
nnis et al., 2005; Kokli and Yilmaz, 2006; da Si-
Iveira et al., 2009).

Virus mozaika krastavca tipi¢an je pred-
stavnik roda Cucumovirus, familije Bromoviri-
dae i jedan je od pet ekonomski najznacajnijih
virusa na povréu i ukrasnom bilju (Scholthof et
al., 2011). Prvi put je opisan 1916. godine u Ameri-
ci kao prouzrokovac oboljenja na krastavcu i mu-
skatnoj tikvi (Francki et al., 1979). Od tada, CMV
se prosirio u mnoge delove sveta i danas se ubraja
u grupu opSte rasprostranjenih virusa, ali se nje-
govo dominantno prisustvo vezuje za umereno
tople regione gde su i najpovoljniji uslovi za razvoj
njegovih vektora, vaSi. Virus mozaika krastavca
se prenosi na neperzistentan nacin sa vise od 80
vrsta vasi, a najefikasniji vektori ovog virusa su
Muyzus persicae i Aphis gossypii (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008).

Smatra se da je CMV jedan od virusa sa naj-
Sirim krugom domacina koji ukljucuje oko 1300
vrsta iz viSe od 500 rodova iz 100 botanickih fa-
milija (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Jedan
je od najznacajnijih virusa biljaka iz familije tika-
va, ukljuc¢ujudi i lubenicu, i odgovoran je za broj-
ne epidemije i znacajne gubitke u proizvodnji u
vedini regiona gajenja ovih kultura. Virus mozaika
krastavca prisutan je na biljkama familije tikava i
u nasoj zemlji. Prva istrazivanja virusa mozaika
krastavca na biljkama iz familije tikava sprovede-
nasu 1966. godine kada je prvi put opisan na dinji
(Staki¢ i Nikoli¢, 1966) i drugim biljkama iz fami-
lije tikava (Pej¢inovski, 1978). Ispitivanja viroza
tikava, vrSena u Srbiji u poslednjih desetak godi-
na ukazuju da je CMV jedan od stalno prisutnih i
ekonomski Stetnih virusa na velikom broju gaje-
nih vrsta ove familije (Duki¢ i sar., 2001; Krsti¢ et
al., 2002; Vucurovic i sar., 2008, 2011; Vucurovic
et al., 2012a), dok je prisutstvo ovog virusa na lu-
benici prvi put zabelezeno 2012. godine (Milojevic¢
et al., 2012).

Bududi da je CMV u nasSoj zemlji stalno pri-
sutan na vrstama iz familije Cucurbitaceae u veoma
visokom procentu (Vucurovi¢ i sar., 2011; Vucuro-
vi¢ et al., 2012a) i s obzirom na rastuci znacaj ga-
jenja lubenice u Srbiji i prethodnu detekciju CMV
na lubenici (Milojevi¢ et al., 2012), osnovni cilj ovih
istrazivanja bio je da se ispita njegova zastupljenost
u usevu lubenice u Srbiji, kao i da se filogenetskim
analizama odredi pripadnost odabranih izolata iz
lubenice poreklom iz Srbije genetickim grupama
ovog virusa.

MATERIJAL 1 METODE

Sakupljanje uzoraka lubenice

Tokom 2012. godine, radi utvrdivanja prisu-
stva, rasprostranjenosti i ucestalosti pojave CMV u
usevu lubenice, pregledano je Sest razli¢itih loka-
liteta gajenja u Srbiji: Medveda, Mackovac, Silbas,
Gornji Tavankut, Togocevce i Sur¢in. Ukupno je sa-
kupljeno 79 uzoraka od ¢ega 57 uzoraka sa razlici-
tim tipovima simptoma koji su upucivali na virusnu
zarazu, a 22 uzorka su sakupljena sa slucajno oda-
branih biljaka koje nisu ispoljile simptome virusne
zaraze.

Seroloske analize

Sakupljeni simptomati¢ni i asimptomati¢ni
uzorci lubenice tokom 2012. godine, testirani su
primenom direktne imunoenzimske metode na
plo¢i (DAS-ELISA) koris¢enjem komercijalnih po-
liklonalnih antiseruma (Bioreba AG, Switzerland)
specifi¢nih za detekciju pet ekonomski najznacaj-
nijih virusa lubenice: CMV, WMV, ZYMV, SqMV i
PRSV, kako bi se utvrdile pojedina¢ne infekcije
CMV ili meSane infekcije sa drugim virusima u
koje je ovaj virus ukljuc¢en. Specifi¢na poliklonal-
na antitela i poliklonalna antitela konjugovana sa
alkalnom fosfatazom koris¢ena su u razredenju
1:1000 u odgovaraju¢em puferu za sve testirane
viruse. Uzorci su pripremani homogenizacijom
biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u od-
nosu 1:6. Nakon 1-2 ¢asa od dodavanja supstrata
p-nitrofenilfosfata, intenzitet bojene reakcije oci-
tavan je spektrofotometrijski (Microplate reader,
DASsrl, Italy). Pozitivnom reakcijom smatrane su
vrednosti apsorpcija na 405 nm dva i viSe puta
vece od vrednosti apsorpcije negativne kontrole
(komercijalno dostupna negativna kontrola).

Bioloska karakterizacija izolata
virusa mozaika krastavca

U cilju potvrde infektivne prirode oboljenja i
dobijanja izolata odabran je po jedan uzorak lubeni-
ce sa svakog od pet lokaliteta u kojima je seroloski
dokazano prisustvo CMV. Inokulumom pripremlje-
nim homogenizacijom lis¢a prirodno zarazenih bi-
ljaka lubenice u prisustvu 0,01 M fosfatnog pufera
(pH 7) mehanicki je inokulisano po pet biljaka Ni-
cotiana glutinosa za svaki od odabranih uzoraka. Na
ovaj nacin je dobijeno pet izolata koji se nisu razli-
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kovali na osnovu tipa ispoljenih simptoma na lis¢u
N. glutinosa. Za dalju detaljnu biolosku karakteri-
zaciju, mehanickim inokulacijama niza test-biljaka,
odabrana su dva izolata: izolat 449-12 iz lokaliteta
Silbas$ i 473-12 iz Gornjeg Tavankuta. U ispitivanje
kruga domacina i tipa ispoljenih simptoma uklju-
¢ene su sledece test biljke: Cucurbita pepo ‘Olin-
ka’, Cucumis sativus ‘Delicates’, C. melo ‘Ananas’,
Citrullus lanatus ‘Creamson sweet’, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, N. tabacum ‘Samsun’, N.
glutinosa, N. rustica, N. debneyii, S. lycopersicum
‘San Pjer’, Datura stramonium, Petunia x hybrida i
Gomphrena globosa.

Ispitivani izolati CMV inokulisani su na po
pet biljaka svake vrste eksperimentalnog domacina
u fenofazi 2-3 prava lista. Pojava i tip simptoma pra-
¢eni su u periodu do mesec dana nakon inokulacije.
Moguce latentne infekcije test biljaka bez simptoma
proveravane su DAS-ELISA metodom.

Molekularna karakterizacija

U cilju molekularne detekcije i identifikacije
CMV kao i potvrde rezultata dobijenih bioloskim i
seroloSkim analizama, primenjena je metoda re-
verzne transkripcije pra¢ena lan¢anom reakcijom
polimeraze (reverse transcription-polimerase chain
reaction, RT-PCR).

Ekstrakcija ukupnih RNK iz 100 mg liS¢a
pet odabranih prirodno zarazenih biljaka lubeni-
ce obavljena je primenom RNeasy Plant Mini Kit-a
(Qiagen, Hilden, Germany), prema preporuci pro-
izvodaca. Ukupna izolovana RNK Kkori$c¢ena je kao
matrica za RT-PCR primenom para prajmera CMV-
CPfwd/CPrev (Milojevic¢ et al., 2012) koji omoguca-
vaju umnozavanje fragmenta genomne RNA3 duzi-
ne 871 bp koji obuhvata kompletan gen za protein
omotaca (,coat protein®, CP gen) i deo 5’ i 3° UTR
regiona. Reakciona smesa za RT-PCR sadrzala je 5 nl
5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera koji sadrzi 12,5
mM MgCl,, 1 nl dNTP Miks (koji sadrzi po 10 mM
svakog dNTP), 1 pl RT-PCR enzimskog miksa, 1,5
ul svakog prajmera (finalne koncentracije 0,6 uM),
1 pl izolovane ukupne RNK i RNase free vodu do
ukupne zapremine od 25 ul. Kao pozitivna kontrola
koriscen je izolat, 151-08 poreklom iz C. pepo ‘Olin-
ka’ iz Srbije (GenBank Acc. No. HM065509), a kao
negativna kontrola liS¢e nezarazene biljke lubenice.
Reakcija je izvedena koriS¢enjem Thermocycler-a
(Biometra, UK) po sledecem protokolu: reverzna
transkripcija 30 min na 50°C; inicijalna denaturaci-
ja nukleinskih kiselina 15 min na 95°C; denaturaci-
ja 30 s na 94°C, elongacija 30 s na 58°C i ekstenzija
30 s na 72°C (35 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C u

trajanju od 10 min. Uzorci su elektroforetski raz-
dvojeni na 1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru
etidijum-bromida i posmatrani pod UV transilumi-
natorom. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava
traka ocekivane veli¢ine od oko 871 bp. Za odrediva-
nje veli¢cine umnozenih amplikona koriS¢en je mar-
ker, MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania).

Za dalju molekularnu karakterizaciju oda-
bran je izolat 473-12 poreklom iz Gornjeg Tavanku-
ta dobijen tokom ovih istrazivanja, kao i izolat 449-
12 iz Silba$a koji je na osnovu analize sekvence i
stepena sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova sve-
ta prethodno identifikovan kao CMV (Milojevi¢ et
al., 2012). Nakon precis¢avanja dobijenog RT-PCR
produkta koris¢enjem QIAquick PCR Purification
Kit-a (Qiagen) izolat 473-12 je poslat na usluzno
sekvencioniranje (Macrogen, South Korea). Se-
kvencioniranje je obavljeno u oba smera, prajme-
rima koji su korisc¢eni i za amplifikaciju u RT-PCR
reakciji. Dobijena sekvenca je obradena pomocu
Clustal W programa (Thompson et al., 1994) in-
tegrisanog unutar MEGAS5 softvera (Tamura et al.,
2011) ¢ime je dobijena konsenzus sekvenca koja je
zatim, sa relevantnim podacima vezanim za ispiti-
van izolat, deponovana u GenBank bazu podataka.
Analiza dobijene sekvence prvo je obavljena upo-
trebom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
analize poredenjem sa sekvencama odgovarajuceg
regiona genoma virusa, dostupnim u GenBank
bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). Za prora¢un nukleotidne i aminokiselinske
sli¢nosti odabranog izolata sa izolatima ovog viru-
sa iz drugih delova sveta, kao i za filogenetske ana-
lize upotrebljen je softverski paket MEGAS.

Filogenetske analize obavljene su rekonstruk-
cijom filogenetskog stabla na osnovu nukleotidnih
sekvenci kompletnog CP gena dva izolata iz lube-
nice poreklom iz Srbije i 36 sekvenci preuzetih iz
GenBank (Tabela 1), koris¢enjem Maximum parsi-
mony metoda i bootstrap analize sa 1000 ponavlja-
nja. Kao ,,outgrupa“ za rekonstrukeiju filogenetskog
stabla kori$¢ena je sekvenca Tomato aspermy virus
(Tabela 1). Na osnovu rezultata testa najbolje prila-
godenog modela nukleotidne suspstitucije za izra-
¢unavanje prosec¢ne vrednosti geneticke udaljenosti
unutar i izmedu podgrupa izolata koje su se izdvoji-
le u filogenetskom stablu, korisc¢en je Kimura 2-pa-
rametar sa Gamma distribucijom (K2+G) u okviru
softvera MEGAS.
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Tabela 1. Sekvence CP gena izolata CMV dostupnih u GenBank koris¢ene za filogenetsku analizu.
Table 1. CP gene sequences of CMV isolates from GenBank used in the phylogenetic analysis.

. a . - ‘e Pristupni broj
Vi e Zemii, Bifka domati Gt Aceesion
CMV 473-12° Srbija Citrullus lanatus KC878465
CMV 449-12° Srbija Citrullus lanatus JX280942
CMV S Juzna Afrika /e AF063610
CMV LS SAD / AF127976
CMV trk7 Madarska Trifolium repens L15336
CMV Q Australija / M21464
CMV Ttn Italija Solanum lycopersicum Y 16926
CMV RB Kina Phaseolus angularis AJ006990
CMV Pl Kina / AJ006988
CMV RZ Kina Nicotiana tabacum EF159146
CMV CTL Kina Brassica chinensis EF213025
CMV Cb7 Kina Solanum lycopersicum EF216867
CMV PHz Kina Pinellia ternata EU723569
CMV BX Kina Pinellia ternata DQ399550
CMV FC SAD / D10544
CMV C94M3 SAD Cucumis melo AF523344
CMV NS Madarska Raphanus sativus AJ511990
CMV LiRS Holandija Lilium sp. AJ131617
CMV P6 Velika Britanija / D10545
CMV / Kolumbija Musa sp. U32859
CMV I17F Francuska Solanum lycopersicum X16386
CMV R Francuska Ranunculus sp. Y18138
CMV NT9 Tajvan Solanum lycopersicum D28780
CMV Cas Poljska Lilium sp. DQO018286
CMV 113 SAD / AF523340
CMV Simp2 Poljska Lilium sp. FJ621495
CMV MAD99/4 Spanija Cucurbita pepo var. melopepo AJ829770
CMV MAD96/1 Spanija Cucumis melo AJ829768
CMV C SAD Nicotiana tabacum D00462
CMV Fny SAD / D10538
CMV M Velika Britanija / D10539
CMV Leg Japan / D16405
CMV E5 Japan / D42080
CMV / Japan / D43800
CMV Mf Juzna Koreja / AJ276481
CMV Kor Juzna Koreja / L36251
CMV Ly2 Juzna Koreja Lilium longiflorum AJ296154
CMV PR36 SAD / M98500
TAV! v Australija / NC003836

' - Podaci preuzeti iz GenBank; " - Izolati poreklom iz lubenice iz Srbije; ™ - Nepoznata biljka domacin;
""" - Sekvenca Tomato aspermy virus koris¢ena kao ,,outgrupa®.
" - All data are from GenBank; "~ - Isolates originating from watermelon from Serbia; " - Host plant is not known;

" - Tomato aspermy virus sequence used as ,,outgroup®.
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REZULTATI 1 DISKUSIJA

Simptomi u polju i ucestalost pojave
CMV u usevu lubenice

U svim pregledanim lokalitetima gajenja lu-
benice tokom 2012. godine zabeleZzena je pojava
izrazenih simptoma §to je ocigledno bila posledica
ranih virusnih infekcija. Najucestaliji simptomi na li-
stovima bili su razli¢iti vidovi mozaika, od blagog do
izrazenog, ali zabeleZena su i razli¢ita hloroti¢na pro-
Saravanja kao i blaga deformisanost lista sa manje ili
viSe izrazenom klobucavosti. Uocene su i biljke koje
su zaostajale u porastu, dok su pojedine zaraze biljke
imale veoma redukovanu lisnu povrsinu $to je kasni-
je dovelo do nitavosti lista. Ovakvi tipovi simptoma
na biljama lubenice zabeleZeni su i od strane Desbiez
and Lecoq (1997) i Papayiannis et al. (2005). Tokom
pregleda i sakupljanja uzoraka, pojava simptoma na
plodovima lubenice nije uocena iako su simptomi u
vidu prosaravanja i deformacija zabeleZeni u drugim
podrucjima gajenja u svetu (Provvidenti, 1996; Lecoq
and Desbiez, 2012). Tip i pojava simptoma nisu mogli
da budu povezani sa detektovanim virusom, jer kao
$to je u literaturi opisano virusi infektivni za biljke iz
familije tikava, pa i lubenicu, izazivaju razlicite simp-
tome Kkoji nemaju dijagnosti¢ki znacaj (Provvidenti,
1996; Desbiez and Lecoq, 1997).

Iako u uzorcima bez simptoma nije detekto-
vano prisustvo ni jednog testiranog virusa, zbog ra-
nije detekcije ZYMV u asimptomati¢nim uzorcima
lubenice (Vucurovic i sar., 2012) potrebno je povre-
meno testirati i ovakve uzorke.

Seroloska detekcija

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2012. godi-
ne, prisustvo CMV dokazano je u pet od Sest pregle-
danih lokaliteta (Tabela 2). Od 79 sakupljenih i testi-
ranih uzoraka lubenice, prisustvo CMV detektovano
je u19 (24,05%), i to kako u pojedina¢nim (11,39%)
tako i u meSanim infekcijama sa druga dva detek-
tovana virusa, ZYMV i WMV. Od meSanih infekcija,
najzastupljenija je bila trostruka infekcija dokazana
u 6,33% testiranih uzoraka, dok su dvostruke infek-
cije CMV sa ZYMV ili WMV dokazane u nesto ma-
njem procentu testiranih uzoraka, 3,80%, odnosno
2,53%. U najve¢em procentu CMV je bio prisutan
na lokalitetu Silbas gde je detektovan u 38,46% te-
stiranih uzoraka. U poslednje dve godine pojac¢an
monitoring useva lubenice ukazao je na prisutstvo
CMV, ZYMV i WMV u pojedina¢nim i/ili meSanim
infekcijama (Vucurovi¢ i sar., 2012; Vucurovi¢ et

al., 2012b; Milojevic et al., 2012) kao prouzrokovace
velikih ekonomskih gubitaka kod ovog useva. Do-
sada$nja istrazivanja prisustva i rasprostranjenosti
CMV kao patogena biljaka familije Cucurbitaceae
u Srbiji ukazuju da se zastupljenost ovog virusa po
godinama znacajno menjala, ali i da je njegova za-
stupljenost najcesce bila visoka, preko 50% (Krsti¢
et al., 2002; Vucurovic¢ i sar., 2008, 2009). Iako je
tokom 2012. godine CMV bio prisutan u nizem pro-
centu, detektovan je u vecini pregledanih lokaliteta
gajenja lubenice u pojedina¢nim ili mesanim infek-
cijama. Kako je CMV ¢Cesto prisutan u visokom pro-
centu u usevima tikava (Krsti¢ et al., 2002; Dukic i
sar., 2004; Vucurovic i sar., 2008, 2009), kao i usled
lakog i brzog Sirenja virusa na neperzistentan nacin
vasima i $irokog kruga domacina (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008), neophodno je stalno pracenje
stanja i prisustva ovog virusa u nasoj zemlji.

Bioloska karakterizacija izolata
CMV iz lubenice

Detaljna bioloSka karakterizacija odabranih
izolata CMV (449-12 i 473-12) obavljena je na osno-
vu ispoljavanja i tipa simptoma nakon mehanickih
inokulacija 14 razli¢itih vrsta biljaka iz Cetiri bota-
nicke familije Cucurbitaceae, Solanaceae, Amarant-
haceae i Chenopodiaceae (Tabela 3).

Cucurbita pepo ‘Olinka’, Cucumis melo
‘Ananas’, C. sativus ‘Delikates’, Nicotiana deb-
neyii i S. lycopersicum ‘San Pjer’ reagovale su
pojavom mozaika, simptoma tipi¢nog za zaraze
izazvane ovim virusom. Na biljkama Citrullus la-
natus ‘Creamson sweet’, osim mozaika koga su
izazvala oba izolata, izolat 449-12 izazvao je i po-
javu simptoma u vidu zadrzavanja zelene boje oko
nerava. Oba ispitivana izolata bila su infektivna za
eksperimentalne domacine iz roda Chenopodi-
um, kao i biljke Gomphrena globosa. Oba izolata
prouzrokovala su tipi¢ne simptome CMV u vidu
mozaika i deformacija na N. tabacum ‘Samsun’,
dok je N. glutinosa reagovala pojavom mozaika,
klobucavosti i nitavosti. Ispitivani izolati razliko-
vali su se po tipu i ja¢ini ispoljenih simptoma na
biljkama N. rustica. 1zolat 473-12 osim mozaika i
klobucavosti, izazvao je i pojavu nitavosti na ovoj
test biljci, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
je agresivnost ovog izolata bila veca. Biljke Petu-
nia x hybrida i Datura stramonium nisu ispoljile
simptome nakon mehanickih inokulacija odabra-
nim izolatima, mada se u literaturi navodi da su
kako P. x hybrida (Fletcher, 2012; Gautam et al.,
2012) tako i D. stramonium (Igbal et al., 2011) do-
macini ovog virusa. Simptomi koji su zabelezeni
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Tabela 2. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa mozaika krastavca u pojedina¢nim i mesanim infekci-
jama useva lubenice tokom 2012. godine.

Table 2. Presence and incidence of Cucumber mosaic virus in single and mixed infections in watermelon
crops during 2012.

" S = P(;fl e;.gli{lz?jé;a Mesana infekcija Ukupno
§ % ;:% % E E 5;: 2 Single infection Mixed infection Total
ok 2  £E8=
<8 =S $5s 8 ZYMV+
S 8o TSe& CMV+ CMV+

- My ZYMV WMV o

Medveda 2 9 0 1(11,11) 2(22,22) 0 3(33,34)
Mackovac 3 16 2 (12,50)° 1(6,25) 0 0 3 (18,75)
Silbag 1 13 5 (38,46) 0 0 0 5 (38.,46)
Gornji Tavankut 2 17 1(5,88) 0 0 3(17,65) 4(23,53)
Togotevce 2 15 1(6,67) 1(6,67) 0 2(13,33) 4(26,67)
Suréin 1 9 0 0 0 0 0
U'T‘(‘)‘g'l“’ 11 79 9 (11,39) 3 (3,80) 2(2,53) 5(6,33) 19 (24,05)

Broj zarazenih uzoraka; “% zarazenih uzoraka izracunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
‘Number of infected samples; ~% infected samples calculated over the total number of tested samples.

Tabela 3. Reakcije test biljaka na mehanicke inokulacije 449-12 i 473-12 izolatima
Cucumber mosaic virus (CMV).

Table 3. Reactions of test plants on mechanical inoculation with 449-12 and 473-
12 isolates of Cucumber mosaic virus (CMV).

Test biljke

Test plants 449-12 473-12
Cucurbita pepo ‘Olinka’ M M
Cucumis sativus ‘Delikates’ M M
Cucumis melo ‘Ananas’ M M
Citrullus lanatus ‘Creamson sweet’ M, ZBN M
Chenopodium quinoa LNP LNP
Chenopodium amaranticolor LNP LNP
Solanum lycopersicum ‘San Pjer’ M M
Nicotiana tabacum ‘Samsun’ M, LD M, LD
Nicotiana glutinosa M, K, N M, K, N
Nicotiana debneyii M M
Nicotiana rustica M, K M, K, N
Datura stramonium / /
Petunia hybrida / /
Gomphrena globosa LNP LNP

‘- M - mozaik, ZBN - zadrzavanje zelene boje oko nerava, LNP - lokalne nekroti¢ne pege,
LD - deformacije, K - klobucavost, N - nitavost, / - bez simptoma.

‘- M - mosaic, ZBN - dark green vein banding, LNP - local necrotic spots, LD - leaf defor-
mation, K - puckering, N - shoestring, / - no reaction.
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na inokulisanim test biljkama u saglasnosti su sa
simptomima zabelezenim za CMV i od strane dru-
gih autora (Krsti¢ et al., 2002; Tobids and Tulipan,
2002; Vucurovid i sar., 2011).

Molekularna detekcija i identifikacija

Rezultati seroloskih analiza prisustva CMV
u usevu lubenice u Srbiji potvrdeni su moleku-
larnom RT-PCR metodom primenom specifi¢nih
prajmera CMVCPfwd/CPrev koji omogucavaju
umnozavanje CP gena. Poredenjem amplifikovanih
fragmenata testiranih uzoraka i pozitivne kontrole
sa koriS¢enim markerom, prisustvo pojedina¢nog
fragmenta ocekivane veli¢ine oko 871 bp, utvrdeno
je kod svih pet ispitivanih uzoraka lubenice kao i
kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo
u negativnoj kontroli, ekstraktu RNA pripremlje-
nom od nezarazenog lis¢a lubenice.

Nakon sekvencioniranja PCR produkta dobije-
nog koris¢enjem istog para prajmera kao u RT-PCR
i obrade u Clustal W programu, dobijena je sekven-
ca kompletnog CP gena i deo 5’ i 3’ UTR regiona,
koja je prijavljena u GenBank bazu podataka, posle
¢ega joj je dodeljen pristupni broj (GenBank Acc.
No. KC878465). Dalja identifikacija obavljena je vise-
strukim uparivanjem i prora¢unom geneticke sli¢-
nosti sekvence dobijene u ovom radu sa sekvencama
CP gena izolata iz drugih delova sveta deponovanih
u GenBank koriS¢enjem MEGAS softvera. Najvisi
stepen identi¢nosti od 99,8% sekvenca odabranog
izolata 473-12 iz lubenice iz Srbije pokazala je sa se-
kvencama izolata Fny iz SAD (D10538), Ny iz Austra-
lije (U22821) i izolatom 702-07 (GQ340670) iz Srbije.
Sli¢nost nukleotidne sekvence ovih izolata od 99,8%
nije rezultirala promenom ni jedne aminokiseline,
tako da je aminokiselinska identi¢nost ovih izolata
iznosila 100%. Nukleotidna identi¢nost izmedu dva
srpska izolata poreklom iz lubenice iznosila je 98,6%
odnosno 99,5% aminokiselinske sli¢nosti.

Uporedivanjem sekvenci za protein omotaca
srpskih izolata iz lubenice sa izolatima koris¢enim
za filogenetske analize, najvecu nukleotidnu iden-
ticnost od 94,3% do 99,8%, odnosno 94,6% do 100%
na aminokiselinskom nivou srpski izolati su pokazali
sa ostalim izolatima iz IA podgrupe, dok je nukleo-
tidna identi¢nost sa izolatima IB podgrupe bila niza,
92,6% do 95,4% (98,1% do 99,1% aminokiselinska
identi¢nost). Najnizi stepen nukleotidne identi¢nosti
od 62,9% do 66,6% (75% do 78,5% aminokiselinske
identi¢nosti) nasi izolati ispoljili su sa izolatima gru-
pisanim u II podgrupu, dok je nukleotidna identic-
nost sa III podgrupom bila od 89,8% do 90,5% (96,1%
aa slicnost). Kako navode Yu et al. (2005), stepen

nukleotidne identi¢nosti izolata u okviru podgrupe
I je od 88,8% do 99,2%, dok divergentnost izmedu |
i IT podgrupe iznosi oko 25% (Roossinck et al., 1999).
Prema tome, na osnovu najviseg stepena homologije
sekvence CP gena sa izolatima IA podgrupe, potvr-
deno je da odabrani izolati iz lubenice pripadaju A
podgrupi virusa mozaika krastavca.

Filogenetske analize

Filogenetsko stablo (Slika 1) rekonstrui-
sano Maximum parsimony metodom na osnovu
sekvenci 38 izolata CMV pokazuje jasno izdvaja-
nje tri podgrupe (I, II i II), gde je ovakva podela
podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci
iste grupe i visokim bootstrap vrednostima koja
je za svaku podgrupu iznosila 100%, $to je u pot-
punoj saglasnosti sa rezultatima Liu et al. (2009)
i Jacquemond (2012). Geneticki diverzitet izmedu
tri glavne podgrupe iznosio je od 0,099:0,012
do 0,356+0,035. Unutrasnji diverziteti podgru-
pa kretali su se od 0,013+0,008 za podgrupu II,
do 0,039+0,08 za podgrupu Il i 0,042+0,005 za
podgrupu I. Najveci broj izolata svrstan je u po-
dgrupa I koja se dalje deli na dve podgrupe IA i
IB, sa unutrasnjim diverzitetima od 0,030+0,004,
odnosno 0,044=0,003. U podgrupi [A nalaze se
izolati iz raznih delova sveta, Evrope (Madarska,
Srbija, Ujedinjeno Kraljevstvo, Spanija, Holandija,
Poljska i Francuska), Azije (Japan, Juzna Koreja,
Kina) i Amerike (SAD i Kolumbija). Ovoj podgru-
pi sojeva pripadaju i odabrani izolati iz lubenice
iz Srbije. U podgrupi IB nalaze se izolati iz Azi-
je (Kina i Tajvan) kao i po jedan izolat iz Italije i
SAD, dok su u okviru podgrupe II svrstani izolati
iz Evrope (Francuska, Madarska i Poljska), Afrike
(Juzna Afrika), Severne Amerike (SAD) i Australi-
je. Izdvajanje podgrupe III na osnovu CP gena sa
samo dva izolata, BX i PHz, poreklom iz Kine u sa-
glasnosti je sa prethodnim literaturnim navodima
(Liu et al., 2009; Jacquemond, 2012).

Pojava CMV moze biti jedan od ogranic¢avaju-
¢ih faktora gajenja lubenice u Srbiji imajudi u vidu
Stete koje CMV, sam ili u kombinaciji sa drugim vi-
rusima, nanosi u svim regionima gajenja ove kul-
ture u svetu. Zbog svega navedenog, neophodna su
dalja istrazivanja koja bi trebalo da budu usmerena
na proucavanje genetickog diverziteta u okviru pri-
rodne populacije ovog virusa prisutne u nasoj zemlji
kako na lubenici tako i na drugim biljkama doma-
¢inima, nacina odrzavanja, dospevanja i zarazavanja
biljaka lubenice, a sve to u cilju preduzimanja odgo-
varaju¢ih mera kontrole.
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Slika 1. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci kompletnog CP gena 38 izolata
CMV koris¢enjem MEGA 5 softvera upotrebom Kimura 2-parametar modela sa Gamma distribucijom i Maxi-
mum parsimony metoda sa bootstrap analizom sa 1000 ponavljanja gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikaza-
ne pored odgovarajucih grana. Stablo je ,rutovano® sa TAV. Izolati iz lubenice iz Srbije su podvuceni i naznac¢eni

fontom Bold.

Figure 1. Maximum parsimony tree based on nucleotide sequences of complete coat protein gene of 38 isolates
of CMV. The tree was rooted with TAV. Phylogram was generated with MEGA 5 using Kimura 2-parametar mo-
del Gamma distributed. Bootstrap analysis was performed with 1000 replicates and bootstrap values (>50%) are
showen next to relevant branches. The Serbian CMV isolates from watermelon are underlined and bolded.
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Investigation of the presence and distribution of Cucumber mosaic virus in watermelon
crops in Serbia during 2012 revealed that the virus was present in five out of six surveyed
localities. CMV was detected in 24.05% of total serologically tested samples using DAS-ELI-
SA method and the virus was the most prevalent in the locality of Silba$. During this inve-
stigation, Cucumber mosaic virus was present more often in mixed infections with ZYMV
and/or WMV (12.66%), while the single infection was detected in lower percentage, 11.39%.
Five CMV isolates were obtained by mechanical inoculations of N. glutinosa and two of
them were selected for further biological characterization. Concerning type and severity of
symptoms on test plants, the investigated isolates exhibited different phenotypic features.
Molecular detection was performed by amplification of a fragment of 871 bp in all tested
isolates, using the primer pair CMVCPfwd/CPrev that amplify the entire coat protein gene
and part of 5’ and 3’ UTR regions. The affiliation of Serbian CMV isolates from waterme-
lon to subgroup IA, the group that includes most of the isolates selected for phylogenetic
analysis, was determined by sequence analysis of the complete CP gene and reconstruction
of phylogenetic tree.
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Rezultati ovih istraZivanja ukazuju na ¢unjenicu da je seme ambrozije pogodan supstrat
za razvoj mnogobrojnih mikroorganizama medu kojima gljive zauzimaju znac¢ajno mesto.
U radu su prikazana istrazivanja saprofitne i patogene mikobiote semena ambrozije iz pri-
rodne populacije na uzorcima sa pet lokaliteta: Budisava, Novi Sad-Detelinara, Ka¢, Backi
Magli¢ i Kisa¢. U okviru primenjenih medoda koje preporucije (ISTA- International Rules
for Seed Testing) ustanovljeno je prisustvo gljiva iz rodova Fusarium, Sordaria, Alterna-
ria, Epicoccum, Chaetomium, Penicillium, Cladosporium i Aspergillus. Najc¢eSce izolovana
gljiva je rod Chaetomium. Stepen kontaminacije Chaetomium kretao u Sirokom rasponu
u zavisnosti od lokaliteta i taj procent je bio od 19,1-50%. Utvrdene su je ¢esto meSana in-
fekcija gjivama iz razli¢itih rodova. Postoje znac¢ajne razlike izmedu zarazenosti semena iz
razli¢itih lokaliteta. Visoka kontaminacija semena ambrozije gljivama predstavlja opasnost
od moguce sinteze mikotoksina koje mogu negativno da uti¢u na sastav eterskog ulja am-
brozije koje se koristi u kozmeticke i farmaceutske svrhe. Kako je korovska vrsta Ambrosia
artemisifolia Siroko rasprostranjena u nasoj zemlji, neophodno je paralelno sa primenom
hemijskih i mehanickih mera borbe ispitati i moguc¢nost koriS¢enja bioloSkih mera suzbi-
janja.

Kljuéne reci: mikobiota, seme, Ambrosia artemisiifolia

UVOD biljka visine 20-150 cm (Sari¢,1991). Od vremena
unos$enja u Evropu, populacije ove vrste bile su

male i dugo su se nalazile u periodu mirovanja,

Ambrosia artemisiifolia L., u narodu po-
znata kao ambrozija, pelenasta ambrozija, li-
mundzik (Simonovi¢,1959), je adventivna biljka
uneSena semenom deteline u Evropu iz Severne
i Srednje Amerike oko 1800. godine (Priszter,
1960). Rasprostranjena je u vecini evropskih ze-
malja odakle je preneta i u nase krajeve. Pelena-
sta ambrozija jednogodiSnja ruderalna korovska

da bi se naglo pocele Siriti u prvoj polovini dva-
desetog veka. Tendencija Sirenja nastavljena je i
dalje, zahvaljujudi fleksibilnosti ove biljke prema
osnovnim faktorima Zivotne sredine. Siroka eko-
loska valenca (Bazzaz, 1974) omogucava joj da ve-
oma lako postane dominantan korov u razli¢itim
uslovima. Zahvaljujué¢i svojoj invazivnoj prirodi,
pelenasta ambrozija je u pocetku osvojila stanista
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sa otvorenim tipom vegetacije, neobrasle terene.
Posmatrajuéi ponasanje populacija, konstatovano
je osvajanje novih prostora sa prirodnom vegeta-
cijom poluzatvorenog tipa, najc¢eSée degradiranih
livada. Danas, pelenasta ambrozija zakorovljuje
gotovo sve useve i zasade, brzo se Siri i postaje
kosmopolita.

U nasoj zemlji pelenasta ambrozija je utvr-
dena na vedem broju lokaliteta. Pretpostavlja
se da je do Sremskih Karlovaca, gde je prvi put
konstatovana (Slavni¢, 1953), dospela iz Rumu-
nije, najverovatnije brodovima koji su saobraca-
li Dunavom. Danas je pelenasta ambozija Siroko
rasprostranjena u celoj Vojvodini i ne retko gradi
veoma velike, monodominantne zajednice, naj-
¢eSc¢e na slobodnim, otvorenim, peskovitim i ru-
deralnim stanistima. Jedan je od najc¢esc¢ih korova
najrazlicitijih useva i agrobiocenoza. U poslednjih
nekoliko godina zabeleZeno je znac¢ajno prisustvo
ove korovske biljke i u Centralnoj Srbiji, uglav-
nom u nizim predelima i dolinama reka.

Uporedo sa problemima koje izaziva u po-
ljoprivredi, pelenasta ambrozija postaje znacajan
problem i u urbanim sredinama, pre svega, zbog
ogromne produkcije polena koji je izuzetan aler-
gen. Osnovni problem, u zdravstvenom pogledu,
su alergije koje polen ove biljke izaziva kod lju-
di. Kod polena ambrozije odredeno je Sest vrsta
antigena. Antigeni sa povrSine polenovog zrna se
rastvaraju u sluznici nosne Supljine i respirator-
nog trakta. Nakon reakcije antigen-antitelo dola-
zi do oslobadanja histamina koji je odgovoran za
alergijske simptome. Ogromna produkcija pole-
novih zrna i prenoSenje polena vetrom (anemo-
filija), omogucavaju da se polenova zrna prenesu
na udaljenosti od 10 do 100 km (Radisi¢, 2002).
U vreme cvetanja pelenaste ambrozije, alergije se
manifestuju u vidu «travne groznice», bronhijal-
ne astme, raznih osipa na kozi i konjuktivitisa $to
nanosi nesagledive zdravstvene posledice, a sa-
mim tim i privredne Stete. Alergijske reakcije su
prisutne kod viSe od 10% ljudske populacije, a u
slucaju dugotrajnog i viSegodiSnjeg izlaganja viso-
kim koncentracijama polena, jedan deo populaci-
je oboleva od hroni¢nog bronhitisa i bronhijalne
astme.

S obzirom na znacaj ambrozije kao korovske
i alergentske biljke, cilj ovog rada je bio odrediva-
nje mikopopulacije semena sa viSe lokaliteta,$to
moze imati znacaja sa stanovista pronalaZenja
bioagensa koji bi se potencialno mogao koristiti u
suzbijanju ove korovske vrste.

MATERUAL I METODE

Ispitivanja su izvrSena u herboloskoj i fitopa-
toloskoj laboratoriji Departmana za fitomedicinu,
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, kao i u
fitopatoloskoj laboratoriji Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢“,Beograd. Uzorci se-
mena prikupljeni susa pet lokaliteta: Backi Maglic,
Kisa¢, Budisava, Ka¢ i Novi Sad - Detelinara tokom
2010. godine. Po 100 semenki u ¢etiri ponavljanja iz
svakog lokaliteta (ISTA, 2003), posle povrsinske ste-
rilizacije 2% rastvorom natrium hipohlorita (NaC-
10), su inkubirana na navlazenom filtera papiru
na 25 °C tokom 7 dana. Nakon inkubacije izvrSen
je pregled na prisutstvo micelije gljiva na semenu.
Sa semena na kojima se razvila micelija izvrSena je
izolacija po standardnom postupku gljiva (Kiraly
i sar., 1970; Dhingra i Sinclair, 1986) na mesopep-
tonsku (MPA) i krompir dekstroznu(KDA) podlogu
sa agarom. Posle sedam dana inkubacije na 25°C,
izolovane gljive su presejane na podlogu od lista ka-
ranfila (CLA) pripremljene po metodi Fisher i sar.
(1982). Podloga sa fragmentima lista karanfila (CLA)
je koris¢ena za proucavanje morfoloskih karakteri-
stika E oxysporum jer pospesuje sporulaciju gljiva
kao i stvaranje sporodohija u periodu od 7-10 dana
u uslovima kombinovanja fluorescentne i bliske ul-
traljubicaste svetlosti (Levic, 2008).

Determinacija izolovanih gljiva vrSena je na
osnovu morfoloskih i odgajivackih karakteristika
ispitivanih izolata.Formiranje reproduktivnih orga-
na kao i morfologija konidija (miko, makrokonidije,
hlamidospore, obrazovanje piknida i peritecije) pra-
¢ena je tokom dva meseca. Mikroskopske fotografije
su snimljena na mikroskopu Olimpus BX51 pri uve-
¢anju 600x. Za determinaciju izolovanih gljiva kori-
$¢eni su standardni determinatori (Boot, 1971;Neer-
gard, 1979; Gerlachi Nirenberg, 1982; Burgess i sar.,
1994; Nelson i sar., 1983; Simmons, 2007).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Izolacijama sa semena ambrozije identifiko-
vane su gljive iz sledec¢ih rodova: Fusarium, Alter-
naria, Penicillium, Chaetomium, Cladosporium,i
vrste Epicoccum purpurescensi Sordaria fimicola.
Procenat zarazenog semena sa izolovanim gljivama
se razlikovao po lokalitetima (Graf. 1). Na osnovu
procenta pojave pojedinih izolovanih gljiva izracu-
nat je udeo datih gljiva u ukupnoj izolovanoj miko-
bioti sa semena ambrozije.
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Graf. 1. Procenat zaraze semena ambrozije iz razli¢itih lokaliteta.
Graph. 1. Percentage of seed infection of common ragweed originating from different locations.

Chaetomium spp.

Vrste roda Chaetomium su izolovane sa svih
prikupljenih uzoraka, a procenat semena sa ovom
gljivom je iznosio od 19,1% u lokalitetu Budisava do
50% u lokalitetu Novi Sad-Detelinara (Graf. 1). Vrste
iz roda Chaetomium su kosmopolitske vrste, mogu
se nacdi Sirom sveta najces¢e u zemljistu, kompostu,
trulim biljkama vlaznim zidovima i dr. Prenose se i
semenom zalfije (Pavlovic¢ 2010). Ovaj rod sadrzi 95
vrsta (Kirk i sar. 2008).Vrste roda Chaetomium sp.
na hranjivoj PDA podlozi imaju brz porast. Vazdus-
na micelija je u pocetku pamucasta, a povrsina ko-
lonije je bela, vremenom postaje zZuckasta i masli-
nasto siva (S1.1).

Obrazuju okrugle, ovalne peritecije, braon ili
crne boje, okruzene dugim spiralnim ili uspravnim
flamentoznim dodacima. Askusi su sa 4-8 askospo-
ra, koje su ovalne, sferi¢ne ili oblika limuna, jedno-
¢elijske, braon boje (S1.2,3 i 4). Poznato je da Chae-
tomium proizvodi mikotoksin chetoglobisins A i C,
koji moze kod osoba sa slabim imonosistemom da
izazove razna oboljenja.

Alternaria spp.

Alternaria vrste su utvrdene na uzorcima
iz lokaliteta Backi Magli¢, Budisava, Kisac¢ i Dete-
linara, a procenat zarazenog semena sa gljivama iz
ovog roda se kretao izmedu 12,7% (Budisava) i 25%

(Detelinara i Backi Magli¢) (Graf. 1).

Alternaria je znacajan rod gljiva ¢iji pred-
stavnici su kako saprofiti, tako i patogeni. Vrste
ovog roda ustanovljene su na semenu mnogih ra-
tarskih, povrtarskih i lekovitih biljaka (Jovicevic¢
i MiloSevi¢, 1990). Alternaria alternata je najza-
stupljenija vrsta na semenu lekovitog bilja (Pavlo-
vi¢isar., 2000 12000a). Procenat zarazenog seme-
na kamilice ovom gljivom kretao se od 2 do 17%,a
semena kantariona od 6 do 11%. Seme lincure bilo
je zarazeno ovom gljivom ¢ak 72% (Pavlovié, 2011),
dok se procenat zaraze semena bosiljka kretao od
14 % do 23% u u 2010. i 2011. Godini (Starovic i sar.
2012).

Gljive iz ovog roda parazitiraju biljke od ni-
canja do kraja vegetacije, javljaju se na stablu, listu,
plodu i semenu. Na hranjivoj podlozi KDA obrazuju
bujnu vazdusnu miceliju koja je u pocetku prljavo
bele boje, kasnije postaje sivkasao tamno maslina-
sta ili skoro crna (SI. 5). Konidiofore gljive su pro-
ste, septirane, smedebraon. Konidije su formirane u
dugim, razgranatim nizovima, polimorfne, pravilno
elipsoidne, okruglaste ili izduzene, sa 3-7 poprec¢nih
i 1-3 uzduznih septi, sa ili bez kratkog kljuna (SL. 6).

Fusarium oxysporum
Schlecht. Emend. Snyd & Hans.

Vrsta E oxysporum konstatovana je u uzor-
cima iz lokaliteta Budisava sa procentom zaraze od
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2,13 % i Backi Magli¢ sa 10% (Graf. 1). Utvrdena je
velika varijabilnost izolata u pogledu strukture i
boje vazdusne micelije i pigmentacije supstratne
micelije, $to se slaze sa drugim autorima (Burgess
i sar., 1994). Boja vazdu$ne micelije izolata vrste F.
oxysporum na PDA podlozi je varirala od bele, ble-
doljubicaste do boje crvenog vina. Pigmentacija ko-
lonije je bila od bledoljubicaste boje do boje crnog
vina(SL 718).

Makrokonidije formirane na CLA podlozi su
ujednacenog oblika i veli¢ine. Mikrokonidije su bu-
brezaste, ovalne ili elipti¢ne, hijalinske, obi¢no jed-
no ili dvocelijske (S1. 9.) Svi nasi izolazi obrazovali su
hlamidospore (SI. 10).

Epicoccum purpurascens
Ehrenb.ex Schlecht.

Epicoccum purpurascens je utvrdena na se-
menu ambrotije iz lokaliteta Budisava (procenat
zaraze 2,12 %) i BaCki Magli¢ (procenat zaraze 10
%) (Graf. 1). Ova gljiva formira bujnu vunastu na-
randzastu micelijuna podlozi KDA (Sl. 11). Konidije
obrazujen u sporodohijama na kratkim zadebljalim
konidioforama.(Sl. 12). Konidije su okrugle, tamno
braon u masi. Ova gljiva je ¢esto prisutna na semenu
ratarskih i povrtarskih biljaka, kao i na semenu cve-
¢ailekovitog i aromati¢nog bilja (Stevi¢ isar., 2012.,
Risti¢ i sar., 2012).

Sordaria fimicola
(Rob.) Ces.& De Not.

Sordaria fimicola je utvrdena u svim lokali-
tetima, osim u lokalitetu Novi Sad-Detelinara, pri
¢emu se procenat pojave kretao izmedi 10 i 40%
(Graf. 1). Ova vrsta gljiva ima kratak zivotni ciklus
(Alexopoulos i sar., 1996). Formira retku beli¢astu
miceliju na KDA podlozi. Kolonije rastu veoma brzo
tako da za Cetiri dana ispunjavaju Petri kutiju na
sobnoj temperaturi. Supstratna micelija je tamna,
skoro crna, tako da cela kololonija izgleda tamno
siva skoro crna. Peritecije se u podlozi formiraju za 7
dana (S1. 13). One su kruskastog oblika, tamno sme-
de, skoro crne (Sl. 14). Askusi su bezbojni, sa osam
askospora koje su elipsoidne, svetlo smede do skoro
crne boje(Sl. 15).

Penicillium sp., Cladosporium sp.
i Aspergillus sp.

Predstavnici roda Penicillium su utvrdeni u
lokalitetima Budisava (procenat zaraze 6,4%), De-
telinara (procenat zaraze 25%) i Bac¢ki Magli¢ (pro-

cenat zaraze 10%). Vrste iz roda Cladosporium su
utvrdene na semenu ambrozije iz Budisave (proce-
nat zaraze 2,1%) i Ba¢kog Maglic¢a (procenat zaraze
10%). Aspergillus je utvrden u svima lokalitetima
u procentu zaraze od 2,13% do 10,6%. Vrste iz roda
Penicillium, Aspergillus i Cladosporiumsu redov-
no prisutne na semenu biljaka u ve¢em ili manjem
procentu. (Pavlovi¢ i sar 2006). Cesto se navedeni
rodovi javljalju u meSanim zarazama na semenu.
(SL. 16-19).

Obzirom na veliku pokrovnost i socijalnost
kao i na osobinu da je relativno otporna na primenu
vecine herbicida (Veljkovi¢, 1996), pelenasta ambro-
zija se relativno tesko suzbija. Herbicidi, registrovani
u nasoj zemlji, a koji se naj¢esc¢e koriste u suzbijanju
ovog Sirokolisnog korova su: dikamba, mezotrion,
bentazon i klopiralid u kukuruzu, imazamoks, ben-
tazon, oksasulfuron, metribuzin i acetohlor u soji,
acetohloru u suncokretu, klopiralid metamitron i
desmedifam+fenmedifam u Secernoj repi kao i gli-
fosat i glufosinat-amonijum na nepoljoprivrednim
povrsinama, strnjistima kao i u vo¢njacima i vino-
gradima (Janji¢ i Elezovi¢, 2010).

Ova istrazivanja su usmerena ka evidenti-
ranju mikobiote semena ambrozije. Podaci o mi-
kobioti semena ambrozije predstavljalju osnovu
za pronalaZenje takvih patogena koji bi se mogli
koristiti u bioloskoj borbi protiv ambrozije. Prema
podacima ameri¢kih autora u domovini ambrozi-
je, u Severnoj Americi do sada je opisano oko 50
fitopatogenih gljiva — parazita ambrozije i oko 200
fitopagenih insekata (Farr i sar. 1989). Intenzivna
naucna istrazivanja suzbijanja ambrozije putem
patogenih gljiva se vrse Sirom sveta: u SAD (John-
son i sar., 1996; Wheeler i sar., 1998; Becker, 2001;
Sheikh i sar., 2001), u Kanadi (Alex, 1992; Briere
i sar., 1995), u Australiji (Sullivan, 1999), u Rusiji
(Sokolov i sar., 1991), u Kini (Wang, 1990, Li, 1993).
U neposrednom susedstvu, u Madarskoj, koja je
po klimatskim i edafskim uslovima veoma bliska
agroekoloskim uslovima Vojvodine, poklanja se
velika paznja suzbijanju ambrozije fitopatogenim
gljivama (Bohar i Kiss, 1999; Vajna, 2002; Kiss i
sar., 2003). Tri vrste roda Fusarium(F. sporotri-
choides, Esemitectum i Fequiseti) izolovane su
sa stabla ambrozije u Srbiji (Konstantinovic i sar.,
2005). Stojsin i sar., (2004)su dokazali patogenost
Sclerotinia sclerotiorum izolovane sa ambrozije, a
utvrdili su i prisustvo plamenja¢e prouzrokovane
predstavnikom iz roda Plasmopara na ovoj korov-
skoj vrsti.
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Sl. 1-4. Chaetomlum sp. - Kolonija na KDA podlo—
zi (S1. 1), peritecija (SI. 2),nedozreli askusi(Sl. 3) i
askopore (SI . 4) (Foto: Pavlovic).

Fig. 1-4. Chaetomium sp. - Colony on PDA (Fig.1),
perithecia (Fig.2), immature asci(Fig.3), and ascos-
pores (Fig.4) Photo: Pavlovic).

Sl 5-6. Alternaria sp. - Kolonija na KDA podlozi
(SI. 1), konidiofore i konidije (Sl. 6)(Foto: Pavlovi¢)
Fig. 5-6. Alternaria sp. - Colony on PDA (Fig. 1),
conodiophores and conidia (Fig. 6) (Photo: Pavlovic)

S1. 7-10. E oxysporum.- Kolonija na KDA podlozi
(S1. 8), makro i mikrokonidija (SI. 9) i hlamidospora
(S1.10) (Foto: Pavlovic).

Fig. 7-10. F oxysporum.- Colony on PDA (Fig.8),
macro and microconidia (Fig.9), and chlamidospo-
res (Fig. 10) (Photo: Pavlovi¢).

Sl. 11-12. E. purpurascens. - Kolonija na KDA pod-
lozi (SI. 11) i konidije (SI. 12) (Foto: Pavlovic).

Fig. 11-12. E.purpurascens. - Colony on PDA
(Fig.11), and conidia (Fig.12) (Photo: Pavlovic).

Sl. 13-15. S. fimicola.- Izgled peritecija na KDA
odlozi (SI. 13 i 14) i askusa i askospora (SI. 15)
Foto: Pavlovi¢).

Fig. 13-15. S. fimicola.- Appearance of pertheciae

on PDA (Fig. 13 and 14) and asci and ascospores

(Fig.15) (Photo: Pavlovi¢).

Sl. 16-19. MeSana zaraza semena saPenicillium sp.,
A. nigeri A. flavus (Sl. 16), kolonije Penicillium sp
i A. niger na KDA podlozi (S1. 17), kolonija Clados-
porium sp. na KDA podlozi (Sl. 18), me$ana zaraza
semena sa Cladosporium sp. i Aspergillus sp. (S1.
19) (Foto: Pavlov1c€)

Fig. 16-19. Seed mix infection with Penicillium sp.,
A. niger and A. flavus (Fig.16), colony of Penici-
llium sp. and A. niger on PDA podlozi (Fig.17),
colony of Cladosporium sp. on PDA(Fig.18), mix
infection with Cladosporium sp. and Aspergillus
sp. (Fig.19) (Photo: Pavlovic).
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SUMMARY

MYCOBIOTA OF RAGWEED SEEDS
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Results of this research indicate that seed of common ragweed is a favorable substrate for
development of many different microorganisms, among which fungi take important pla-
ce. Therefore, saprophytic and parasitic mycobiota of common ragweed seed from natural
populations are studied in this publication. Common ragweed seeds were collected from
five localities: Budisava, Novi Sad-Detelinara, Ka¢, Bac¢ki Magli¢ and Kisa¢. Within methods
that were used (ISTA-International Rules for Seed Testing), we determined presence of fun-
gi from the following genera: Fusarium, Sordaria, Alternaria, Epicoccum, Chaetomium,
Penicillium, Cladosporiumand Aspergillus. The most commonly isolated fungi was Cha-
etomium spp.Seed contamination rate greatly varied depending on locality between 19,1
and 50%. Mixed infections with fungi from different genera were common. High common
ragweed seed contamination endangers purity of essential oil which is used in pharmaceu-
tical and cosmetic industry due to possible mycotoxin synthesis. Additionally, as Ambrosia
artemisifolia is widely distributed weed in our country, against which it is necessary to re-
gularly apply chemical and mechanical control measures, results of this research may also
indicate the possibility to use biological agents in control of common ragweed.

Key words: mycobiota, seed, Ambrosia artemisiifolia
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In the greenhouse experiment, the possibility of alfalfa (Medicago sativa L.) growth promo-
tion by inoculation of preceding barley (Hordeum vulgare L.), with plant growth promo-
ting rhizobacteria (PGPR) was examined. The aim of experiment was to select the effective
strains as biofertilizer applied in plant rotation. Effects of inoculation with two Azotobacter
and two Pseudomonas strains as well as one Sinorhizobium, Enterobacter and Bacillus
strain on shoot dry weight and total N content of alfalfa were determined. The results po-
inted out significant plant growth promotion abilities of strains A1, A2 and P1 which in-

SUMMARY

creased alfalfa shoot dry weight over untreated control @, by 41, 39 and 35 %, respectively.
These three strains increased total N content of alfalfa plants by 34.92- 40.45% in respect to

control @. The presented study showed a significant positive influence of preceding barley
inoculation with rhizobacteria alone and their mixture on shoot yield and total N content
of alfalfa. Results indicated that strains of Azotobacter sp., Pseudomonas sp. and Enteroba-
cter sp. alone can be investigated in further researches as potential agents of biofertilizer

for plant growth promotion of alfalfa.

Key words: alfalfa, plant growth promotion, inoculation, previous crop, barley

INTRODUCTION

Providing an adequate supply of nutrients is
important for alfalfa (Medicago sativa L.) produc-
tion and essential for maintaining high, quality and
profitable yields. Application of mineral fertilizers
significantly increases quality and quantity of yield
because the content of plant nutrients in the soil
is variable and often unavailable. However, in last
decades with the increasing world population there
have been economic and ecological problems asso-
ciated with excessive use of mineral fertilizers and
other synthetic chemicals. The principle goal of ag-

riculture is the production of high quality, safe and
affordable food for word population. Hence there
has been an ever-increasing interest in the use of
native and non-native beneficial microorganisms to
improve plant health and productivity while ensur-
ing safety for human consumption and protection
of the environment (Avis et al., 2008; do Vale Bar-
reto Figueredo et al., 2011). Plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) are beneficial bacteria which
colonize the rhizosphere and plant roots and have
ability to enhance plant growth by variety of mech-
anisms that involve increasing nitrogen (N) uptake
(biological N fixation-BNF), solubilisation of miner-
al nutrients, stimulation of root growth (phytohor-
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mone production) and suppression of root diseases
(Martinez-Viveros et al., 2010; Bhattacharyya and
Jha, 2012). Strains with PGPR activity belonging
mainly to phylum Proteobacteria: genera Azoarcus,
Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacil-
lus, Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobac-
ter, Pseudomonas, Serratia and rhizobial bacteria
have been reported (Egamberdiyeva et al. 2004;
Abbas-Zadeh et al. 2010; Antoun and Prévost 2000;
Bhattacharyya and Jha, 2012). Due to ability of
plant growth promotion, PGPR appeared as bacte-
rial inoculants, a promising alternative for mineral
and organic fertilization, pesticides and other sup-
plements (Bhattacharyya and Jha, 2012).

Barley (Hordeum vulgare L.) is a major ce-
real grain followed by legumes in crop rotation.
One of an important advantage of using barley as
cover crops is its trait to suppress weeds through
physical as well as chemical allelopatic effects (Na-
gabhushana et al., 2001; Saini, 2006). Good cover
crop, inexpensive and easy to grow barley should be
considered an integral part of any farming system
that wants to efficiently utilize nutrients, improve
soil quality, and increase farm profitability mostly
by reducing herbicide costs. Based on these charac-
teristics barley is suitable preceding crop to legumes
particularly, alfalfa. Inoculation of preceding crops
with PGPR could help establishment of population
of these bacteria in soil and rhizosphere of the next
crop (Goos et al., 2001).

In recent years there has been a growing in-
terest in using bacterial inoculants as biofertilizers.
Selection of effective strains with PGPR properties
is one of the important steps in examination of po-
tential bacterial inoculants. The experiment was
designed to determine possibility of alfalfa growth
promotion by inoculation of barley as preceding
crop alfalfa with some rhizobacteria with the aim
to select effective strains as biofertilizer applied in
plant rotation.

MATERIAL AND METHODS

Sinorhizobium meliloti strain L3Si, Bacillus
megaterium SNji, Enterobacter sp. strain E1 Azoto-
bactersp. strains Al and A2, as well as Pseudomonas
sp. strains P1 and P2 from the Collection of the In-
stitute of Soil Science were used for the inoculation
of barley. The inoculation effects of these PGPR on
the yield of alfalfa cultivar K-28 as subsequent crop
to barley were examined in pot experiment under
greenhouse conditions.

The pots were filled with 1.9 kg of non-sterile
soil with following characteristics: pH (in H,0) 7.4,
0.09% N, 1.48% C, 21 mg kg available P (P,0,) 400
mg kg' K,O. The experiment was designed with 7
inoculated treatments which represented alfalfa
plants as subsequent crop grown in pots after cut-
ting inoculated barley. Treatments were compared
with two control treatments without inoculation:
@ (alfalfa plants after uninoculated preceding crop)
and Qo (alfalfa without preceding crop). The exper-
iment was carried out with 3 replications in com-
pletely randomised system and the pots were kept in
greenhouse conditions. Bacillus and Enterobacter
sp. strains and Pseudomonas sp. strains were cul-
tivated for 24h in nutrient broth medium and King
B medium, respectively (King et al., 1954; Vincent,
1970; Bergey, 1984-1989; Sari¢, 1989). S. meliloti
strain was cultivated in yeast mannitol broth (YMB)
for 48h while Azotobacter sp. strains were cultivat-
ed in N free mannitol broth with Vinogradsky solu-
tion for 72h .

Barley (Hordeum vulgare 1..) seeds were sur-
faced-sterilized with 0.1% HgCI, solution (Vincent,
1970) and inoculated (2 ml plant™ of liquid culture)
with single strains or with their mixture in a ratio
1:1. Liquid culture of single strain contained >10°
cells ml™. Ten seeds per pot were planted and after 2
weeks seedlings were thinned to 5 plants pot™. Bar-
ley plants were removed in filleting stage and alfalfa
(Medicago sativa L.) as subsequent crop was sown
in the same pots. Alfalfa seeds were surfaced-steri-
lized, planted and thinned as the same way like bar-
ley. The plants were kept for six weeks. Plant shoots
were separated from roots and dried in an oven at
70 °C to constant weight and the average dry weight
per plant was calculated. The percentage of shoot N
was determined from dried and ground plant sam-
ples using the CNS analyser and it was used to cal-
culate total N content in mg per pot. The data were
statistically processed by the LSD and Duncan test
using the statistical program SPSS 10.0. Correlation
coefficients were calculated to study the associative
relations among the measured traits. All references
to significance in the text imply statistical signifi-
cance at P<0.05, unless otherwise stated.

RESULTS

In our study barley as crop preceding alfalfa
was inoculated with seven single effective rhizoba-
cterial strains belonging to S. meliloti, B. megateri-
um, Enterobacter sp., Azotobacter sp. and Pseudo-
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monas sp. as well as their mixture. Effects of barley
inoculation with PGPR strains on alfalfa yield were
examined. The height of the alfalfa plants was
29.95-35.89 cm without significant differences
among treatments. The greatest average values of
alfalfa shoot dry weight (SDW) were obtained in the
inoculated treatments with Azotobacter sp. strains
Al and A2 followed by Pseudomonas sp. strain P1,
(698.59, 690.62 and 672.65 mg plant™, respectively)
(Table 1). These results indicated that alfalfa shoot
dry weight (SDW) was significantly influenced by
inoculation the preceding barley with A1, A2 and P1
strains in respect to the other inoculated treatments
and control @. The results pointed out significant
plant growth promotion abilities of strains Al, A2
and P1 which increased alfalfa SDW over control @,
by 41,39 and 35 %, respectively. Shoot dry weight
values were in highly significant positive correla-
tion with shoot total N content (r=0.98). The hig-
hest average values of total N content was detected

also, in A1, A2 and P1 treatments and there are no
significant differences between them. Among the
strains applied, the treatment with a Pseudomonas
sp. strain P1 resulted in the greatest value of total N
content (21.162 mg plant?) followed by Al and A2
strains. These three strains increased total N content
of alfalfa plant by 34.92- 40.45% in respect to con-
trol @.

However, it should not neglect influence of
strain mixture as well as Enterobacter sp. E1 and
Pseudomonas sp. strain P2 on plant parameters
bearing in mind that these strains significantly in-
creased (by about 27%) SDW and total N content of
alfalfa over control @.

B. megaterium strain SNj and S. meliloti stra-
in L3Si did not improve alfalfa properties investi-
gated in this study in comparison with control @.
Small and white nodules scattered on alfalfa roots
were indicators of ineffective symbiotic association
between host plant and rhizobial strain L3Si.

Table 1. Effect of barley inoculation with PGPR on parameters of alfalfa as subsequent crop.
Tabela 1. Efekat inokulacije je¢ma PGPR rizobakterijama na neke osobine lucerke kao narednog useva.

Alfalfa parameters
Parmetri lucerke

PGPR* Height SDW

Total N content

Total N content

cm mg plant?! mg plant! SDW index index
Visina SDW SadrZaj ukupnog N SDW Indeks ukupnog
cm mg biljka™! mg biljka! indeks sadrzaja N
Q** 34.1 ab 495 de 15.1d 100 100
[ [ 33.2ab 543 d 159d 110 106
Al 35.0a 699 a 20.3 ab 141 135
A2 348 a 691 a 20.5 ab 140 138
P1 346a 673 ab 212a 136 140
P2 30.5 ab 607 c 19.1 be 123 127
L3Si 30.0 ab 411 f 132e 83 88
SNj 285D 488 ¢ 15.1d 99 100
Mix*** 31.9 ab 630 be 19.3 be 127 128
E1l 359a 640 be 18.6 ¢ 129 124
LSD 0.01 6.98; 57.41; 1.73; ) )
LSD 0.05 5.27 43.34 1.31

PGPR* - plant grow promoting rhizobacteria; @**- control treatment-alfalfa plants after uninoculated preceding

crop; @o*** control treatment- alfalfa without preceding crop; Mix

* R E

- mixture of strains applied; Means in a colu-

mn followed by the same letter are not significantly different according to Duncan’s multiple range test (P<0.05).

PGPR*- rizobakterije koje poboljsavaju rast biljke; @**- kontrolni tretman-biljke lucerke posle neinokulisanog

prethodnog useva; ©o***- kontrolni tretman-biljke lucerke bez prethodnog useva; Mix

* K ®

- meSavina sojeva; Na

osnovu Duncan’s multiple range test srednje vrednosti u kolonama oznacene istim slovom nisu statisti¢ki znac¢ajno

razlic¢ite (P<0.05).
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DISCUSSION

There has been a growing interest in using
bacterial inoculants (biofertilizers) in agricultural
production including legumes and cereals (Figuere-
do et al., 2008; do Vale Barreto Figueredo et al.,
2011). Significant increases in growth and yield of
agronomical important crops in response to inoc-
ulation with PGPR have been extensively reported
(Kloepper et al. 1978; Zhang et al. 1996; Gupta et
al. 2002; Vessey 2003; Gray and Smith 2005; Figue-
iredo et al. 2008). In addition, there is interest in
inoculation of preceding crops with PGPR with
intention to establish PGPR population in soil and
rhizosphere of the next crop (Domit et al., 1990;
Goos et al., 2001).

In our study possibility of alfalfa growth pro-
motion by inoculation of preceding barley with
PGPR was determined in order to evaluate the plant
growth promoting potential of some strains as in-
oculums as well as their influence on subsequent
crop. Presented results indicated that among 5
strains with significant plant growth promoting ac-
tivity (A1, A2, P1, P2 and E1), strains of Azotobacter
sp. and one strain (P1) of Pseudomonas sp. own the
greatest plant growth promoting potential.

The both applied strains of Azotobacter sp.
significantly increased alfalfa SDW (about 40%
over control) probably due to its N fixing or the
other plant growth promoting abilities which is in
agreement with results of some authors (Kennedy
et al. 2004; MiloSevi¢ et al., 2012). It was reported
that particular species of Azotobacter (A. paspali)
with some cereal can fixed 15-90 kg N ha!, which
indicates Azotobacter genera as a good diastrophic
useful for both cereals and legumes (Franche et al.,
2009).

Presented results showed different plant
growth promotion abilities of Pseudomonas sp.
strains P1 and P2 indicating that the growth-pro-
moting ability of some bacteria may be highly spe-
cific to certain plant species, cultivar and genotype
(Lucy et al. 2004). Direct plant grow promoting ef-
fect of boiocontrol agent such as Pseudomonas sp.
in pathogen-free environment is often associated
with following mechanism solubilization insoluble
P source and regulation of plant growth regulators
(Avis et al., 2008). In our results, middle PGPR ef-
fectiveness of Pseudomonas sp. P2 and Enterobac-
ter sp. strain E1 should not be neglected because
these strains significantly increased SDW over @ by
22% and 29 %, respectively. Particular Pseudomonas
species could increase yield of some plant species by

25% as well as 60% (Adjanohoun, 2011). Enterobac-
ter and Pseudomonas genera have been identified
as diazotrophic rhizobacteria with nitrogen-fixing
and PGPR ability in rhizosphera of various plants
that increase the height and plant yield (Minorsky,
2008; Franche et al., 2009; Zabihi et al., 2010).

Species of Bacillus are the most extensively
studied (Minorsky, 2008; Hayat et al., 2010). Diversi-
fied populations of aerobic endospore forming bac-
teria of Bacillus species occur in agricultural fields
and contribute to crop productivity. It is very likely
that plant growth promotion by rhizosphere bacilli
may be a result of combined action of two or more
of these mechanisms (Richardson et al. 2009; Ku-
mar et al., 2011). These bacteria competitively col-
onize the roots of plant and can act as biofertilizers
and/or antagonists (biopesticides) or simultaneous-
ly both. However, in presented study B. megaterium
SNji and S. meliloti strain 1.3Si did not show pro-
moting abilities. The results of some authors con-
cerning Bacillus species also pointed to its negative
effect on maize (Adjanohoun, 2011).

Rhizobia are a vast group of soilborne rhizo-
bacteria with representatives that have proven plant
growth promoting activities through N fixation.
Rhizobal strains are well known N fixers which in
symbiosis with legumes form N fixing nodules but
they can associate with roots of non-legumes with-
out forming true nodules resulting in the growth
promotion of legumes and non-legumes by differ-
ent mechanisms (Avis et al., 2008; Mehboob et al.,
2009). These bacteria can equally produce plant
growth regulations-phytohormones and solubilize
organic and inorganic phosphates that would have
a role in their plant grow promoting activities. Also
presence of rhizobial strains indirectly stimulate the
plant to active its defence mechanisms when chal-
lenged with pathogen through the production plant
defence compounds (Avis et al., 2008). Rhizobia
have a diverse range of activity. In contrast, some
studies have revealed that rhizobial inoculation
may also have deleterious effect on growth and
yield of non- legumes and legumes and only spe-
cific rhizobial strains had potential to be used as
PGPR (Antoun and Prevost, 2000). In this study S.
meliloti strain L3Si applied as inoculant of preced-
ing barley was ineffective in spite of its high effec-
tiveness in BNF with alfalfa in our previous experi-
ments (Deli¢ et al., 2012). Significantly lower values
of alfalfa parameters in comparison the control-@
indicated bad relationship between the symbionts.
Reasons for these results can be founded in natural
variations in environment, cultivar, soil and indig-
enous microflora of a specific area (Mehboob et al.,
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2008) and represent the major challenges in the use
of bio-inoculants. Characterization of the degree to
which symbiotic microbes vary in the provision of
mutualistic benefits in relation to environmental
quality, host species and plant community struc-
ture is critical to developing an understanding of
their role as agents of productivity and selection in
natural populations (Martines-Viveros et al., 2010;
Thrall, 2011).

The mixture of strains applied in present-
ed study promoted alfalfa SDW similar like middle
effective strains E1 and P1 (by 27% over @). Except
strain competition for place on rhizoplan and inter-
nal of the root tissue, the important role is played by
plants in selecting and enriching the types of bacte-
ria by the constituents of their root exudates. There-
fore, the bacterial community in the rhizosphere

develops depending on the nature and concentra-
tions of organic constituents of exudates, and the
corresponding ability of the bacteria to utilize these
as sources of energy (Saharan and Nehra, 2011). It
is not certain if plants actively select beneficial soil
microbial communities in their rhizosphere. Com-
position of root exudates was shown to vary with
plant species and stage of plant growth (Jaeger et al.
1999).

The presented study showed a significant
positive influence of preceding barley inoculation
with rhizobacteria alone and their mixture on shoot
yield and total N contents of alfalfa. Results indi-
cated that strains of Azotobacter sp., Pseudomonas
sp. and Enterobacter sp. alone can be investigated
in further researches as potential agent of biofertili-
zer for plant growth promotion of alfalfa.
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POBOLJSANJE RASTA LUCERKE, MEDICAGO SATIVA L. POMOCU
INOKULACIJE PREDUSEVA RIZOSFERNIM BAKTERIJAMA
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U eksprimentu u sudovima ispitana je moguc¢nost poboljsanja rasta lucerke (Medicago sa-
tiva L.) pomocu inokulacije je¢ma (Hordeum vulgare L.) kao preduseva bakterijama Kkoje
poboljsavaju rast biljaka (PGPR). Cilj eksperimenta je bio odabiranje efikasnih sojeva koji
bi se primenili u plodoredu u formi bioloskog dubriva. U radu je koris¢eno sedam sojeva
koji pripadaju slede¢im bakterijskim vrstama: Sinorhizobium meliloti, Bacillus megateri-
um, Enterobacter sp, Azotobacter sp, kao i vrsti Pseudomonas sp. Efekat inokulacije je¢ma
primenjenim sojevima je odreden na osnovu suve nadzemne mase (SDW) i sadrzaja uku-
pnog azota (N) u biljnoj masi lucerke. Rezultati su ukazali na sposobnost nekih sojeva da
poboljsaju rast biljaka. Znacajno je povec¢an prinos lucerke u odnosu na kontrolu @ (lucerka
gajena posle neinokulisanog je¢ma kao preduseva) inokulacijom sojevima Azotobacter-a
Al (41%) i A2 (39%) i Pseudomonas-a P1 (35%). Sadrzaj ukupnog N je bio u korelaciji sa
vrednostima SDW. Rezultati su ukazali na uticaj inokulacije je¢ma kao preduseva na prinos
lucerke i njen kvalitet kao i da sojevi Azotobacter sp., Pseudomonas sp. i Enterobacter sp.
imaju PGPR potencijal $to daje osnovu za dalja ispitivanja i mogucénost primene kao bio-
dubriva.

Kljuc¢ne reci: lucerka, poboljsanje rasta biljaka, inokulacija, predusey, jecam
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(Prihvacdeno: 22.05. 2013.)
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MIKROBIOLOSKE OSOBINE DISTRICNIH KAMBISOLA NA PODRUCJU
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Jedan od najzastupljenijih tipova zemljista u brdsko-planinskom podrucju isto¢ne Srbije je
distri¢ni kambisol. U cilju utvrdivanja biogenosti ovog tipa zemljista u isto¢noj Srbiji, ispi-
tana je zastupljenost ukupne mikroflore, gljivica, aktinomiceta, amonifikatora, azotobakte-
ra i oligonitrofila, kao i dehidrogenazna aktivnost navedenog tipa zemljista. Uzorci su uzeti
iz zemljiSta koriS¢enih na tri razli¢ita nacina, a to su oranice, vo¢njaci i Sume. Koris¢ene su
standardne mikrobioloske metode zasejavanja odredenog decimalnog razredenja na odgo-
varajuce hranljive podloge. Dobijeni rezultati su pokazali najvec¢u zastupljenost ukupne mi-
kroflore u orani¢nom zemljistu. Nije ustanovljena korelacija izmedu broja ostalih grupa mi-
kroorganizama i nac¢ina koris¢enja zemljista. Utvrdena je mala zastupljenost azotobaktera,
kao indikatora plodnosti zemljista, u lokalitetima pod Sumom. Nije konstatovana korelacija

dehidrogenazne aktivnosti analiziranih uzoraka sa ukupnim brojem mikroorganizama.

Kljuéne reci: biogenost, districni kambisoli, mikroflora

UVOD

Mikroorganizmi su najznacajnija bioloSka
komponenta zemljiSta jer svojim enzimatskim siste-
mima aktivno ucestvuju u procesima razgradnje or-
ganske materije, sintezi humusa i stvaranju pristu-
pac¢nih biljnih asimilativa, (MiloSevi¢ i sar., 2003).
Tolerantnost mikroorganizama na pesticide i teSke
metale omogucava da se pojedini rodovi i vrste ko-
riste u bioremedijaciji zemljiSta. Pored toga, u rizo-
sferi Zive bakterije koje koloniziraju koren biljaka i
pospesuju biljni rast (PGPR) tako $to sintetisu odre-
dene supstance korisne za biljke (Glick, 1995), olak-
Savaju usvajanje odredenih hraniva iz zemljista (Za-
hir et al. 2004, Cakmakci et al., 2006) i Stite biljke od
bolesti. Brojnost pojedinih grupa mikroorganizama
i aktivnost dehidrogenaze se koriste kao jedan od

pokazatelja opSte mikrobioloSke aktivnosti i poten-
cijalne plodnosti zemljista. Mala brojnost pojedinih
grupa mikroorganizama (npr. azotofiksatora) kao i
mala vrednost dehidrogenazne aktivnosti upucuju
na smanjenu biogenost, odnosno plodnost zemlji-
Sta, (MiloSevi¢, 2008). Svaki tip zemljista ima svoju
karakteristi¢nu mikrobiocenozu, a nacin koriséenja
zemljiSta mozZe uticati pozitivno ili negativno na mi-
krobiolosku aktivnost, $to se neposredno odrazava i
na plodnost zemljista, (Tintor i sar., 2009).

Termin districni kambisoli se odnosi na
zemljiSta sa niskim stepenom zasicenosti baza-
ma (Anti¢ i sar., 1990). Rasprostranjena su u brd-
sko-planinskom podrucju isto¢ne Srbije, na nad-
morskoj visini od 500 do 1100m. Pretezno su lakog
mehanickog sastava, lako propusna za vodu i sa ve-
¢im sadrzajem humusa i ukupnog azota, (Kasanin
et Knezevi¢, 2004). Utvrdeno je da su fizicko-hemij-
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ske karakteristike zemljiSta najvaznije svojstvo koje
uti¢e na broj i aktivnost mikroorganizama, (Milo-
Sevic i sar., 1997, Marinkovi¢ i sar., 2007). Distri¢ni
kambisoli se odlikuju izraZzenim aciditetom i niskim
stepenom zasi¢enosti bazama $to se moze negativno
odraziti na biogenost, a time i plodnost ovog tipa ze-
mljiSta. Za ocenu biogenosti ovih zemljiSta ispitana
je njihova bioloska aktivnost u zavisnosti od nac¢ina
KoriSc¢enja (oranice, Sume i voc¢njaci). U tom cilju je
odredena zastupljenost razli¢itih grupa mikroorga-
nizama, kao i njihova dehidrogenazna aktivnost.

MATERIJAL 1 METODE

Brojnost i enzimatska aktivnost mikroorga-
nizama su najve¢i u povrsSinskom sloju zemljiSta
zbog Cega su uzorci zemljista sa odabranih 29 lo-
kaliteta za mikrobioloske analize uzeti asepti¢no sa
dubine od 0-25cm. U pripremljenim uzorcima su
izvrSene sledec¢e agrohemijske analize: pH u nKCI
elektrometrijskom metodom, sadrzaj humusa i lako
pristupac¢ni oblici fosfora i kalijuma Al metodom.

Osnovni parametri za ocenu biogenosti ze-
mljiSta su bili: ukupna mikroflora, ukupan broj
gljivica, aktinomiceta, amonifikatora, azotobakte-
ra, oligonitrofila, kao i dehidrogenazna aktivnost
zemljiSta. Brojnost mikroorganizama je utvrdena
standardnim mikrobioloSkim metodama zaseja-
vanja odredene koli¢ine suspenzije zemljiSta na
odgovarajuce hranljive podloge koris¢enjem deci-
malnih razredenja (10'-10%), (Pochon et Tardieux,
1962). Brojnost ukupne mikroflore je odredena na
agarizovanom zemljiSnom ekstraktu, gljivica na
podlozi Chapek, aktinomiceta na sintetickom aga-
ru sa saharozom po Krasiljnikovu, amonifikato-
ra na te¢noj podlozi sa asparaginom kao izvorom
azota, azotobaktera na te¢noj bezazotnoj podlozi sa
manitom i oligonitrofila na podlozi po Fjodorovu.
Dehidrogenazna aktivnost zemljista je odredena po
metodi Lenhard-a (1956), modifikovana po Thal-
man-u 1968, koja se bazira na merenju ekstincije
trifenolformazana (TPF) Koji je nastao redukcijom
2,3,5-trifeniltetrazolijumhlorida.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

U tabeli 1 date su osnovne hemijske osobine
ispitivanih zemljista. Na osnovu odredene pH vred-
nosti, moze se reci da se ispitivana zemljista odlikuju
izrazenim aciditetom, $to se poklapa sa literaturnim

podacima, (Anti¢ i sar., 1990), a $to se moze negativno
odraziti na brojnost i enzimatsku aktivnost zemljis-
nih mikroorganizama. Naime, vrednost pH zemljista
direktno utice na mobilnost hranljivih elemenata, tj.
uslovljava njihovu pristupac¢nost za biljke, ali isto tako
uslovljava sastav mikrobne populacije zemljista, (Tin-
tor i sar., 2009). Najvecu Kiselost su pokazala zemljista
pod Sumskom vegetacijom tj. bila su uglavnom jako
kisela, dok su zemljista pod oranicama i vo¢njacima
bila nesto blaZe kiselosti, odnosno u veéini sluc¢ajeva
su bila kisela i slabo kisela. Sto se ti¢e sadrzaja organ-
ske materije, moze se re¢i da su ispitivana zemljista po-
kazala visok sadrzaj humusa, $to je od velikog znacaja
jer je organska materija izvor energije za metabolizam
zemljiSnih mikroorganizama. Narocito su Sumska
zemljiSta i vo¢njaci pokazali visok sadrzaj humusa,
dok su oranice bile slabije humozne, verovatno usled
stalnog iznoSenja organske materije putem Zetve, $to
nije sluc¢aj sa Sumama i vo¢njacima. Snabdevenost is-
pitivanih zemljista lako pristupa¢nim fosforom je bila
nezadovoljavajuca, naro¢ito Sumskih zemljiSta, dok su
oranice i vo¢njaci pokazali ve¢i sadrzaj ovog elemen-
ta, verovatno usled uno$enja fosfora putem dubrenja.
Sva ispitivana zemljiSta su bila dobro obezbedena lako
pristupa¢nim kalijlumom, osim jednog lokaliteta pod
Sumom i jednog lokaliteta oranice.

Brojnost mikroorganizama i dehidrogenazna
aktivnost, koje ukazuju na stepen biogenosti ispiti-
vanog zemljista, (Milo$evic i sar., 1992) prikazane su
u tabeli 2. Ukupan broj mikroorganizama u ispitiva-
nim orani¢nim zemljiStima je varirao od 3,00-82,33
10%g™, u vo¢njacima od 8,33-18,67-10%g!, a u uzor-
cima Sumskih zemljista od 1,33-10,33-10%g™'. Najveci
ukupan broj mikrorganizama je konstatovan u ora-
nicama, zatim u voénjacima, a najmanji u zemljisti-
ma pod Sumskom vegetacijom, $to se moze pripisati
povoljnom uticaju primenjenih agrotehnic¢kih mera
na biogenost zemljista.

Gljivice su pokazale neujednacenu zastuplje-
nost u ispitivanim uzorcima, $to znaci da njihova
brojnost nije zavisila od nac¢ina koris¢enja zemljista.
U uzorcima oranica njihov broj se kretao od 2,67 -
18,67-10*g", u voénjacima od 10,67 - 20,67-10*g",
dok je njihova brojnost najviSe varirala u uzorcima
Sumskog zemljista i kretala se od 3,33 - 22,67-10*g",
$to ujedno predstavlja i najveci broj ovih znacajnih
razlagaca organske materije u zemljiStu.

Broj aktinomiceta u ispitivanim oranicama je
varirao od 2,33-59,00:10*g™, u vo¢njacima od 3,00-
25,67-10*g!, dok se u Sumskim zemljistima kretao
od 0-28,3310"g. Najve¢u ujednacenost broja akti-
nomiceta su pokazali uzorci iz voénjaka kod kojih je
zabelezen i najveci broj ovih znac¢ajnih humifikatora
(uzorak br. 3).
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Amonifikatori, kao korisnici organskog azo-
ta i razlagaci proteina, su jedna od najzastupljenijih
grupa mikroorganizama u zemljis$tu, (Bogdanovi¢,
1990). Njihova brojnost u zemljistima tipa ¢ernoze-
ma moze da dostigne vrednosti od 107-10°g"', (Go-
vedarica i sar., 2000). U ispitivanim uzorcima ora-
nica njihov broj se kretao od 1,50-250,0010°g, a
u voc¢njacima od 4,50-110,0010°g*. Uzorci Sumskih
zemljista su pokazali najmanju zastupljenost amo-
nifikatora koja je varirala od 0-250,00-10>g™.

Azotobakter, kao indikator plodnosti zemlji-
$ta i najjaci asocijativni fiksator atmosferskog azota,
je pokazao slabu zastupljenost u ispitivanim uzor-
cima oranica i vo¢njaka, dok je u Sumskim zemlji-
Stima na devet od deset lokaliteta utvrdeno njegovo
potpuno odsustvo. Izuzetak je lokalitet oranice (uzo-

rak br. 1) gde je zabelezen broj od 250-g . Prema lite-
raturnim podacima azotobakter u oranicama moze
da dostigne brojnost od 10*g™, (Vojinovi¢ i sar., 1982;
Govedarica i sar., 1996; Jarak i sar., 2003), $to na-
vodi na zakljuc¢ak da distri¢ni kambisoli ne pruzaju
optimalne uslove za aktivnost ovog azotofiksatora,
verovatno usled svojih nepovoljnih hemijskih oso-
bina, a prvenstveno kisele reakcije i male snabdeve-
nosti fosforom (MiloSevi¢ i sar., 2007). Istrazivanja
su pokazala da su ovi parametri hemijskog svojstva
zemljista uticali na odsustvo azotobaktera.
Oligonitrofili, kao fiksatori atmosferskog
azota za zadovoljenje sopstvenih potreba i snabde-
vaci biljaka pristupa¢nim oblicima azota, (Bogda-
novic, 1990), su predstavljali dominantnu fiziolosku
grupu mikroorganizama u ispitivanim uzorcima.

Tabela 1. Osnovne hemijske osobine ispitivanog zemljista.

Table 1. Main chemical properties of investigated soil.

. Natin
oriscenja
el Gt pi Humus % mu/100g me To0g
of using soil
| 6,00 5.0 20,72 40,00
2 3,90 475 7,15 17,60
3 4,50 321 6,86 23,60
4 3,95 4,90 11,50 40,00
5 4,90 7,19 4,79 24,40
_ 6 4,65 2,61 1,36 34,60
ADramiea 7 5,90 3,71 11,41 18,80
8 6,85 456 17,03 11,00
9 425 3,17 3,63 16,00
10 6,35 3,17 13,19 32,00
1 4,15 3,79 5,39 20,00
12 5,65 7,64 8,27 22,60
13 5,75 3,45 2,56 20,00
| 410 5,05 2,58 18,60
2 3,80 4,81 4,56 30,40
3 4,50 6,22 7,06 19,00
4 3,60 4,54 4,61 16,80
Suma 5 3,20 4,89 3,68 23,40
Forest 6 3,45 6,90 2,09 17,60
7 4,95 3,50 4,65 25,00
8 3,55 4,79 21,66 27,40
9 5,10 5,05 432 40,00
10 430 2,46 3,34 8,80
1 43 7,68 3,66 2750
2 5,00 5,88 6,57 16,00
Voénjak 3 430 4,69 1,00 27,00
Orchard 4 5,20 5,58 2,85 20,00
5 5,15 4,95 18,49 24,40
6 6,30 7,37 13,16 40,00
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Njihova zastupljenost u ispitivanim oranicama je
varirala od 21,67-121,0010>g", u vo¢njacima od
31,67-72,0010°g!, a u uzorcima Sumskih zemljista
je bi la najmanja i kretala se od 0,67-55,3310%g™". |
ovde je najveci broj pokazao lokalitet vo¢njaka (uzo-
rak br.10).

Utvrdivanje aktivnosti enzima koji u¢stvuju
u mineralizaciji organske materije u zemljistu je

pokazatelj bioloske aktivnosti zemljista, (Najde-
novska i sar., 2004). Jedan od tih enzima je oksi-
doredukujué¢i enzim dehidrogenaza. Dehidroge-
nazna aktivnost ispitivanih oranica se kretala od
4,23-286,52 ng TPF/g, vocénjaka od 7,62-273,62
ng TPF/g, a Sumskih lokaliteta od 3,06-214,58 ng
TPF/g i nije bila u korelaciji sa brojem ispitivanih
grupa mikroorganizama.

Tabela 2. Broj mikroorganizama po gramu apsolutno suvog zemljista i dehidrogenazna aktivnost.
Table 2. Number of microorganisms per gram of absolute dry soil and dehydrogenase activity

Ukupna

koljiggilrll'a Oznaka mikroflora  Gljive Aktinomicete Olig(?(lll:)tsl;)ﬁli Amonifikatori Azotobakter De(h id{(l))g;/ni)lza
zemlji§tja u?orka (x10%) (X104). . (x10) Oligonitrop- (XIOS.) MPN Deltlygdrogelglase
A way of Sign of Total Fungl Actmomzlcetes hiles Ammonslﬁers Azotobacter activity
. . 1 icrofl 10 10 10 MPN
using soil  SAMPIC mIEOLora (109 (x10% (x109) (107 (ngTPF/g)
1 19,33 13,33 59,00 97,00 45,00 250,00 150,67
2 7,00 14,00 17,00 21,67 9,50 0 12,95
3 8,67 6,00 5,33 39,67 250,00 0 279,78
4 3,00 6,33 6,00 31,00 2,50 25 4,23
5 82,33 13,00 8,33 92,67 25,00 127,64
6 4,00 11,33 2,67 51,67 1,50 4 13,11
Agﬁ;“m a 7 14,67 7,67 25,67 28,67 9,50 25 14,48
8 20,67 7,67 16,33 87,33 15,00 45 42,90
9 43,33 15,33 2,33 25,00 0,90 0 286,52
10 6,67 18,67 22,00 121,00 2,50 25 194,60
11 41,67 2,67 3,00 26,33 20,00 9 15,40
12 23,00 10,33 12,00 64,67 25,00 7 87,49
13 7,00 7,33 4,33 27,33 9,50 7 16,93
1 7,67 22,67 32,33 24,67 25,00 0 100,8
2 7,33 19,00 12,67 40,33 9,50 4 167,12
3 10,33 3,33 7,00 55,33 250,00 0 97,50
4 6,00 18,67 28,33 32,33 25,00 0 44,55
Suma 5 3,00 20,33 6,67 13,33 9,50 0 3,06
Forest 6 1,33 2,00 4,33 7,67 25,00 0 7,95
7 5,00 6,67 14,00 30,67 2,50 0 214,58
8 8,67 8,67 2,33 22,00 45,00 0 4,10
9 6,00 7,33 6,67 28,33 7,50 0 76,84
10 2,33 14,00 5,00 11,67 2,00 4 171,13
1 8,67 6,67 6,67 56,67 9,50 4 175,73
2 12,67 3,67 3,67 62,67 4,50 0 99,17
Voénjak 3 8,33 3,67 3,67 72,00 11,50 0 51,69
Orchard 4 18,67 25,67 25,67 58,33 9,50 95 7,62
5 13,00 14,00 14,00 63,00 15,00 0 137,56
6 11,00 3,00 3,00 31,67 110,00 273,62
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ZAKLJUCAK

Distri¢ni kambisoli na podrudju isto¢ne Srbi-
je nisu pokazali veliku biogenost, §to se moze pripi-
sati uglavnom nepovoljnim hemijskim osobinama
ovog tipa zemljiSta, a prevashodno Kkiseloj reakciji.
Brojnost ukupne mikroflore je bila najveca u ora-
nicama, dok zastupljenost aktinomiceta, amonifi-

katora, azotobaktera i oligonitrofila nije zavisila od
nacina koriS¢enja zemljista. Kao $to je i ocekivano,
gljivice su bile najbrojnije u lokalitetima pod Su-
mom. U istim lokalitetima je zastupljenost azoto-
baktera bila najmanja, odnosno kod najveceg broja
uzoraka nije zabeleZzeno njegovo prisustvo. Dehi-
drogenazna aktivnost nije bila u korelaciji sa broj-
noS¢u mikroorganizama.
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MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF DYSTRIC CAMBISOLS IN
REGION OF EASTERN SERBIA DEPENDING ON EXPLOITATION WAY

SUMMARY

NATASA RASULIC!, DUSICA DELIC!, OLIVERA STAJKOVIC-SRBINOVIC!, DRAGANA JOSIC!,

NENAD DOLOVAC?, DORDE KUZMANOVIC!

!Institute of Soil Science, Belgrade
2Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade

One of the most represented types of soil in the hilly- mountainous region of Eastern Serbia
is the dystric cambisol. Aiming to establish biogenity of such type of soil in Eastern Serbia,
representation of the total microflora, fungi, actinomycetes, ammonifiers, azotobacters and
oligonitrofills has been examined as well as dehydrogenase activity of the stated type of
soil. The samples were taken from soils used in three different ways: plough-fields, orc-
hards and forests. The standard microbiological methods of introducing in certain decimal
dilutions on the appropriate nutritive medium were used. The obtained results have shown
the most prevalence of total microflora in the plough-fields. No correlation between other
groups of microorganisms and the way of using of soil was determined. Small partipication
of'azotobacters, as crop production indicators, was found in the forest regions. No correlati-
on between dehydrogenase activity of tested samples and total microflora was determined.

Key words: biogenity, dystric cambisol, microflora
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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”



CIP — Katalogizacija u publikaciji
Narodna biblioteka Srbije, Beograd

632.9

ZASTITA bilja = Plant protection / Institut za zatitu bilja i
Zivotnu sredinu; glavni i odgovorni urednik Nenad Dolovac,
God. 1, br. 1 (1950) — Beograd: Institut za zastitu bilja i
Zivotnu sredinu, 1950 — (Beograd: Press d.0.0.). — 28 cm.

Tromesecno
ISSN 0372-7866 = Zastita bilja
COBISS.SR-ID 870660










