www.nsseme.com/journal.html

original scientific paper / originalni nau¢ni ¢lanak

Ratar. Povrt. 49 (2012) 58-62

Gibberella zeae na semenu kantariona u Srbiji

Snezana Pavlovi¢ e Tatjana Stevi¢ o Mira Starovic e
Dragana Josi¢ e Tatjana Popovi¢ ¢ Maja Ignjatov e Sasa Stojanovi¢

received: 31 October 2011, accepted: 02 February 2012.
©20121FVC
doi:10.5937/ratpov49-1164

Izvod: Ispitivanjem zdravstvenog stanja semena kantariona iz kolekcije Instituta za proucavanje lekovitog
bilja ,Dr Josif Pan¢i¢® proizvedenog tokom 2008. i 2009. godine u lokalitetima Pancevo, Gorobilje i
Kactarevo, prvi put je u Srbiji utvrdeno prisustvo vrste Gibberella zeae (anamorf Fusarium graminearum).
Ova vrsta je identifikovana na osnovu makroskopskih i mikroskopskih osobina dobijenih monospornih
izolata. Svi ispitivani izolati su u iz vitro uslovima formirali peritecije, te su na osnovu ovog i drugih osobina
identifikovani kao F. graminearum (syn. F. graminearum Grupa 2). Patogenost je potvrdena pojavom
nekroze klijanaca nakon inokulacije semena kanatariona.

Klju¢ne reci: kantarion, Gibberella zeae, Fusarium graminearum, morfoloske osobine, patogenost

Uvod

Kantarion (Hypericum perforatum L.) je veoma
zastupljena biljna vrsta u Srbiji (Menkovi¢ et al.
2002, Savikin-Fodulovi¢ et al. 2003), ali je zbog
prekomerne eksploatacije svrstana u vrste Cije
se sakupljane i promet kontrolidu (»Sluzbeni
glasnik RS« 45/2005), da bi se osiguralo i spre¢ilo
ugrozavanje njenog trajnog opstanka.

Svevecapotraznjakantarionau Srbijinametnula
je potrebu njegovog plantaznog gajenja. Primena
hemijskih sredstava u proizvodnji lekovitog bilja
nije dozvoljena, pa je setva zdravstveno ispravnog
semena znacajan preduslov uspesne proizvodnje
lekovitog bilja. Seme lekovitih biljaka je pogodan
supstrat za razvoj brojnih patogenih gljiva, medu
kojima vrste iz roda Fusarium zauzimaju znacajno
mesto (Pavlovi¢ et al. 2006).

Gibberella zeae (Schwein.) Petch (anamorf:
Fusarium graminearum Schwabe) je destruktivan
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patogen, koji u znatnoj meri smanjuje klijavost
zrna, prouzrokuje palez klijanaca i trulez korena
(Joviti¢ & Milosevi¢ 1990, Chongo et al. 2001).
Ima $irok krug domadina. NajviSe ugrozava
proizvodnju strnih zita i kukuruza, mada
parazitira gajene biljke iz veéeg broja rodova
(Bagi 1999, Joviti¢ & Milosevi¢ 1990, Krnjaja et
al. 2009, Levi¢ et al. 2009, Petrovié et al. 2010,
Ignjatov et al. 2011).

Veliki napredak u identifikaciji vrsta roda
Fusarium je ostvaren poslednjih  decenija
uvodenjem molekularnih metoda kao dopuna
osnovnim morfoloskim i fizioloskim osobinama
(O’Donnell et al. 1998, Geiser et al. 2004,
Zeller et al. 2004, Leslie & Summerell 2006).
Bliza genetska karakterizacija i brzo razlikovanje
E graminearum od morfoloski sli¢nih vrsta
pripadnika F. graminearum kompleksa uspesno je
radena u na$im uslovima sa izolatima poreklom sa
sirka (Risti¢ et al. 2011).

Proucavajemmikopopulacijesemenakantariona
(Pavlovi¢ et al. 2000, 2006) utvrdeno je prisustvo
pet vrsta iz roda Fusarium (F. oxysporum, F.
proliferatum, F. sporotrichioides, F. subglutinans i
FEverticillioides). Tokom 2008.12009. izolovana je
vista Gibberella zeae (anamorf: F. graminearum),
koja do sada nije bila poznata kao patogen semena
kantariona, zbog ¢ega je pristupljeno ispitivanju
morfoloskih osobina izolata i proveri njihove
patogenosti.

Zahvalnica: Ovo istraZivanje je izvrieno u okviru projekta TR31018
finansiranog od strane Ministarstva prosvete i nauke Republike Srbije
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Materijal i metode

Uzorkovanje semena i izolacija gljive

Seme kantariona uzorkovano je iz kolekcije
proizvedene 2008. i 2009. godine u Institutu za
proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif Pan¢i¢” u
lokalitetima Panéevo, Gorobilje i Kacarevo. Uzorci
su obrazovani od etiri grupe po sto semenki iz
svake partije semena po standardnom postupku
(Malone & Muskett 1964, ISTA 2003).

Seme je inkubirano na vlaznom filter papiru i
krompir dekstroznoj podlozi (KDA) pri 25°C u
mraku. Fragmenti micelije obrazovane na semenu
preneti su u Petri kutije na krompir dekstroznu
podlogu (KDA) nakon 7-10 dana (ISTA 2003).
Makroskopskim i mikroskopskim pregledom
kolonija odabrani su oni izolati koji ukazuju na
prisustvo . graminearum.

Monosporne kulture izolovane su po postupku
Nirenberg & O’Donnell (1998) od ¢istih kultura
izolata koji su gajeni na ravnoj KDA podlozi u
uslovima prirodne smene dana i noéi pri sobnoj
temperaturi tokom 7 dana. Monosporne kulture
su ¢uvane u epruvetama na kosim podlogama
na temperaturi +4°C. Na ovaj nadin dobijen je
veliki broj izolata, od kojih je za dalja istraZivanja
odabrano pet oznacenih kao K-60, K-62, K-65,
K-59iK-70.

Test patogenosti

Seme kantariona je povrsinski sterilisano sa 2%
NaOCl u toku 2 minuta, a zatim isprano sterilnom
destilovanom vodom i prosu$eno na filter papiru.
Sterilisano seme je potapano u suspenziju konidija

(10° ml") od svakog izolata u toku 12 h. Suspenzija
konidija je pripremljena od kultura starih 10 dana
odgajenih na KDA pri temperaturi od 25°C (Molt
& Simone 1967). Kontrolna semena su potapana
u sterilnu destilovanu vodu. Po 200 semena
inokulisano sa svih pet izolata posejano je u saksije
sa sterilnim substratom. Posle 30 dana, substrat je
prosejan istepen nekroze isklijalih biljakaje ocenjen
po skali od 0-3, gde je 0 = nema promene, 1 = slaba
virulentnost (nekroza pri vrhu korena), 2 = srednja
virulentnost (koren i prizemni deo stabaoceta
nekrotirani) i 3 = jaka virulentnost (nekrotirani
svi delovi klijanaca i neklijala semena).

Ispitivanje morfoloskih osobina izolata

Morfoloske osobine kolonija izolata (izgled
i brzina razvoja kolonija, tekstura micelije,
pigmentacija supstrata) ispitivane su na 25°i 30°C
na KDA, a mikroskopske odlike (oblik i na¢in
formiranja makrokonidija, izgled konidiogenih
Celija, izgled makrokonidija, prisustvo ili odsustvo
hlamidospora, formiranje sklerocija) na KDA,
krompir saharoznom agaru (KSA), malc agaru
(MA), sabouraud dekstroznom agaru (SDA) i
domadinu. Na osnovu morfoloskih i patogenih
osobina dobijenih izolata izvr$ena je identifikacija
patogena (Burgess et al. 1994, Nelson et al. 1983,
Levi¢ et al. 2008, Summerell et al. 2003).

Rezultati i diskusija
Izolacija patogena

Gibberella zeae (Schwein.) Petch (anamorf:
Fusarium graminearum Schwabe) izolovana je sa
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Graf. 1. Gibberella zeae — stepen nekroze vestacki inokulisanih klijanaca kantariona
Graph 1. Gibberella zeae — degree of artificially inoculated seedlings of St. John's wort
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Graf. 2. Gibberella zeae — porast kolonija na 25°C i 30°C nakon tri dana
Graph 2. Gibberella zeae - colony growth at 25°C and 30°C after three days

semena kantariona u sva tri ispitivana lokaliteta:
Panéevo (izolati K-60 i K-62), Gorobilje (K-65 i
K-69) i Kacarevo (K-70).

Patogene odlike

Odabranih pet izolata patogena ispoljili su
visok stepen nekroze klijanaca kantariona od 1,65
(izolat K-69) do 2,58 (izolat K-65), u proseku
2,1 (Graf. 1). Izolati K-62 i K-65 prouzrokovali
su znaajno ve¢u nekrozu od ostala tri izolata
izmedu kojih nije bilo zna¢ajnih razlika.

Morfoloske osobine

Micelija Gibberella zeae bujna, pamucasta,
u pocetku belo Zuckasta boje, u zavisnosti od
podloge kasnije postaje svetlo do tamno ruzicasta.
Pigmentacija podloge je tamno ruZiasta, boje
breskve ili oker sa bordo poljima. Sporodihije
narandZaste boje formiraju se nakon 7-10 dana
gajenja na vodenom agaru sa listovima karanfila
(KLA).

Porastkolonija nakon tridanavarira u zavisnosti
od izolata, ali je svim izolatima zajednitko da
imaju znacajno smanjen porast pri temperaturi
od 30°C (Graf. 2).

Konidiofore su razgranate sa bo¢nim mono
fijalidama cilindri¢nog oblika. Makrokonidije
su uglavnom srpasto povijene sa vr$nom éelijom
koja je nesto duza od ostalih i ravnomerno se
suzava, bazalna ¢elija se zavrSava sa manje ili viSe
izrazenim stopalom. Makrokonidije su hijalinske,
u masi bledo ruzicaste, najée$ée sa pet septi, retko
sa 3-4, veli¢ine 26,0-60,0 um x 3,5-6,0 pm (SI. 1
f). Hlamidospore su prisutne na hifama, ponekad
na konidijama.

Svi ispitivani izolati su formirali peritecije na
KSA posle 55 danainkubacije pri25°C. Naosnovu
ovih osobina moZe se zaklju¢iti da ovi izolati
pripadaju teleomorfu Gibberella zeae (Schwabe)
Petch ili anamorfu vrste F graminearim Schwabe
(syn. E graminearum Grupa 2 Burgess, Wearing
& Toussoun).

Gibberellazeaejepoznatakaohomotalusnavrsta.
Peritecije su tamno plave skoro crne loptastog ili
jajastog oblika, sa bradavi¢asto ornamentisanom
povr$inom peridije i sa izrazenom ostiolom (SL.
1d). Formiraju se na povrsini supstrata u grupama
ili pojedina¢no. Pre¢nik peritecija je 180-260
pm. Askusi su hijalinski, elipsoidni i sadrze osam
askospora, koje mogu biti prave ili savijene sa
jednom i tri septe, hijalinske ili svetlo ruzicaste
u masi. Prose¢na dimenzija askusa je 68,8-81,2
um x 12,5-14,0 um. (SL. 1d). Askospore su prave
ili savijene, ved¢inom sa tri septe, ali prisutne su i
sa jednom septom, hijalinske, svetlo ruzitaste u
masi. Prose¢na dimenzija askospora 17,5-21,2 um
x 3,0-5,5 um (S 1d).

Nasemenu kantariona do sada su identifikovane
viste F oxysporum, FE  subglutinans,  F
sporotrichioides, F. verticillioides i F. proliferatum
(Pavlovi¢ 2009). Prisustvo vrste F. graminearum
utvrdeno je samo na semenu gajenog povratica
(Tanacetum parthenium (L.) Schulez Bip.) (Kostié
etal. 2003).

Unutar vrste F. graminearum utvrdeno je
postojanje i grupe 1 (syn. F graminearum
grupa 1 Burgess, Wearing & Toussoun), koja
pripada teleomorfu Gibberella coronicola Aoki &
O 'Donnell ili anamorfu F pseudograminearum
Aoki & O’Donnell. Predstavnici ove vrste ne
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Slika 1. Gibberella zeae. Izgled kolonija na krompir saharoznom agaru (a), na saboura dekstroznom
agaru (b), na podlozi od slada (c), peritecije obrazovane na krompir saharoznom agaru (d), askusi sa
askosporama (e), makrokonidije (f).
Fig 1. Gibberella zeae. — The appearance of colonies on potato sucrose agar (a), on sabouraud dextrose
agar (b), on malt extract agar (c), perithecia formed on potato sucrose agar (d), asci with ascospores (¢),
macroconidia (f)

formiraju peritecije, ni u prirodi, ni in vitro
jer su heterotalusni. Ova vrsta prouzrokuje
trulez prizemnog dela stabla pSenice. Za
razlikua od FE psendograminearum, izolati F.
graminearum formiraju peritecije u prirodi i in
vitro (homotalusne su) i prouzrokuju bolesti
nadzemnih delova-fuzariozu klasa i trulez klipa i
stabla kukuruza (Bagi et al. 1999). -

Populacija viste F. graminearum izolovana sa
semena kantariona u ovim istrazivanjima je veoma
heterogena. Medu izolatima postoje razlike u
odgajivackimipatogenim odlikama. Ova¢injenica
ukazuje na potrebu preciznije karakterizacije
ovih izolata i upoznavanja strukture populacije F.
graminearum izolovane sa semena lekovitog bilja,
$to ¢e biti predmet bududih istraZivanja.

Zakljucak

Cinjenica da primena hemijskih sredstava
nije dozvoljena u proizvodnji lekovitog bilja
upuéuje na znafaj poznavanja mikoflore
semena. Gibberella zeae (anamorf: Fusarium
graminearum) je po prvi put izolovana sa semena
kantariona. Izolati su ispoljili srednju i visoku
virulentost prema klijancima kantariona. Izolati
sa kantariona formiraju peritecije in vitro i
svrstani su u Fusarium graminearum Grupa 2: F.
graminearum Schwabe grupa 2 Burgess, Wearing
& Toussoun.
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Summary: Gibberella zeae (anamorph Fusarium graminearum) was determined on seed of St. John’s wort produced
in localities Pan¢evo, Gorobilje and Kacarevo during 2008 and 2009. Morphological characteristics of monosporial
isolates were described. All tested isolates formed iz vitro perithecia, and were classified as F. graminearum (syn. E
graminearum Group 2). Pathogenicity was confirmed by the artificial inoculation of St. John’s wort seed.
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