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Tokom 2013. godine, na dva lokaliteta komercijalne proizvodnje nevena u Panc¢evu i Plandistu,
prikupljeno je 14 uzoraka zarazenog semena gajenog nevena i analizirano na prisustvo fitopato-
genih gljiva. U svim uzorcima semena, ustanovljena je slabija klijavost i znacajan stepen zaraze
fitopatogenim gljivama iz roda Fusarium, 2-8%. 1z zaraZzenog semena izolovane su monospori-
jalne kulture, ¢ija je patogenost potvrdena pojavom simptoma na vestacki inokulisanim klijanci-
ma nevena, a na osnovu morfoloskih svojstava identifikovane su kao Fusarium verticillioides
i Fusarium cf. incarnatum. Molekularna detekcija obavljena je primenom PCR i amplifikacije
proteinskog gena TEF-la. Dalja istrazivanja obuhvatice primenu molekularne identifikacije,
do nivoa vrste uz odredivanje tacnog taksonomskog mesta izolata iz Srbije patogenih za neven
poredenjem sa drugim izolatima i vrstama roda Fusarium spp. u svetu.

Kljuéne reci: Fusarium spp., molekularna detekcija, morfoloske osobine,test patogenosti, neven

UVOD

Neven (Calendula officinalis L., fam. Astera-
ceae) je poznata lekovita biljka mediteranskog po-
drucja koja se, kao ukrasna biljka, ¢esto gaji i Sirom
Evrope. Neven od davnina ima viSestruku upotrebu
u narodnoj medicini gde se koristi kao lekovito sred-
stvo, ispoljavajuci znacajno antibakterijsko i antiviru-
sno dejstvo. Upotreba biljnih ekstrakata nevena u bi-
oloskoj kontroli mnogih biljnih patogena intenzivno
se ispituje i pokazuje obecavajucée rezultate. lako se
neven koristi kao lekovito sredstvo, kao i svaka biljna
vrsta, osetljiv je na viSe prouzrokovaca biljnih bolesti.
Mnoge biljne bolesti mogu znac¢ajno smanjiti kvalitet
i prinos cvetova nevena, ali najznacajnije su fitopato-
gene gljive iz rodova: Alternaria, Fusarium, Sphae-
rotheca, Botryotinia, Peronospora i Phytophtora.
Mikopopulacija semena lekovitih biljaka je brojna,
a vrste iz rodova Alternaria i Fusarium uglavnom
preovladuju (Pavlovi¢ i Drazi¢, 2000; Pavlovi¢ i sar.,
2000; Pavlovi¢, 2001; Pavlovi¢ i sar., 2006; Pavlovic i
sar., 2007; Starovi¢ i sar., 2012). Medutim, za razliku
od Siroko gajenih poljoprivrednih, ukrasnih i drugih
biljaka, o bolestima nevena ima malo podataka u li-
teraturi. Na nevenu u Srbiji ustanovljeno je prisustvo

Alternaria alternata (Risti¢ i sar., 2011) i Fusarium cf.
incarnatum (Risti¢ i sar., 2011a).

Osnovni cilj sprovedenih istrazivanja bio je
da se izolati iz semena nevena identifikuju prime-
nom konvencionalnih metoda, prouc¢avanjem mor-
foloskih svojstava, kao i primenom molekularnih
metoda detekcije, amplifikacijom kodirajuceg pro-
teinskog gena TEF-1a, $to predstavlja uvodenje no-
vih perspektiva u prouc¢avanje fitopatogenih gljiva iz
semena nevena u Srbiji.

MATERIJAL 1 METODE

Sakupljanje uzoraka semena nevena i izolacija
patogena

Tokom 2013. godine, na dva lokaliteta komerci-
jalne proizvodnje nevena u Vojvodini, Panc¢evu i Plan-
distu (Juzno Banatski okrug), prikupljeno je 14 uzora-
ka zarazenog semena gajenog nevena. Seme svakog
uzorka (100 semena x Cetiri ponavljanja) ispirano je 2
h pod mlazom ¢esmenske vode, povrsSinski sterilisano
u 2% rastvoru natrijum-hipohlorita (NaOCI, komerci-
jalna varikina) u trajanju od 2 min i ispirano dva puta
u sterilnoj vodi (Singh et al. 1991). Povrsinski sterilisa-
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no seme nano$eno je na podlogu krompir-dekstrozni
agar (potato dextrose agar, PDA) i inkubirano sedam
dana pri 25°C i fotoperiodu od 12 h. Kolonije koje su
se razvile oko semena nakon inkubacije preliminarno
su identifikovane do nivoa roda na osnovu makro-
skopskih i mikroskopskih svojstava, $to je posluzilo
za odredivanje nivoa zaraze i ucestalosti njihovog pri-
sustva. U cilju dobijanja ¢istih kultura, nakon sedam
dana razvoja inicijalnih kolonija izvrSena je monospo-
rijalna izolacija gljiva na novu PDA podlogu.

Provera patogenosti

Test provere patogenosti svih dobijenih monos-
porijalnih izolata obavljen je u uslovima staklenika na
klijancima nevena u fazi nicanja. Inokulacija biljaka
obavljena je zalivanjem suspenzijom konidija (1 x 10°ko-
nidija/ml) pripremljene od kultura odabranih izolata
starih sedam dana, koje su odgajane na PDA podlozi pri
temperaturi od 25°Ci fotoperiodu od 12 h. Sa 10 ml tako
pripremljene supenzije od svakog izolata inokulisano je
po 5 biljaka, a kao negativna kontrola koriSc¢eni su kli-
janci nevena u sterilnom zemljiStu bez suspenzije spora.
U cilju obezbedenja uslova povisene vlaznosti, biljke su
po inokulaciji pokrivane PVC folijom koja je nakon dva
dana uklonjena. Pojava simptoma pracena je svakod-
nevno do 14 dana posle inokulacije.

Morfoloske karakteristike

Identifikacija na osnovu morfoloskih makro-
skopskih i mikroskopskih svojstava obavljena je na
hranljivim podlogama prema kriterijumima Sum-
merell et al. (2003). Proucavanje makroskopskih
svojstava obuhvatilo je pra¢enje brzine rasta, izgleda
kolonije, lu¢enje pigmenata na PDA podlozi i formi-
ranje plodonosnih tela. Ispitivanje mikroskopskih
svojstava reproduktivnih organa obuhvatilo je utvr-
divanje tipa konidiofora ili fijalida, oblika i dimenzija
makrokonidija, kao i prisustva ili odsustva mikroko-
nidija i hlamidospora prema metodi Burgess et al.
(1994). Kulture izolata starosti 10-14 dana, odgajene
na selektivnu podlogu sa sterilnim fragmentima li-
sta karanfila (carnation leaf piece agar, CLA) pri 25°C
i fotoperiodu od 12 h direktno su mikroskopirane i
prosekom obracunatim za najmanje 100 ponovljenih
merenja, odredivana je duzina i Sirina konidija.

Molekularna detekcija

Metoda lancane reakcije polimeraze (poly-
merase chain reaction, PCR) primenjena je u cilju
molekularne detekcije i identifikacije Fusarium spp.
poreklom iz semena nevena i potvrde rezultata dobi-

jenih konvencionalnim metodama. Za ova ispitivanja
odabrana su dva izolata N1 (Pancevo) i N2 (Plandiste)
dobijena iz zaraZzenog semena nevena kojima je pot-
vrdena patogenost, a koja su prethodno okarakteris-
ana na morfoloSkom nivou. Ekstrakcija ukupne DNK
obavljena je iz micelije ¢iste kulture patogena odga-
jenog na te¢noj PB (potato broth) podlozi, korisc¢en-
jem komercijalnog kita DNeasy Plant Mini Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany), po uputstvu proizvodaca.
PCR reakcija obavljena je sa parom prajmera EF1/
EF2 (Geiser et al. 2004) koji omogucavaju selektivno
umnozavanje kodirajuceg proteinskog gena TEF-1a.
PCR reakcija obavljena je u radnoj zapremini od 25
ul, koriséenjem 12,5 pl 2X PCR Master miksa (Fer-
mentas, Lithuania), 9 j1l RNase-free vode, po 1,25 nl
svakog prajmera (100 pmol/ul) i 1 pl ekstrahovane
ukupne DNK. Kao negativna kontrola koris¢ena je
RNase-free voda koja je dodata u pripremljenu PCR
smesu umesto ciljane DNK. PCR reakcija je izvede-
na pri slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija
nukleinskih kiselina 2 min na 94°C; 35 ciklusa koji
se sastoje od denaturacije 1 min na 94°C, hibridizacije
1 min s na 55°C, elongacije 2 min na 72°C, praceno
finalnom elongacijom na 72°C u trajanju od 10 min.

Vizuelizacija umnozenih produkata PCR
reakcija obavljena je elektroforetskim razdvajanjem
nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 1 x TBE
puferu, bojenjem Midori Green DNA Stain (Nippon
Genetics) i posmatranjem pod UV-transiluminato-
rom. Za odredivanje veli¢ine umnoZenog ampliko-
na koriséen je marker MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania). Pozi-
tivnom reakcijom smatrana je pojava traka produk-
ta ocekivane veli¢ine oko 700 bp.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Izolacija patogena, provera patogenosti i
konvencionalna identifikacija

Tokom pregleda 14 uzoraka semena poreklom
iz komercijalnih useva nevena u Panc¢evu i Plandistu
2013. godine, ustanovljen je znac¢ajan stepen zaraze fi-
topatogenim gljivama iz roda Fusarium, 2-8%. Sli¢an
nivo zaraze semena nevena sa Fusarium (2-6%) za-
belezen je od strane Risti¢ i sar. (2011b). Prilikom
izolacije, na osnovu morfoloskih karakteristika izdvo-
jeno je 19 monosporijalnih izolata (Slika 1a), poreklom
iz svih 14 uzoraka semena, a koji su po morfoloSkim
karakteristikama odgovarali vrstama roda Fusarium.

U uslovima vestacke inokulacije klijanaca nev-
ena reprodukovani su simptomi prirodne infekcije.
U pocetku razvoja simptoma uocene su jasno vidljive
promene boje vaskularnog tkiva i primarnog kore-
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Slika 1. Fusarium spp: a) izolacija patogena iz seme-
na na PDA; b) vestacki zarazeni klijanci nevena; c)
Izolat N1: izgled kolonije; d) makro- i mikrokonidi-
je; e) Izolat N2: izgled kolonije; f) makrokonidije.
Figure 1. Fusarium sp p: a) isolation of the pathogen
from seed on PDA media; b) artificially inoculated
calendula seedlings; c) isolate N1: appearance of
colonies; d) macro- and microconidia; e) isolate
N2: appearance of colonies; f) macroconidia.

na i to 3-5 dana nakon inokulacije. Ve¢ nakon pet
dana od inokulacije doslo je do suSenja kotiledona,
usporenog rasta i zakrzljavanja klijanaca (Slika 1b).
Iz svih inokulisanih biljaka nevena sa simptomima,
uspesno je izvrSena reizolacija patogena primenom
istih metoda kao i pri izolaciji. Na biljkama koje su
kao negativna kontrola tretirane sterilnom vodom
umesto suspenzijom konidija, nije doSlo do pojave
simptoma, niti bilo kakvih promena.

Nakon provere patogenosti, pristupilo se pre-
liminarnoj morfoloskoj karakterizaciji svih mono-
sporijalnih izolata koji su ispoljili razli¢ita svojstva.
Proucavana morfoloska svojstva izolata Fusarium
spp. izolovanih iz semena nevena u Srbiji, pruzila su
stabilnu moguc¢nost za njihovo razlikovanje. Kako
vrste roda Fusarium variraju u morfoloskim svo-
jstvima, narocito po obliku i veli¢ini makrokonidi-
ja, nac¢inu obrazovanja mikrokonidija, obrazovanju
hlamidospora ili boji kolonija, u istrazivanja su ukl-
jucene dve hranljive podloge u cilju proucavanja nji-
hove promenljivosti. Za detaljno proucavanje mor-
foloskih svojstava odabrana su dva reprezentativna

700 bp

Slika 2. Elektroforetska analiza PCR proizvoda
dobijenih koris¢enjem para prajmera EF1/EF2.
Kolone: M- MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fer-
mentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 1- izolat
N1; 2- izolat N2; B-negativna kontrola (PCR smes$a
sa Rnase-free vodom).

Figure 2. Electrophoretic analysis of PCR prod-
ucts obtained using primer pair EF1/EF2. Lanes:
M - Mass-Ruler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmgH, Lithuania); 1 - isolate N1; 2 - iso-
late N2; 3 - negative control (PCR mix with Rnase-
free water).

izolata N1 i N2 ¢ije kolonije odgovaraju opisu fito-
patogenih gljiva roda Fusarium. Kolonije reprez-
entativnog izolata N1 koji je ukazao na sli¢nost sa
vrstom E verticillioides, ispoljile su brz i ravnomer-
an porast na PDA podlozi dostizué¢i pre¢nik od 8 cm
nakon sedam dana inkubacije pri 25°C. Vazdusna
micelija je gusta, pamucasta, bele ili sivkastoljubi-
Caste boje (Slika 1c). Na CLA podlozi makrokonidije
su prave do umereno srpaste, tankih zidova, duge i
uske sa 3-5 poprecnih pregrada, veli¢ine 21,5-77,0 x
4,0-4,5 pm. Vrsne ¢elije su neznatno suZene i sav-
ijene, dok su bazalne karakteristi¢cnog oblika sto-
pala. Mikrokonidije su obrazovane iz monofijalida
u vidu duzih ili kra¢ih nizova, rede laznih glavica.
Mikrokonidije su obi¢no jednocelijske, hijalinske,
oblika palice, naj¢eS¢e neseptirane, ili sa 1-2 po-
precne pregrade, veli¢ine 11,0-17,5 x 3,7-3,8 (Slika
1d). Prisustvo hlamidospora nije ustanovljeno. Pri-
sustvo vrste E verticillioides, do sada, je utvrdeno
na belom slezu, kantarionu, zutoj lincuri, zalfiji i
bosiljku u Srbiji (Pavlovi¢ i sar., 2007a; Pavlovi¢ i
sar., 2010; Starovi¢ i sar., 2012).
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Kolonije reprezentativnog izolata N2 koji je
morfoloski slican sa vrstom F cf. incarnatum, is-
poljile su brz i ravnomeran porast na PDA podlozi,
pre¢nika 7 cm nakon sedam dana inkubacije pri
25°C. Vazdu$na micelija je obilna, pamucasta, bela,
zutosmeda do narandzZasta, blago talasastih ivica
(Slika 1e). Kulture izolata su nakon pet dana razvoja
na CLA podlozi formirale makrokonidije, vretenas-
to-kopljaste, blago savijene postepeno suzene pre-
ma krajevima sa 3-5 poprec¢nih pregrada, dimenzija
20,5-62,0 x 3,5-4,1 pm. Makrokonidije se formiraju
na polifijalidama u narandzastim sporodohijama
i na micelliji nakon ¢etiri dana inkubacije (Slika
1f). Sve morfoloske makroskopske i mikroskopske
osobine u potpunoj su saglasnosti sa rezultatima
navedenim u literaturi (Aoki & O’Donnell, 1999;
Schmale et al., 2005, 2006; Levic, 2008).

Molekularna detekcija

Molekularna metoda PCR uspes$no je prime-
njena za detekciju ispitivanih izolata Fusarium spp.
uz koris$¢enje prajmera EF1/EF2. Kod odabranih izo-
lata N1 i N2 uspesno je doslo do amplifikacije prote-
inskog gena za TEF-1a uz prisustvo trake procenje-
ne veli¢ine oko 700 bp (Slika 2). U svim reakcijama
do amplifikacije nije doSlo kod negativne kontrole
(PCR smesa sa RNase free vodom).

Zbog visoke osetljivosti i specifi¢nosti, mole-
kularne metode predstavljaju znac¢ajno poboljsanje
u dijagnostici oboljenja koje prouzrokuju fitopatoge-

ne gljive. PCR metoda koju odlikuje jednostavnost i
velika pouzdanost postala je jedna od vodecih i naj-
¢eSc¢e koriScenih metoda u detekciji fitopatogenih
gljiva. Univerzalni prajmeri EF1/EF2 koji amplifiku-
ju barkoding region TEF-1a gena kod svih poznatih
vrsta roda Fusarium (Summerell et al., 2003; Geiser
et al., 2004; Kristensen et al., 2005), pokazali su se
pogodnim za identifikaciju ispitivanih izolata, kao i
kod mnogih drugih rodova fitopatogenih gljiva.

Bez obzira $to je u literaturi opisano da bilj-
ke nevena ispoljavaju negativno delovanje na razvoj
brojnih rodova gljiva, ukljuc¢ujuéi i neke vrste iz
roda Fusarium, rezultati dobijeni u ovom radu po-
kazuju da postoje genotipovi u populaciji ovih gljiva
koji mogu da ugroze semensku proizvodnju nevena.
Brz razvoj simptoma na inokulisanim klijancima i
propadanje biljaka ukazuju da je potrebno obratiti
paznju na zdravstveno stanje semena nevena. Mada
su navodi o bolestima nevena uopS$te, pa i onim
izazvanim gljivama iz roda Fusarium malobrojni,
narocito u Srbiji (Risti¢ i sar., 2011a,b), ipak se ove
gljive nalaze na vrhu liste znac¢ajnih prouzrokovaca
bolesti nevena i identifikovane su u prirodnim zara-
zama u svetu (Dogra et al., 1978; Narayanappa and
Soli, 1985; Popenoe, 1989).
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SUMMARY

FUSARIUM SPP. - PATHOGENS OF CALENDULA SEED

(Calendula officinalis L.) IN SERBIA

DANIJELA RISTIC, SNEZANA PAVLOVIC, NENAD TRKULJA,
ERIKA PFAF DOLOVAC, NENAD DOLOVAC, MIRA STAROVIC

Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade
e-mail: risticdacaZyahoo.com

During 2013, 14 samples of infected seed grown calendula were collected from two comer-
cially grown crops in the localities in Panc¢evo and PlandiSte and analyzed for the presence
of plant pathogenic fungi. In all samples of seeds, weaker germination and a significant
seed infection ranging from 2-8%, with phytopathogenic fungi of the genus Fusarium,
was found. From the infected calendula seed, monosporial cultures, based on morpho-
logy, were identified as Fusarium verticillioides and Fusarium cf. incarnatum, and their
pathogenicity proved on artificially inoculated calendula seedlings. Molecular detection
was performed by PCR and amplification of the TEF-1a protein gene. Further studies will
include molecular identification of this isolate to the species level, a definitive taxonomic
determination of the Serbian isolate and a comparison with other isolates and species of
Fusarium genus infecting calendula worldwide.
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