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MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA PROUZROKOVACA RPA
TOPOLA (Melampsora spp.)
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Izvod: Zapoceta su istrazivanja populacionog sastava prouzrokovaca rda
(Melampsora spp.) na klonovima crnih topola kori§¢enjem molekularnih metoda. Za
genetsku karakterizaciju Melampsora vrsta koris¢ena su 2 SSR markera za lokuse
MmCAT-30 i MICAGI101. Prvi rezultati ukazuju na postojanje dve Melampsora
vrste. Prva je Siroko rasprostranjena M. larici-populina, dok bi druga prema nasim
preliminarnim rezultatima mogla biti M. medusae. Neophodno je nastaviti
istrazivanja u cilju karakterizacije prouzrokovaca rda na klonovima topola u nasoj
zemlji.
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MOLECULAR CHARACTERISATION OF CAUSAL AGENTS OF POPLAR RUSTS
(Melampsora spp.)

Abstract: The research work of population composition of causal agent of poplar rust
Melampsora spp. in the black poplar clones using molecular methods was initiated. For
genetic characterization of Melampsora species two SSR markers for the locuses MmCAT-30
and MICAGI01 were used. First results indicate the existence of two Melampsora species.
The first is the widespread M. larici-populina, while the other according to our preliminary
results could be M. medusae. It is necessary to continue research in order to characterize
causing rust on poplar clones in our country.
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Rde na lis¢u topola (Melampsora spp.) su Siroko rasprostranjena oboljenja
u nasoj zemlji. Javljaju se svake godine u rasadnicima i zasadima topola, a u
zavisnosti od osetljivosti klonova i klimatskih prilika mogu da prouzrokuju znacajne
probleme u njihovom gajenju. Posledice napada ovih patogena su smanjenje
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asimilacione povrSine, prevremeno opadanje lis¢a, te fiziolosko slabljenje i
umanjenje prirasta kod gajenih biljaka.

Jo§ Sezdesetih godina proslog veka, Vuji¢ (1969) u svojoj doktorskoj
disertaciji daje detaljan opis i proucava ciklus razvica Melampsora vrsta na lis¢u
crnih topola i njenih hibrida. Pomenuti autor je utvrdio da su na crnim topolama u
Podunavlju, a verovatno i na znatno Sirem podru¢ju gajenja topola, prisutne dve
vrste rda i to Melampsora allii-populina Kleb. i Melampsora larici-populina Kleb.
U godinama koje su sledile, proucavana je u prvom redu osetljivost veéeg broja
genotipova crnih topola prema prouzrokovacima rda u uslovima spontanih i
vestackih infekcija (Avramovié¢ et al., 1992, 1995, 1998; Pap et al., 2006), a
paznja je bila posvecena i moguénostima suzbijanja ovih gljiva upotrebom fungicida
(Avramovi¢ et al., 1997; Keca, 2003; Pap et al., 2007). Medutim, populacioni
sastav prouzrokovaca rda i njihovo prisustvo na genotipovima crnih topola u nasoj
zemlji sve do sada nisu bili predmet posebnih istrazivanja.

Brojni autori u svetu i kod nas utvrdili su da obe istraZivane vrste imaju
skraceni ciklus razvica, te da gljive prezimljavaju na lis¢u i u kori mladih izbojaka u
uredostadijumu, a razmnozavaju se na prolece uredosporama (Klebahn, 1914;
Kispati¢, 1959; Chiba i Zinno, 1960; Sorauer i Hassebrauk, 1962; Vuji¢,
1969). Time se objasnjava i Cinjenica da su rde na crnim topolama svake godine
prisutne, iako u rasadnicima i zasadima i njihovoj neposrednoj blizini nema
prelaznih biljaka hraniteljki (Allium sp., Arum sp. i Larix sp.) neophodnih za njihovo
razvice u haplofazi. Obe ove vrste pokazuju u dikariofazi svoga razvica veliku
slicnost, pa se na osnovu njihovih morfolosko-anatomskih karakteristika i bez
oslonca na haplofazu koja se razvija na prelaznim biljkama hraniteljkama, ne moze
pouzdano utvrditi o kojoj se vrsti radi. Zato su ovim radom zapodeta istrazivanja
populacionog sastava, odnosno kvalitativnog uce$éa Melampsora vrsta na
klonovima crnih topola kori$¢enjem molekularnih metoda.

Biljni materijal, odnosno li§¢e sa uredosorusima gljive sakupljeno je krajem
septembra 2009. godine u mati¢njaku genofonda Petrovaradinsko na Oglednom
dobru Instituta za nizijsko Sumarstvo i Zivotnu sredinu. Za potrebe istrazivanja
izolovani su uredosorusi sa sporama koje poticu sa 4 klona razlicite taksonomske
pripadnosti: 1-214 (P. x euramericana), S 11-8 (Populus deltoides), 1007 (P.
trichocarpa), 9111/93 (P. nigra x P. maximowiczii).

Prirodno zarazeno lis¢e sa uredosporama je posluzio za ekstrakciju DNK.
Zarazeno biljno tkivo, sveze mase 100mg, samleveno je u aparatu za
homogenizaciju (Retsch MM400, www.retsch.com), Imin na 30 Hz. DNK
ekstrakcija je izvrSena po uputstvu za korisnike Qiagen proizvoda DNeasy Plant
Mini Kit sistema (www.qiagen.com). Koncentracija DNK je determinisana
spektrofotometrijskom analizom, a kvalitet i1 Cistoéa odredena sistemom
elektroforeze na 1% agaroznom gelu. Za geneti¢ku karakterizaciju kori§¢ena su 2
SSR markera za lokuse: MmCAT-30 i MICAG-101. Naziv lokusa, poreklo izolata,
prajmer sekvenca i pristupni broj u gen banci prikazani su u tab. 1.
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Tabela 1. Lokusi, prajmer sekvence i pristupni broj mikrosatelitskih markera u Banci
gena za M. larici populina i M. medusae

Table 1. Loci, primer sequences and Accession number of SSR markers in Gen Bank for M.
larici populina and M. medusae

Lokus Poreklo izolata Pr;’ljmer sekver‘lca Pristupni br(}]
- rimer sequence u Gen banci
Locus Isolation source ,
Accession no.
MmCAT-30 M. medusae 5S’AAAGAAGTTCAAATGCCTTAC3 AY787479

5S’GAAACGAGCTCATCTGTTC3’

- . 5S’TCCTTCTGGCTCCGCTGT3’
MICAG-101 | M. larici populina S TATCTGTGGTTGCGAGTATTGGS’ AY787482

Prajmeri za oba lokusa su dizajnirani tako da razlikuju prouzrokovace obe
vrste rda. Lokus MmCAT-30 je specifi¢an i razlikuje samo pojedinaéne uredospore
M. medusae, dok su prajmeri za lokus MICAG-101 dizajnirani tako da poseduju
mogucnost razlikovanja obe vrste rde (M. medusae i M. larici populina). Protokol
po Steimel et al. (2005) koris¢en je za DNK amplifikaciju.

Oba lokusa MmCAT-30 i MICAG-101 su uspesno amlifikovana. Lokus
MmCAT-30 amplifikovao je dva fragmenta duzine 249 i 364 bazna para kod klona
1-214, dok je amplifikacija izostala kod tri ispitivana klona S 11-8, 1007 1 9111/93.
Kod lokusa MICAG-101 detektovana je amplifikacija kod svih posmatranih klonova
izuzev klona 1007 (Tab. 2).

Tabela 2. Duzina detektovanih alela (bazni parovi) kod posmatranih klonova
Table 2. Length of detected allels (bp) in clones under observation

Genotipovi topola
Melampsora spp. Poplar genotypes
Lokus 1-214 S11-8 1007 | 9111/93
Locus
MmCAT-30 249, 364 0 0 0
MICAG-101 287, 294 286, 427 0 288

Izostanak amplifikacije MmCAT-30 kod klonova S 11-8, 1007 1 9111/93 bi
mogao da ukaze na nepostojanje ovoga specificnog lokusa za M. medusae kod
pomenutih klonova, a potvrdi njegovo specificno mesto kod klona 1-214. Iako je
marker MICAG-101 dizajniran za karakterizaciju obe Melampsora vrste postojanje
njegove amplifikacije uz izostanak amplifikacije MmCAT-30 kod klonova S 11-8,
1007 1 9111/93 potvrduje prisustvo M. larici populina. Specifican alel duzine 287 na
lokusu MICAG-101 detektovan kod klona 1-214 i postojanje amplifikacije za
specifian lokus MmCAT-30 ukazuje na prisustvo vrste M. medusae kod ovoga
klona.

M. larici-populina je dominantna evropska vrsta rde na topoli, koja je u
prethodnim desetle¢ima prouzrokovala znacajne ekonomske gubitke u gajenju
topola u Evropi (Pinon i Frey, 2005). Prema EPPO M. medusae je vrsta poreklom
iz Severne Amerike koja se vremenom proSirila i u Juznu Ameriku, Afriku i
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Australiju. Pomenuta vrsta u Evropi se nalazi na karantinskoj A2 listi
(OEPP/EPPO, 1982). Registrovana je u Francuskoji, Belgiji, Portugalu i prema
izvestajima na ograni¢enom podru¢ju u Spaniji (EPPO/CABI 1997). M. medusae
je utvrdena u Francuskoj u sporadi¢nim intervalima u proteklih 30 godina, ali prema
navodima Pinona (1986) ova vrsta se nije znacajnije prosirila usled nepovoljnih
uslova spoljne sredine. Smatra se da forme prisutne u Evropi nisu agresivne i
nemaju tendenciju $irenja i da kao takve ne predstavljaju opasnost za druge evropske
zemlje. Medutim, postoji rizik da se u EPPO region unese jedna od poznatih
agresivnih vrsta koja bi mogla prouzrokovati znacajne gubitke posebno u
podruc¢jima sa blagom klimom u kojima nema alternativnog domacina.

Na osnovu pomenute literature i nasih preliminarnih rezultata, potrebno je
nastaviti istrazivanja Melampsora vrsta na vecem broju klonova i na Sirem podrucju
gajenja topola da bi se potvrdilo postojanje vrste M. medusae u nasoj zemlji.
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Summary

MOLECULAR CHARACTERISATION OF CAUSAL AGENTS OF POPLAR RUSTS
(Melampsora spp.)

by

Galovi¢ Vladislava, Orlovi¢ Sasa, Pap Predrag, Kovacevi¢ Branislav, Markovié¢
Miroslav

Poplar rust (Melampsora spp.) are widespread diseases in our country and can

cause significant problems in growing poplar. The consequences of these pathogens attack
are the surface assimilation reduction, premature defoliation and physiological loss and
reduction in growth of cultivated plants. It was found that the black poplars along the Danube
and probably in a much wider area of growing poplar trees, there are two kinds of rust
Melampsora allii-populina Kleb. and Melampsora larici-populina Kleb. Both of these types
shows similarities in their developmental phases (dikaryophasis) and on the basis of their
morphological-anatomical characteristics can not reliably determine the species. Therefore,
this work began research of population composition and quality of participation Melampsora
species on black poplar clones using molecular methods. For the purposes of research
uredosoruses were isolated from spores originating from 4 clones of different taxonomic
affiliation: 1-214 (P. x euramericana), S 11-8 (Populus deltoides), 1007 (P. trichocarpa),
9111/93 (P. nigra x P. maximowiczii). For genetic characterization 2 SSR markers are used
for the following loci: MmCAT-30 and MICAG-101.
It can be concluded that, according to the preliminary results, for the first time in our plant
material in the clone I-214, M. medusae was determined. As this research work was recently
initiated in the field of phytopathology it is necessary to be continued in order of additional
characterization of this type of disease in the our country.
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