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Izvod: U periodu 2009-2011. na lokalitetima u Bac¢kom Petroveu i Cantaviru prikuplieno je i analizi-
rano 39 uzoraka biljaka gajenog sirka (Sorghum bicolor) sa simptomima truleZi prizemnog dela stabla. 1z
biljnog tkiva izolovane su monosporne kulture, ¢ija je patogenost potvrdena pojavom simptoma na
vestacki inokulisanim biljkama sirka, a na osnovu morfoloskih makroskopskih i mikroskopskih osobina
identifikovan je Fusarium graminearum. Molekularna identifikacija obavljena je primenom lancane reakcije
polimeraze (PCR, Polymerase Chain Reaction) uz kotiséenje prajmera efl/ef2 i amplifikaciju kodirajuceg
proteinskog gena TEF 1-alfa. Sekvenca TEF gena odabranog izolata 535-10 (JE747146) je pokazala
98% do 99% nukleotidne identi¢nosti sa sekvencama 63 izolata Gibberella zeae deponovanih u NCBI bazi
podataka. Amplifikacijom batkoding dela genoma F. graminearnm izolata iz sitka dat je doptinos brzoj i
preciznijoj identifikaciji i karakterizaciji vrsta roda Fusarium u Stbiji.

Kljuéne re&i: Fusarim graminearnm, molekularna identifikacija, morfoloske osobine, sirak, TEF gen, te-

stovi patogenosti

Uvod

Sirak (Sorghum bicolor (L..) Moench) spada medu
najstarije gajene biljke, a po povrsinama i znacaju
cetvrto je uzgajano zito i krmni usev u svetu, po-
sle pirinca, psenice i kukuruza (Kazanas & Fields
1981). Po povrsinama na kojima se sirak metlas
gaji, Stbija se ubraja medu vodece proizvodace
ove bilike u Evropi, pa i u svetu. Sezdesetih go-
dina je sa oko 7.500 ha tadasnja Jugoslavija bila
na prvom mestu medu evropskim zemljama po
proizvodniji sirka metlasa. Poslednjih godina ova
industrijska biljka gaji se pretezno na severu i
jugu Vojvodine (Berenji 1990) i realno je oceki-
vati da nivo proizvodnje dostigne 4.000-5.000 ha
(Beri¢ 2000).

Fusarium  graminearum Schwabe [teleomorfni
stadijum Gibberella zeae (Schwein.) Petch] je opste
rasprostranjen patogen koji prouzrokuje palez
klijanaca, trulez korena i prizemnog dela stabla i
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plesnivost semena, klipa i klasa velikog broja bilja-
ka kao $to su strna i prosolika Zita, pSenica, je¢am,
ovas, kukuruz, gajeni i divlji sirak (Levi¢ 2008) i
druge ratarske, povrtarske biljke i korovi (Chon-
go et al. 2001, Burlakoti et al. 2008, Levi¢ 2008).
Zbog svog znacaja u prirodi i kompleksnosti,
vecina autora koja istrazuje F. graminearum opre-
delila se da koristi ime anamorfnog stadijuma, $to
su 1 autori ovog rada usvojili. Bolesti koje uzroku-
je F. graminearum svrstavaju se u one koje su izne-
nada ponovo privukle paznju (re-emerging diseases)
pricinjavajudi velike Stete (McMullen et al. 1997).
Agroekoloski uslovi u Stbiji pogoduju pojavi pa-
togenih i toksigenih vrsta roda Fusarium u $irim
razmerama 1 ukupno je do sada identifikovano
63 vrste, 35 varijeteta i 19 specijalizovanih formi
osnovnih vrsta (Levi¢ et al. 2009). U Srbiji su
vrste roda Fusarium izolovane sa preko 100 biljnih
vrsta, a sa ekonomskog aspekta najznacajnije su
kao prouzrokovaci fuzarioza kukuruza i pSenice
(Levi¢ 2008). Osim F. graminearum, u semenu sir-
ka u Srbiji ustanovljeno je prisustvo F. eguiseti, F.

Istrazivanja saops$tena u ovom radu realizovana su kao deo projeka-
ta TR 31073 ,,Unapredenje proizvodnje kukuruza i sirka u uslovima
stresa® i 11143001 ,,Agrobiodiverzitet i koris¢enje zemljista u Srbiji:
integrisana procena biodiverziteta klju¢nih grupa artropoda i biljnih
patogena®, koji su finansirani od strane Ministarstva za nauku i tehno-
loski razvoj Republike Srbije
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proliferatum, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides,
F. subglutinans, F. thapsinum i F. verticillioides (Levi¢
et al. 2003, 2008, 2009).

Mada se razliciti izolati i vrste roda Fusarium tra-
dicionalno i istorijski grupisu u sekcije na osnovu
morfoloskih i fizioloskih slicnosti, ¢injenica da se
poslednje dve decenije opisuje veliki broj novih
vrsta uporedo sa uvodenjem molekularnih me-
toda istrazivanja, ukazala je na potrebu revizije
vazece klasifikacije (Kristensen et al. 2005). Ispi-
tujudi pogodnost razli¢itth molekularnih metoda
za identifikaciju, narocita paznja je posvecena
sekvencioniranju pojedinih delova genoma i oce-
njivanju njihove pogodnosti kao taksonomskih
markera. Medu prvim, ispitana je mogucnost ko-
ris¢enja gena koji kodiraju ribozomalnu RNA i
ITS region koji se Cesto koriste kod drugih vrsta
gljiva, ali koji se kod Fusarium vrsta nisu pokazali
pogodnim (O’Donnell & Cigelnik 1997). Od vise
ispitanih gena, ustanovljeno je da je gen koji ko-
dira translacioni faktor izduzivanja 1-alfa (TEE,
translation elongation factor 1-alpha) odgovarajuci po-
jedina¢ni marker gen koji je visoko informativan
za razlikovanje srodnih vrsta ovog roda (Geiser
et al. 2004).

Osnovni cilj sprovedenih istrazivanja bio je da
se prethodno okarakterisani izolati F. graminearum,
koiji su izolovani iz razlic¢itih biljnih delova sirka,
identifikuju primenom molekularnih metoda,
amplifikacijom barkoding dela genoma, $to pred-
stavlja uvodenje novih perspektiva u proucavanje
nos brzoj i preciznijoj idenfikaciji i karakterizaciji
ove vrste.

Materijal i metod

Sakupljanje nuzoraka obolelih biljaka i igolacija pa-
togena

U periodu 2009-2011. na lokalitetima u Back-
om Petroveu i Cantaviru prikupljeno je i analizi-
rano 39 uzoraka biljaka sirka razli¢itih formi (si-
rak metla$ i sirak za zrno) sa simptomima trulezi
prizemnog dela stabla, kao i prezimeli zarazeni
ostaci sirka. Sa prizemnog dela stabla prikuplje-
nih uzoraka obavljena je izolacija na krompir-
dekstroznu podlogu (PDA) prema standardnim
fitopatoloskim metodama. U cilju dobijanja uni-
formih i ¢istih kultura, nakon 7 dana razvoja ini-
cijalnih kolonija izvrSena je monosporna izolacija
gljive na podlogu sa sterilnim fragmentima lista
karanfila (CLA) (Fisher et al. 1982).

Provera patogenosti
Test provere patogenosti svih dobijenih mo-
nospornih izolata obavljen je u uslovima stakle-

nika na sejancima sirka u fenofazi bokorenja.
Inokulacija biljaka obavljena je injektiranjem ste-
rilnim $pricem 2-3 ml suspenzije konidija gljive.
Suspenzija konidija pripremljena je od kultura
odabranih izolata starih sedam dana, koje su od-
gajane na PDA podlozi pri temperaturi od 25°C
i fotoperiodu u trajanju od 12 sati. U razvijene
kolonije nalivena je sterilna voda, nakon cega su
konidije oslobodene pomocu staklenog stapica.
Koncentracija dobijene suspenzije podesena je
na 1x10? konidija po ml pomoc¢u hemocitometra.
Tako pripremljenom supenzijom inokulisano je
10 biljaka, a kao negativna kontrola koriséeni su
sejanci sirka inokulisani sterilnom vodom. U cilju
obezbedenja uslova povisene vlaznosti, biljke su
po inokulaciji pokrivane najlonom koji je nakon
dva dana uklonjen. Pojava simptoma posmatrana
je do dve nedelje po inokulaciji. Sa prizemnog
dela stabla na kojima su se razvili simptomi, izvt-
$ena je reizolacija koris¢enjem istth metoda kao
pri izolaciji.

Morfoloske karakteristike

Preliminarna identifikacija obavljena je na
osnovu proucavanja motfoloskih makroskop-
skih i mikroskopskih osobina gljive na hranljivim
podlogama prema kriterijumima Summerell et al.
(2003). Proucavanje makroskopskih morfoloskih
osobina obuhvatilo je pracenje brzine razvoja i
ocenu fenotipskih karakteristika kolonija na PDA
podlozi. Ispitivanje mikroskopskih morfolo-
skih osobina reproduktivnih organa obuhvatilo
je utvrdivanje oblika i dimenzija makrokonidija,
kao 1 prisustva ili odsustva mikrokonidija i hla-
midospora prema metodi Burgess et al. (1994),
mikroskopiranjem kultura izolata starosti 10-14
dana, odgajenih na CLLA podlozi, pti ciklicnom
smenjivanju svetlosti i tame u intervalima od po
12 sati. Prosekom obracunatim za najmanje 100
ponovljenih merenja, odredivana je veli¢ina ko-
nidija. Direktnim mikroskopiranjem odredivani
su izgled i dimenzije tvorevina polnog razmno-
zavanja - peritecija gljive u prirodno zarazenim
stabljikama sirka.

Molekularna detekcija i identifikacija

Metoda lancane reakcije polimeraze (PCR,
polymerase chain reaction) primenjena je u cilju
molekularne detekcije i identifikacije F. gramine-
arum poreklom iz Sorghum bicolor (sorta Gold) sa
lokaliteta Cantavir. Za ova ispitivanja odabran
je uzorak 535-10, koji je dobijen izolacijom iz
biljaka sa simptomima trulezi prizemnog dela
stabla sirka i uzorak 14-11 iz prezimele zara-
zene stabljike sirka sa formiranim peritecijama.
Ekstrakcija DNK obavljena je na tri nacina: 1)
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iz micelije ¢iste kulture patogena odgajenog na
tecnoj PB podlozi (zamrznute na -80°C); 2) iz
vazdusne micelije sakupljene direktno iz kolo-
nija odgajenih na PDA podlozi, i 3) iz peritecija
koje su sterilnim skalpelom direktno nanosene
u mikrotubicu za ekstrakciju. Ekstrakcija DNK
izvrsena je primenom DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu
proizvodaca. PCR teakcija obavljena je sa efl/
ef2 parom prajmera (Geiser et al. 2004) koji
omogucavaju amplifikaciju kodirajuéeg protein-
skog gena TEF 1-alfa. PCR reakcija je obavljena
u radnoj zapremini od 25 pl, koriséenjem 12,5 ul
2X PCR Master miksa (K071, Fermentas, Lithu-
ania), 9 pl RNase-free vode, po 1,25 pl svakog
prajmera (100 pmol/pl) i 1 ul ekstrahovane uku-
pne DNK. Kao negativna kontrola korisé¢ena je
RNase-free voda koja je dodata u pripremljenu
PCR smesu umesto ciljane DNK. PCR reakcija
je izvedena pri slede¢im uslovima: inicijalna de-
naturacija nukleinskih kiselina 2 min pri 94°C;
35 ciklusa koji se sastoje od denaturacije 1 min
pri 94°C, hibridizacije 1 min pri 53°C, elongacije
2 min pri 72°C i finalna elongacija pri 72°C u
trajanju od 10 min.

Vizuelizacija dobijenih produkata izvrsena je
elektroforezom u 1% agaroznom gelu, koji je
nakon bojenja u rastvoru etidijum-bromida fi-
nalne koncentracije 0,5 pg/ml posmatran pod
UV transiluminatorom. Za odredivanje velicine
umnozenog amplikona koriséen je marker Mas-
sRuletrTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sci-
ences GmbH, Lithuania).

Umnozeni fragment izolata 535-10, nakon
preciséavanja pomocu QIAquick PCR Purifica-
tion Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) poslat je
na usluzno sekvencioniranje u oba smera u BMR
Genomics (Padova, Italy). Dobijena sekvenca je
obradena u programu FinchTV Version 1.4.0.,
nakon cega je odredena konsenzus nukleotidna
sekvenca i podneta u National Center for Biote-
chnology Information (NCBI) banku podataka,
posle ¢ega joj je dodeljen pristupni broj (GenBank
Accession Number).

Visestruko poredenje dobijene sekvence sa
dostupnim sekvencama odgovarajueg regi-
ona genoma gljiva u GenBank bazi podataka
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  izvr-
seno je pomocéu BLAST (Basic Local Aljgnment
Search Tool) analize 1 softverskog paketa MEGA
verzija 4.0. (Tamura et al. 2007). Prorac¢un ge-
neticke udaljenosti i najvisi stepen nukleotidne
slicnosti dobijene sekvence odabranog izolata
sa odgovarajuéim sekvencama izolata iz drugih
delova sveta, obavljena je takode koris¢enjem
MEGA programa.

Rezultati i diskusija

Simptomi bolesti i konvencionalna identifikacija

Tokom pregleda ogledne parcele sirka u Back-
om Petrovcu i proizvodnog zasada u Cantaviru to-
kom 2009. 1 2010. zabeleZena je pojava intenzivnih
simptoma fuzariozne truleZi stabla. Procenjena za-
razenost pregledanih biljaka sirka u Cantaviru bila
je veoma visoka, a susenje i brzo propadanje zara-
zenih biljaka rezultiralo je procenjenim gubicima
od preko 90%. Brojni autori saopstavaju o direk-
tnim Stetama i ekonomskom znacaju zaraza razli-
citih useva sa I graminearum (Aoki & O Donnell
1999, Burlakoti et al. 2009, Vogelgslang et al. 2009,
Alvarez et al. 2010). Usled jake pojave bolesti do-
$lo je do lomljenja 1 poleganja stabla sto je otezalo
ili potpuno onemogudilo zetvu. Zarazene biljke is-
poljavale su simptome prvenstveno na prizemnom
delu stabla u vidu mrkih pega, koje su se dalje sirile
na internodije, dok je korenov sistem u vecoj meri
bio razoren. Na uzduznom preseku obolelog tkiva
uocena je dezorganizovana stz tamnomrke ili ruzi-
caste boje (SL 1A).

Izolacijom iz zarazenih biljaka sirka dobijen je
veci broj kultura monospornih izolata, od kojih
su za dalji rad odabrane kolonije koje po morfo-
loskim karakteristikama odgovaraju I graminearum.
Na prezimelim zaraZzenim ostacima sirka, u toku
proleca 2011. oko donjih nodusa i oko osnove in-
ficiranog stabla uoceno je prisustvo ovalnih i crnih
petitecija u grupama. Provera patogenosti odabra-
nih izolata obavljena je tako §to su u uslovima po-
stavljenog eksperimenta reprodukovani simptomi
prirodne infekcije. Prve promene tkiva na stablu
sirka, koje je veStacki zarazavano injektiranjem su-
spenzije konidija patogena, uocene su ve¢ 3-5 dana
od inokulacije. U pocetku razvoja simptoma uoce-
na je pojava crvenkastosmedih sitnih pega u osno-
vi stabla. Jasno vidljive promene boje vaskularnog
tkiva, primarnog korena i ¢vora bokorenja uocene
su sedam dana nakon inokulacije. Simptomi su po
izgledu u potpunosti odgovarali simptomima na
prirodno zarazenim biljkama. Na biljkama koje su
kao negativna kontrola tretirane sterilnom vodom
umesto suspenzijom konidija patogena, nije doslo
do pojave simptoma, niti bilo kakvih promena.

Preliminarna identifikacija odabranih  izola-
ta obavljena je standardnim konvencionalnim
fitopatoloskim metodama. Tokom ispitivanja
morfoloskih osobina, koje je obavljeno in situ
direktno na izvornim zarazenim ostacima biljaka
sitka, ustanovljeno je prisustvo tvorevina polnog
razmnozavanja, peritecija, koje su se formirale
povrsinski na tankim stromama u grupama oko
osnove inficiranog stabla sirka. U dozrelim peri-
tecijama formirali su se izduzeni i zaobljeni askusi
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Slika 1A. Fusarium graminearum: izgled zarazenog korena i stabla S. bicolor

1B. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih kotiséenjem seta prajmera efl/ef2. Kolone: M -
MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 2 - izolat 5352-10, DNA
ekstrahovana iz micelije gajene u tecnoj kulturi; 3 - izolat 535b-10 DNK ekstrahovana iz vazdusne
micelije kolonije odgajene na PDA podlozi; 4 - izolat 14-11 iz peritecija, i 5 - negativna kontrola - PCR
mix sa vodom

Fig. 1A. Fusarium graminearunr: appearance of the infected root and stem S. bicolor

1B. Electrophortetic analysis of PCR products obtained using primer sets efl/ef2. Lanes: M - Mass-
RulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 2 - isolate 5352-10 DNA ex-
tracted from mycelium grown in liquid culture; 3 - isolate 535b-10 DNA extracted from aerial myce-
lium from the colony cultured PDA; 4 - isolate 14-11 from perithecia, and 5 - negative control - PCR

mix with water

koji najcesée sadrze 4-6 askospora poredanih u
nizu. Askospore su prozirne, savijene i zaobljenih
krajeva, veli¢ine 17,5-30 x 5-7,5 um, sa 1-3 septe.
Kolonije reprezentativnog izolata 535-10 ispoljile
su brz i ravnomeran porast na PDA podlozi. Vaz-
dusna micelija je gusta, pamucasta, ruzicaste do
ljubicastozuckaste boje s belom ivicom. Makroko-
nidije su prozirne, prave do umereno srpaste, de-
belih zidova sa cetiri popre¢ne pregrade, velicine
25-50 x 2,5-7,5 um. Vrsne Celije su kukaste, dok su
bazalne karakteristicnog oblika stopala. Prisustvo
mikrokonidija nije ustanovljeno, dok su se okrugle
i bledosmede hlamidospore formirale u nizovima.
Sve morfoloske makroskopske i mikroskopske
osobine u potpunoj su saglasnosti sa rezultatima
navedenim u literaturi (Aoki & O Donnell 1999,
Schmale et al. 2005, 20006, Levi¢ 2008).

Molekularna detekcija i identifikacija

Molekularna metoda PCR uspesno je prime-
njena za detekciju F graminearum uz kotisenje
prajmera efl/ef2. Kod odabranih teprezentativ-

nih uzoraka (535-10 i 14-11) bez obzira na nacin
ekstrakcije, uspesno je doslo do amplifikacije ko-
dirajuceg proteinskog gena TEF 1-alfa. Kod oba
ispitivana uzorka, u svim ponavljanjima, rezultati
dobijeni PCR reakcijom potvrduju prisustvo trake
procenjene veli¢ine oko 700 bp (SI. 1B). U svim re-
akcijama do amplifikacije nije doslo kod negativne
kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom).
Nakon sekvencioniranja PCR produkta dobije-
nog amplifikacijom iz micelije uzorka 535-10, ko-
ris¢enjem para prajmera efl/ef2 i obrade sekven-
ci u FinchTV programu, konsenzus nukleotidna
sekvenca deponovana je u NCBI bazu podataka i
dodeljen joj je pristupni broj, JE747146. BLAST
analiza sckvence produkta u duzini od 676 bp,
pokazala je 98% do 99% nukleotidne identi¢no-
sti sa sekvencama 63 izolata G. geae deponovanih
u NCBI bazi podataka. Visestruko uparivanje i
proracun nukleotidne razli¢itosti odabranih se-
kvenci obavljeno je nakon trimovanja sekven-
ci na duzinu od 576 bp. Prora¢unom geneticke
slicnosti koris¢enjem softverskog paketa MEGA
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verzija 4.0. (Tamura et al. 2007) dobijeni su pre-
cizniji rezultati i izolat 535-10 pokazao je najvi-
$i stepen nukleotidne identi¢nosti od 99,8% sa
razlikom u jednom nukleotidu, sa sekvencom 41
izolata razli¢itog porekla, od cega su 22 izolata
prijavljena kao F. graminearum poreklom iz Nor-
veske (AJ543575-AJ5435906), osam izolata G.
geae poreklom iz USA (AF212455-AF212459,
AJ452957, AF107883, GU116585), cetiri izo-
lata G. zeae poreklom iz Francuske (JF278571,
JF278572, JF278591, JF278592), dva izolata G.
geae poreklom iz Italije (GQ848544 1 G(Q848545),
dva izolata G. zeae poreklom iz Kine (HQ176419
1 HQ176421), kao i sa sekvencom po jednog izo-
lata G. zeae poreklom iz Australije (GU370497),
Danske (AJ601394) i Finske (HM744693). Naj-
nizi stepen nukleotidne identicnosti od 98,8%
sa razlikom u sedam nukleotida, ispitivani izolat
ispoljio je sa sekvencom G. zeae (GU370499) po-
reklom iz Australije.

Molekularna detekcija, sekvencioniranje i filo-
genetske analize DNK sekvenci odgovarajucih
delova genoma pruzaju mogucnost da se preci-
znije proucava razdvajanje vista roda Fusarium, da
se identifikuju nepoznati izolati, da se ustanove
meduodnosi izmedu poznatih vrsta, kao i da se
izvr$i mapiranje toksikogenih profila vrsta ili gru-
pa vrsta (O Donnell et al. 1998). DNK sekven-
ce Sest gena koji se u genomu nalaze kao poje-
dinac¢ne kopije, pruzilo je osnovu za razdvajanje
kompleksa F. graminearum (FG kompleks) u devet
razlicitih filogenetskih linija porekla (O Donnell
et al. 2000), koje su posle dodatnih ispitivanja pre
svega toksikogenih osobina podignute na nivo
vrsta (O Donnell et al. 2004) koje ispoljavaju raz-
licitu rasprostranjenost i ucestalost. Do sli¢nih za-
klju¢aka dosli su i Zeller et al. (2004) primenom
polimorfizma duzine amplifikovanih fragmenata
(AFLP, Amplified Fragment 1ength Polymorphism) i
analizom 30 lokusa. Ovi autori ustanovili su po-
stojanje osam poljskih populacija koje su bile sa
niskim nivoom genotipskog diverziteta. Jedna
od vrsta iz FG kompleksa, koja je medu prvima
izdvojena je I pseudograminearum (nekada pozna-
ta kao F graminearnm Grupal). Ove dve vrste su
razdvojene na osnovu seckvenci introna i egzona
B-tubulin gena i heterotalusnog ponasanja u testo-
vima ukrstanja (Aoki & O Donnell 1999). Autori
Alvarez et al. (2010) navode da je u Argentini, iz
kompleksa FG, prisutna samo predominantna F
graminearum sensu stricto. Pojedina novija istraziva-
nja dovode u pitanje ovakve rezultate, navodeci da
ove filogenetske linije porekla ipak predstavljaju
pre geneticki i geografski razdvojene populacije
koje nisu polno izolovane (Vogelgsang et al. 2009)
a koje su deo jedne velike populacije koja se ne

razlikuje u odnosu na biljke domacine sa kojih su
izolovane (Burlakoti et al. 2008). Ovakve rezultate
potvrdili su autori Schmale et al. (2006) smatrajuci
da su ove poljske populacije deo jedne velike re-
gionalne populacije koja nije polno izolovana, da
njihove askospore predstavljaju osnovni inoku-
lum koji se vetrom prenosi na velike udaljenosti
omogucavajudi efikasnu diseminaciju i doprino-
seci razmeni genetickog materijala.

Primena identifikacije Fusarium vrsta na osnovu
sekvence TEF gena, koji predstavlja znacajni deo
genoma ukljucen u slozeni mehanizam translacije
proteina u Celijama gljiva, pokazala se pogodnom
jer je sekvenca ovog dela genoma visoko infor-
mativna na nivou vrste za ceo rod Fusarium. Nisu
detektovane neortologe kopije gena, i $to je veoma
znacajno, dizajnirani su univerzalni prajmeri koji
uspesno amplifikuju ovaj barkoding region kod
svih poznatih vrsta ovog roda (Summerell et al.
2003, Geiser et al. 2004, Kristensen et al. 2005).

Zakljucak

Rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima, uspe-
$na primena protokola za molekularnu identifika-
ciju F. graminearum na osnovu sekvence TEF gena
koji kodira translacioni faktor izduZivanja 1-alfa,
predstavljaju pocetak i osnovu proucavanja filo-
geografske distribucije ove znacajne vrste u Srbiji.
Narocito je znacajno $to dobijeni rezultati predsta-
vljaju uvod u blizu geneticku karakterizaciju, kao
1 brzo 1 lako razlikovanje ove vrste od morfoloski
slicnih vrsta iz FG kompleksa. Sekvencioniranje
veceg broja izolata, ukljucivanje dodatnih delova
genoma, njihovo poredenje i odredivanje njiho-
vog meduodnosa i odnosa sa drugim izolatima u
svetu doprinosi poznavanju strukture populacije
F. graminearum iz Cega jedino i moze da proizade
uspesna strategija kontrole ovog veoma Stetnog
patogena.
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Molecular Identification of Fusarium graminearum,
Sorghum Pathogen in Serbia
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Summary: A total of 39 samples of sorghum (Sorghum bicolor) with symptoms of stem and root rot were collected
and analyzed during 2009-2011 in Backi Petrovac and Cantavir, Serbia. Monospotic cultures were isolated from
stem tissue, their pathogenicity was confirmed by the development of symptoms on artificially inoculated sorghum
plants, and they were identified on the basis of macroscopic and microscopic morphological features as Fusarinm
graminearnm. Molecular identificaton was performed utilizing polimerase chain reaction (PCR) with primer pair ef1/
ef2 and by amplification of protein coding TEF 1-alpha gen. Sequence of TEF gene from the selected isolate 535-
10 (JE747146) showed 98-99% nucleotide identity with sequences of 63 Gibberella geae isolates deposited in NCBI
GenBank. Amplification of the barcoding region of F graminearum genome of sorghum isolate, contributes to the
fast and accurate identification and characterization of Fusarium species in Serbia.

Key words: Fusarium graminearnm, molecular identification, morphological features, pathogenicity tests, sorghum,

TEF gene
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