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Vrste roda Alternaria predstavljaju jedne od najznacajnijih gljiva patogena familije Apiace-
ae. Promene koje izazivaju na biljkama domacinima su mrka trulez korena, pegavost lis¢a,
suSenje listova i lisnih preteljki. Tokom 2012. i 2013. godine na teritoriji Srbije, prikupljeni
su uzorci celera sa karakteristi¢nim simptomima pegavosti lis¢a i suSenja listova. Identifi-

REZIME

kacija izolata je izvrSena analizom morfoloSkih karakteristika spora gljive. Nakon identifi-
kacije izvrSena su uporedna proucavanja uticaja razli¢itih hranljivih podloga, temperatura,

pH vrednosti podloga i kvaliteta svetlosti na morfoloSke karakteristike izolata, porast kolo-

nija i morfologiju spora.
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UVOD

Familija Apiaceae Lindl. (familija Sargarepa
i perSuna, ranije poznata pod nazivom Umbellife-
rae Juss. ili Stitonose) je karakteristi¢na po cvasti-
ma koje se grupisSu podsecajudi na kiSobran ili Stit.
7Zbog odsustva opste prihvacene klasifikacije moze
se re¢i da obuhvata oko 300-455 rodova i do 3750
vrsta (Constance, 1971; Downie, 2000). Ova famili-
ja predstavlja vrlo znac¢ajnu grupu zacinskih i leko-
vitih biljaka koje se gaje Sirom sveta. Najznacajniji
predstavnici su: Sargarepa (Daucus carota subsp.
sativus (Hoffm.) Arcang), celer (Apium graveolens
L. var. rapaceum (Mill.) DC), pastrnak (Patinaca
sativa L.), perSun (Petroselinum crispum L.), Kim
(Carum carvi L.), mirodija (Anethum graveolens
L.), komora¢ (Foenicum vulgare Mill.), anis (Pimpi-
nella anisum L.), Korijander (Coriandrum sativum
L.) i angelika (Angelica archangelica L.) (Koike,
2006). Celer (Apium graveolens ver. rapaceum) je

dvogodis$nja biljka koja se gaji zbog hranljivog ko-
rena, so¢nog lista i lisne drske. Proizvodi se Sirom
sveta, a najviSe u Americi (Nonnecke, 1989).

Brojne patogene gljive ugroZavaju gajenje
i proizvodnju biljaka iz familije Apiaceae, a medu
njima poseban znacaj imaju gljive iz roda Alterna-
ria. Najvecdi broj predstavnika ovog roda su saprobi
koji se mogu naci u biljnim ostacima ili u zemljistu,
ali mogu biti i patogeni za ekonomski vrlo znacajne
biljke kao §to su Zitarice, uljarice, povrée, voce i ra-
zli¢ito ukrasno bilje (Jolly, 1964; Ellis, 1971; Simmons
and Roberts, 1993; Strandberg, 1992; Rotem, 1994;
Thomma, 2003; Peever et al., 2004). Taksonomija
roda Alternaria se bazira na morfologiji i razvoju
konidija i konidiofora gljive (Elliot, 1917; Wiltshire,
1947; Simmons, 1967) Koji mogu biti vrlo varijabilni,
Sto stvara velike poteSkoce prilikom identifikacije.
Za vecéinu vrsta gljiva iz roda Alternaria teleomorfni
stadijum nije poznat (Ellis, 1971).

Simptomi koje ovi patogeni mogu izaziva-
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ti na biljkama familije Apiaceae su lisna pegavost
(Netyer and Kenneth, 1969; Pryor and Standberg,
2002; Pryor, 2003), suSenje listova, nekroza lisnih
peteljki i crna trulez (Ellis and Holiday, 1972; Pryor,
2002; Farrar et al., 2004). Medu najznacajnijim vr-
stama roda Alternaria patogenima familije Apiace-
ae mogu se svrstati sledece:

- Alternaria dauci (J. G. Kuhn) J. W. Groves &
Skolkose, patogen celera, Sargarepe, pastrnka i per-
Suna (Farrar et al., 2004), prouzrokuje crnu lisnu
pegavost i lisnu palez (Pryor and Standberg, 2002).
Pocetni simptomi se javljaju na ivicama listova u
vidu pega koje se Sire i spajaju, lis¢e dobija crnu boju
i pocinje da se susi. Takode je zabelezeno da moze
do¢i do propadanja klijanaca, trulezi plodova, pega-
vosti krtola i stabljika (Strandberg, 1988);

- Alternaria radicina Meser, Drechsler and
Eddy, pathogen celera, Sargarepe, perSuna, pastrn-
ka i kima (Ellis and Holliday, 1972; Wearing, 1980;
Farrar et al., 2004; Pryor, 2002). Prouzrokuje suse-
nje klijanaca, suSenje krune i listova i crnu trulez
korena. Simptomi se naj¢esc¢e ispoljavaju u vidu sit-
nih braonkastih lezija sa hloroti¢nim oreolom koje
se spajaju obrazujudi crne lezije, posebno u korenu
lisne peteljke Sireci se dalje prema korenu (Koike,
2006);

- Alternaria alternata (Fries) Keissler, pato-
gen 300 razli¢itih vrsta biljaka. Prouzrokuje lisnu
pegavost, trulez i propadanje klijanaca kod biljaka
familije Apiaceae (Solfrizzo, 2005);

- Alternaria petroselini (Neerg.) E. G. Sim-
mons, patogen celera, perSuna, kima i anisa. Prou-
zrokuje lisnu pegavost koja dovodi do suSenja celih
listova i lisnih peteljki. Ova vrsta je ¢esto pogreSno
Klasifikovana, kao A. radicina (Pryor and Gilber-
ston, 2002);

Od drugih vrsta roda Alternaria, patogena
familije Apiaceae pominju se i Alternaria carotiin-
culateae (Simmons, 2007), Alternaria selini (Sim-
mons, 2007) i Alternaria smyrnii (Simmons, 2007).

S obzirom na znacaj fitopatogenih gljiva iz
roda Alternaria, cilj ovog rada je bio da se izvrsi
identifikacija Alternaria spp. patogena celera i da se
izvrSe uporedna morfolosko-fizioloska proucavanja
karakteristika dobijenih izolata.

MATERDAL I METODE

Prikupljanje materijala
U toku 2012. i 2013. godine prikupljene su
obolele biljke celera sa karakteristicnim simptomi-

ma lisne pegavosti i suSenja listova poreklom sa pet
lokaliteta na teritoriji Srbije (Tabela 1.).

Tabela 1. Geografsko poreklo izolata sa celera,
simptomi i godine izolacije.

Table 1. Geographical origin of the isolates from
celery, symptoms and the year of isolation.

Izolat Simptom Lokalitet Godina
Isolate Symptom Locality Year
IZB 1c Susenje listova Horgo$ 2013
1ZB 2¢ Susenje listova Horgos 2013
IZB 3¢ Lisna pegavost Negotin 2013
IZB 4c Lisna pegavost Negotin 2013
IZB 5¢ Susenje listova Negotin 2013
IZB 6c¢ Lisna pegavost Borca 2012
1ZB 7¢ Susenje listova Borca 2012
1ZB 8¢ Susenje listova Loznica 2012
1ZB 9¢ Lisna pegavost Novi Pazar 2013
1ZB 10c Susenje listova Novi Pazar 2013

Izolacija patogena iz biljnog materijala i dobijanje
monosporijalnih izolata

Izolacija patogena je vrSena prema metodi
Dhingra i Sinclair (1986). Obolelo lis¢e sa simptomi-
ma je povrsinski dezinfikovano u 3% rastvoru natri-
jum-hipohlorita (NaOCl) u trajanju od 30 sekundi.
Sitni lisni fragmenti uzimani su sa prelaza obolelog
i zdravog tkiva i zasejavani u Petri kutije sa sterilnim
krompir dekstroznim agarom (PDA, Dhingra and
Sinclair, 1986). Petri kutije su postavljene na inku-
baciju u termostat na temperaturu od 24 °C. Nakon
3 dana razvoja, deo micelije presejavan je na novu
PDA podlogu i inkubiran na 24 °C 5 dana ¢ime su
dobijeni ¢isti izolati gljive. Za dalji rad odabrano je
deset reprezentativnih izolata. Za dobijanje monos-
porijalnih izolata, u Petri kutije je dodavano 10 ml
sterilne vode i blagim utrljavanjem pomocu stakle-
nog Stapica skidana micelija sa konidijama kako bi
se odvojila od podloge. Nakon toga pripremljena su
razredenja od 101 102iz kojih je po 0.1 ml zasejavan
na vodeni agar (WA, Dhingra and Sinclair, 1986).
Nakon inkubacije u trajanju od 12 h, pojedinacne
proklijale konidije zasejavane su na PDA podlogu
i postavljene u termostat na temperaturu od 24 °C.
Monosporijalni izolati su presejavani u epruvete sa
zakoSenom PDA podlogom i na taj nacin je formi-
rana kolekcija izolata koja je ¢uvana u frizideru na
temperaturi od 4 °C.

Ispitivanje morfoloskih osobina konidija izolata

Ispitivanje morfoloskih osobina konidija izo-
lata vrSeno je posmatranjem privremenih mikro-
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skopskih preparata (Muntanola-Cvetkovi¢, 1987).
Pasterovom pipetom su na predmetno staklo po-
stavljene 1-2 kapi sterilne vode u koju je iglom na-
neSen fragment micelije izolata gajenog 7 dana na
podlozi od $argarepe i krompira (PCA, Dhingra i
Sinclair, 1986). Ispitivani su izgled i dimenzije ko-
nidija, Sirina, duzina, broj transverzalnih i longi-
tudinalnih septi i duzina vrata konidije (Simmons,
2007). Konidije su slu¢ajno odabirane u vidnom
polju mikroskopa i za svaki izolat odabirano je 100
konidija. Ogled je postavljen u 3 ponavljanja.

Ispitivanje uticaja ekoloskih faktora

Ispitivanje uticaja ekoloskih faktora obuhva-
tilo je ispitivanje porasta micelije i intenziteta spo-
rulacije na razli¢itim vrstama hranljivog medijuma,
na razli¢itim pH vrednostima podloge, na razli¢itim
temperaturama i u uslovima razli¢itog kvaliteta sve-
tlosti.

Uticaj hranljivih podloga na morfologiju,
porast i sporulaciju izolata

Ispitivanje uticaja hranljivih podloga na
morfologiju, porast i sporulaciju izolata vrseno
je na 5 razlic¢itih podloga: V8 podloga (Simmons,
1992), podloga od Sargarepe i krompira (Sim-
mons, 2007), podloga od vodenog agara (Dhingra
and Sinclair, 1986), podloga od krompir-dekstro-
znog agara (Dhingra and Sinclair, 1986) i podloga
od slad agara (MA, Sheppard and Maddox, 2001).

Fragmenti micelije izolata (pre¢nika 5 mm)
gajenih 7 dana na PDA podlozi, zasejavani su u
centar Petri kutije i postavljeni na inkubaciju u
termostat na temperaturu od 25 °C. Eksperiment
je postavljen u tri ponavljanja. Porast izolata je
odredivan petog dana od datuma =zasejavanja
merenjem pre¢nika kolonija. Opisivani su boja,
izgled i tekstura micelije, ivice kolonije, izgled
nali¢ja micelije, pojava segmenata i zoniranost
micelije.

Intenzitet sporulacije, odredivan je pomoc¢u
hemocitometra, merenjem koncentracije konidi-
ja u suspenziji (Muntanola- Cvetkovic, 1987). Pet
dana nakon zasejavanja izolata na razli¢ite pod-
loge, dodavano je po 2 ml sterilne vode. Stakle-
nim Stapi¢em micelija sa konidijama je odvajana
od podloge. Voda sa suspenzijom je presipana u
tubice i vorteksovana, kako bi se Sto efikasnije
konidije odvojile od micelije. Suspenzija je dalje
filtrirana kroz sterilnu pamuc¢nu gazu, radi od-
stranjivanja micelije. Potom je kap suspenzije na-
no$ena na hemocitometarsku plocicu. Ploc¢ica je

posmatrana pod mikroskopom na uvec¢anju 100x.
Prebrojavanjem spora unutar polja na hemocito-
metru i koriS¢enjem odgovarajuce formule utvr-
divana je gustina spora. Merenja su vrSena u tri
ponavljanja.

Uticaj kiselosti podloge na morfologiju,
porast i sporulaciju izolata

Ispitivanje uticaja kiselosti podloge na morfo-
logiju, porast i sporulaciju izolata vrseno je na PDA
podlozi. Kiselost podloge je podesavana sa 1M HCI i
1M NaOH na pH vrednosti od 3, 6 i 9. Uticaj kiselosti
podloge na izolate je pracen posmatranjem morfo-
logije kolonije izolata, merenjem porasta i intenzite-
ta sporulacije. Ogled je postavljen u tri ponavljanja.

Uticaj temperature na morfologiju,
porast i sporulaciju izolata

Ispitivanje uticaja temperature na porast i
sporulaciju izolata posmatrano je na PDA podlo-
zi pri temperaturama 5°C, 13°C, 20°C, 23°C, 25°C,
30°C 1 35°C. Ogled je postavljen u tri ponavljanja.

Uticaj svetlosti na morfologiju,
porast i sporulaciju izolata

Uticaj svetlosti na morfologiju kolonija, po-
rast i sporulaciju izolata ispitivan je na PDA podlo-
zi u razli¢itim uslovima osvetljenja pri temperaturi
24°C tokom 5 dana. Izolati su izlagani stalnoj vestac-
koj svetlosti, stalnom mraku i smeni svetlost-mrak
8-16h. Ogled je postavljen u tri ponavljanja.

REZULTATI
Prikupljanje materijala

Obolele biljke celera sa karakteristi¢cnim
simptomima lisne pegavostii i suSenja listova saku-
pljene su sa 5 razli¢itih lokaliteta na teritoriji Srbije
(Tabela 1). Iz prikupljenih biljaka sa simptomima,
dobijeno je 10 monosporijalnih izolata Alternaria
spp. koji su koris¢eni za dalja istrazivanja.

Ispitivanje morfoloskih osobina konidija i prelimi-
narna identifikacija izolata

Na osnovu proucavanja morfoloskih osobina
konidija (boja, oblik, duzina i $irina tela konidije,
prisutnost i duzina vrata konidija, broj longitudi-
nalnih i transverzalnih septi) izdvojene su tri grupe
izolata.
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Prva grupa obuhvata izolate 1ZB 3c, [ZB4c,
[ZB7¢,1ZB9¢ i1ZB10c, kod kojih su konidije elipso-
idne, u lan¢anim nizovima i do 15 u nizu. Dimen-
zije konidiospora u proseku za ovu grupu izolata
na V8 podlozi iznosile su 20-45 x 5-14 ym, a na
PCA podlozi 12-25 x 5-12pm. U proseku ove koni-
dije su imale 3- 4 transferzalne septe i 1-3 longi-
tudinalne septe. Kljun odnosno sam vrh konidija
je bio kratak ovalnog oblika ili se nije ni formirao.
Boja konidija je braonkasta. Prema literaturnim
podacima veli¢ina i struktura ovih konidija odgo-
vara vrsti Alternaria alternata (Simmons, 2007).

Druga grupa izolata obuhvata izolate pod
Siframa 1ZBlc, IZB2c, i IZB5c, kod kojih se mogu
uoditi znatno okruglastije konidiospore nego $to je
to slucaj kod Alternaria alternata. Veli¢ina koni-
diospora je u proseku bila 15-75 x 10-50 pm. Kod
ove grupe mogle su se uociti 2-8 transferzalnih
i 1-3 longitudinalnih septi u proseku. Boja spora
je braonkasta. Izolati iz ove grupe nisu mogli biti
identifikovani prema klju¢u Simmons (2007).

Trec¢u grupu ¢ine izolati IZB 6¢ i IZB 8c, kod
kojih su se spore znacajno razlikovale od prve dve
grupe. Oblik spora je izduzen elipsoidan, sa vrlo
dugackim vratom koji je znac¢ajno premasivao di-
menzije tela spore. Spore su tamnomaslinaste, a
vratovi su svetlije boje i suZeni na vrhu. Prose¢ne
dimenzije spora iznosile su 43-100 x 16-27 pm.
Broj transverzalnih septi je ve¢i nego Sto je to slu-
¢aj kod prethodnih grupa i maksimalno je iznosio
15, dok je longitudinalnih septi bilo do 3. Prema
literaturnim podacima veli¢ina i struktura ovih
konidija odgovara vrsti Alternaria dauci (Sim-
mons, 2007).

Ispitivanje uticaja ekoloskih faktora

Uticaj hranljivih podloga na morfologiju,
porast i sporulaciju izolata

Morfoloske odlike kolonija su posmatrane
na podlogama V8, PCA i PDA. Proucavani izola-
ti na ovim podlogama formiraju tri grupe koje se
podudaraju sa grupama dobijenim preliminar-
nom identifikacijom konidiospora.

Prvu grupu ¢ine izolati 1ZB 3c, IZB 4c, IZB
7¢, 1ZB 9ci 1ZB 10c¢, kod kojih je micelija vazdu-
Saste teksture, tamnosive boje, pravilnih ivica,
ivi¢nih linija oko 5 mm, sa blago ispupc¢enim cen-
tralnim delom micelije. Na ovim podlogama mo-
guce je uociti koncentri¢ne krugove koji zapravo
predstavljaju zone sporulacije. Na PCA podlozi,
micelija je nesto slabija nego $to je to sluc¢aj na V8
podlozi. Sektori na miceliji nisu uoc¢eni kod pod-

loga PCA i V8. Sa nali¢ja micelija je mrka, ravna i
ne uocavaju se promene u boji podloge.

Drugu grupu ¢ine izolati IZB 1c, 1ZB 2c, i
IZB 5c, kod kojih je micelija vazduSaste teksture
svetlobraon sa centrom tamnije braon boje. Ivica
kolonije je zuc¢kaste boje, talasasta, debljine oko 7
mm. Na miceliji nisu uoceni sektori i zone.

Trecu grupu ¢ine izolati IZB 6c i IZB 8c koji
su na podlozi V8 formirali maslinastobraon mice-
liju, vazdusaste teksture pravilnog kruznog obli-
ka, sa jasno izrazenim koncentri¢nim krugovima
sa lica i nali¢ja. Ivica je beli¢asta i pravilna, deblji-
ne oko 3 mm. Nije uoc¢eno formiranje sektora, niti
je dolazilo do promene boje podloge.

Prema rezultatima ispitivanja uticaja 5 ra-
zlicitih hranljivih podloga (Tabela 2), moze se
istaci da je najveci porast izolata belezen na pod-
lozi V8, a najslabiji na podlozi MA. Najvedi porast
na V8 podlozi je bio kod izolata IZB 4c, a najmanji
kod izolata IZB 2c. Na podlozi PCA najveci porast
je kod izolata IZB 4c, a najmanji kod izolata 1ZB
5c. Na podlozi WA maksimalan porast je belezen
kod izolata IZB 10c, a najmanji kod izolat IZB 2c.
Na PDA maksimalan porast je bio kod izolata IZB
9¢, a najmanji kod 1ZB 2c. Kod MA podloge najveci
porast je zabeleZen kod izolata IZB 10 c, a najma-
nji kod IZB 5c. S obzirom da se intenzitet porasta
kolonija izolata nije dovoljno razlikovao na ispiti-
vanim podlogama nisu se mogle izdvojiti pojedi-
ne grupe.

Nakon 5 dana intenzitet sporulacije (spo-
re/ml suspenzije) odreden pomoc¢u hemocito-
metra (Tabela 3). Utvrdeno je da je V8 podloga
najpogodnija za sporulisanje izolata, a najveca
sporulacija je kod izolata IZB 9c. Intenzitet spo-
rulacije izolata je manji na PCA podlozi, zatim na
WA i PDA, dok je najmanja gustina spora zabe-
lezena na podlozi MA gde izolati IZB 6c i 1ZB 8c
nisu sporulisali. Intenzitet sporulacije ne moze
biti znacajan taksonomski kriterijum jer se na
osnovu ovog Kriterijuma grupe izolata ne mogu
jasno razdvojiti.

Uticaj kiselosti podloge na porast i sporulaciju
izolata

Uticaj kiselosti PDA podloge na porast i
sporulaciju izolota ispitivan je kod tri razli¢ite pH
vrednosti podloge: 3, 6 i 9. Peti dan nakon zase-
javanja posmatrane su karakteristike formiranih
kolonija, porast i sporulacija izolata (Tabela 4).

Na podlozi pH 3, micelija je uglavnom pa-
mucasta, beli¢aste boje i slabe bujnosti. Ivice mi-
celije su nepravilne, mada jasno izrazene. Najve-
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Tabela 2. Pre¢nik kolonija proucavanih izolata na hranljivim podlogama (mm).
Table 2. Diameter of the studied colonies on nutrition media (mm).

Hranljive podloge
Nutrition media

ot Vs PCA WA PDA MA

1ZB 1c 55.7+0.21%* 49.0 +0.23 442 +0.33 32.7+0.13 25.3+0.23
1ZB 2¢ 41.9+£0.32 43.7 +£0.54 40.2 £0.21 23.6+0.10 21.2+0.55
1ZB 3¢ 65.5+0.24 58.1+£0.26 57.1 £0.63 53.5+0.47 50.1 £0.31
1ZB 4c 70.4 +0.34 67.3+0.35 64.4+0.47 56.1 £0.15 53.4 +£0.30
1ZB 5¢ 43.5+0.19 43.1+0.73 40.3 £0.47 24.7 £0.25 20.4 £0.20
1ZB 6¢ 58.5+0.21 44.3 £0.5 45.4+£0.30 26.4+0.11 242 £0.13
1ZB 7¢ 67.4 £0.21 62.3 +0.15 59.5+0.52 55.5 +£0.47 50.3 £0.10
1ZB 8¢ 57.3 +£0.17 46.2 £0.39 48.2 £0.21 32.5+0.54 21.7 £0.71
1ZB 9¢ 67.5+0.28 63.3+£0.12 60.9+0.72 61.6 £0.42 52.9+0.42
1ZB 10c¢ 66.6 £0.27 65.8 £0.21 67.1 £0.65 60.4 +0.34 56.4+0.86

*standardna devijacija

Tabela 3. Intenzitet sporulacije na razli¢itim hranljivim podlogama (konidije/ml).
Table 3. Sporulation intensity on different nutrition media (conidia/ml).

Hranljive podloge
Nutrition media
joat V8 PCA WA PDA MA
I1ZB 1c¢ 249+0.33* 115+0.36 37+0.47 67+0.40 14+0.22
1ZB 2¢ 219+0.24 161+0.29 34+0.15 70+0.31 13+0.39
1ZB 3¢ 237+0.48 163+0.17 136+0.22 109+0.37 31+0.51
1ZB 4c 174+0.28 151+0.23 153+0.21 93+0.41 27+0.49
1ZB 5¢ 304+0.26 176+0.19 52+0.38 524+0.48 23+0.34
1ZB 6¢ 123+0.38 35+0.44 7+0.40 19+0.18 0.0
1ZB 7c 283+0.44 178+0.48 124+0.20 97+0.35 24+0.17
1ZB 8¢ 98+0.61 17+0.39 6+0.14 13+0.39 0.0
1ZB 9c¢ 320+0.34 183+0.47 107+0.28 173+0.24 35+0.50
1ZB 10c¢ 262+0.36 133+0.28 168+0.38 163+0.51 38+0.41

*standardna devijacija

¢i porast zabelezen je za izolate 1ZB 9c i IZB 10c.
Najslabiji porast pokazao je izolat IZB 8. Izolati se
na osnovu zabeleZenog porasta ne mogu diferen-
cirati u grupe.

Kiselost podloge pH 6 je znatno povoljni-
ja za rast od pH 3 i 9. Na osnovu izgleda kolonija
moguce je diferencirati 3 grupe izolata. Izolati [ZB
3¢, IZB 4c, 1ZB 7¢, 1ZB 9c¢ i IZB 10c obrazovali su
vazdu$astu miceliju tamnosive boje, ravnih ivi-
ca. Drugu grupu c¢ine izolati IZB 1c, IZB 2c i IZB
5c kod kojih je micelija tamna, nepravilnih ivica.
Izolati IZB 6 i IZB 8 obrazovali su beli¢astu miceli-

ju sa jasnim ivi¢nim linijama.

Na pH 9 se prema morfologiji moze razli-
kovati prva grupa izolata, ali druge dve ne mogu.
Najvedi porast je bio kod izolata 1ZB 9c, a najmanji
kod izolata IZB 5c.

Provera intenziteta sporulacije na razlici-
tim pH vrednostima podloge je pokazala da se ne
mogu izvojiti posebne grupe izolata. Najveci in-
tenzitet sporulacije pokazao je izolat IZB 9c¢ za sve
pH vrednosti. Takode, moze se uociti da je pH 9
povoljnija za porast i sporulaciju za sve ispitivane
izolate od pH 3 (Tabela 5).
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Tabela 4. Porast izolata na razli¢itim Tabela 5. Intenzitet sporulacije na razli¢itim

pH vrednostima podloge (mm). pH vrednostima podloge (konidije/ml).

Table 4. Isolates growth rate on different Table 5. Sporulation intensity on different

pH values of nutrition media (mm). pH values of nutrient media (conidia/ml).

Isolate pH33 pH 6 pH 9 Isolate pH 3 PH 6 pH Y
IZB 1c 23 +0.33%* 30+ 0.53 28 £0.41 IZB 1c 17 +£0.33* 50+ 0.53 26+0.41
1ZB 2¢ 20+0.51 24 +0.47 27 +£0.38 1ZB 2¢ 23+0.51 25+0.47 254+0.38
1ZB 3¢ 33+0.51 54 +0.55 49 +£0.13 IZB 3¢ 23+0.51 53 +0.55 38+0.13
IZB 4c 37+0.62 57+0.28 45 +£0.23 1ZB 4c 31+£0.62 57+0.28 40 +£0.23
IZB 5c¢ 21 £0.62 25+0.14 23+£0.33 1ZB Sc 29 +0.62 37+0.14 314+0.33
IZB 6c¢ 20=£0.15 27+0.21 25+0.24 1ZB 6¢ 7+0.15 15+0.21 10+ 0.24
1ZB 7c 36 +0.53 54+£0.43 45 +£0.54 1ZB 7c 23 +0.53 534+0.43 22+ 0.54
1ZB 8¢ 19+0.17 33+0.31 27 +£0.56 IZB 8¢ 5+0.17 20+ 0.31 7+0.56
1ZB 9¢ 39+0.43 65+ 0.65 50+0.17 1ZB 9¢ 354+0.43 97 + 0.65 41 £0.17
1ZB 10c¢ 39+ 0.45 62 +0.59 49 +£0.73 1ZB 10c 25+0.45 69 +0.59 30+0.73
*standardna devijacija *standardna devijacija

Tabela 6. Uticaj razli¢itih temperatura na porast izolata (mm).
Table 6. Influence of different temperatures on the growth of isolates (mm).

Izolat

Isolate 5°C 13°C 20°C 25°C 30°C 35°C

IZB 1c 21.3+£0.27* 23+0.34 26 +0.25 30+0.26 32 +0.56 28 £0.33
IZB 2¢ 19.3 £0.56 21 +0.56 22 +0.23 26 £0.33 27 +0.37 23 £0.66
IZB 3¢ 143 +£0.23 22 +0.98 38 +£0.98 52 +0.64 47 £0.53 37+0.13
IZB 4c 16.7+£0.14 27+0.53 38 £0.67 54 +0.51 49 +£0.72 39+0.27
IZB 5¢ 19.2 £0.25 21+0.23 23 +£0.16 24 +£0.34 26 +£0.35 24 £0.22
IZB 6¢ 20.1 £0.38 25+0.14 38 +0.15 53+0.11 54 +0.36 40 £0.38
IZB 7¢ 18.4+£0.43 25+0.86 43 £0.38 58 +0.79 52+0.22 45 +£0.57
IZB 8¢ 20.5 +0.25 24 +0.45 39+0.27 51+0.56 56 +0.30 40 £0.36
IZB 9¢ 22.1+£0.49 30+0.56 42 £0.55 60 +0.56 55+0.35 44 £ 0.62
IZB 10c¢ 20.7 £0.30 31+0.67 41 £0.36 60 +0.63 52 +0.74 44 +£0.58

*standardna devijacija

Tabela 7. Uticaj temperature na intenzitet sporulacije (konidija/ml).
Table 7. Effect of temperature on the sporulation intensity (conidia/ml).

Kg};:e 5°C 13°C 20°C 25°C 30°C 35°C
1ZB 1c 11.420.24* 173023 43.9+0.28 6725047 50.4£0.25 912033
1ZB 2¢ 9.6£0.19 23.540.47 52.840.51 60.740.90 57.540.19 11.840.28
1ZB 3¢ 0.0 5.9:0.38 26.5£0.24 69.340.27 57.540.23 0.0
1ZB 4c 0.0 9.3+0.33 32.5£0.33 73.6+0.22 59.9+0.24 0.0
IZB 5¢ 8.140.43 20.540.25 40.540.27 52.4+0.38 46.140.48 47+0.58
1ZB 6¢ 0.0 0.0 5.3+0.48 15.740.41 7.5+0.56 0.0
1ZB 7c 7.440.45 15.5:0.34 37.0£0.21 78.140.28 59.040.78 3.440.39
1ZB 8¢ 0.0 2.0+0.38 734034 14.840.46 5.6+0.52 0.0
1ZB 9¢ 8.2+0.29 14.6+0.29 39.5+0.12 133.3+0.17 78.7+0.26 6.6:0.39
1ZB 10¢ 6.740.41 12.940.38 40.5£0.37 150.8+0.44 107.3£0.48 7.540.25

*standardna devijacija
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Tabela 8. Uticaj razli¢itog osvetljenja na porast izolata (mm).
Table 8. The effect of lighting on the growth of isolates (mm).

Izolat Smena svetlost-mrak 8-16h Vestacka svetlost Potpuni mrak
Isolate Light — Dark period 8-16h Artificial conditions Complete darkness
1ZB 1c 27.4+0.19* 23.9+0.59 25.1+0.18
1ZB 2¢ 21.6 £0.39 20.5+0.26 20.3+0.16
1ZB 3¢ 57.6 +0.40 57.9+045 54.3+0.23
1ZB 4c 58.7+0.40 59.7 £0.65 56.5+0.44
1ZB 5c¢ 19.8£0.13 20.3+0.37 20.0+0.31
1ZB 6c¢ 37.7+0.60 34.9+0.39 33.5+£0.30
1ZB 7¢ 63.4+0.20 60.3 +0.22 62.6 +0.45
1ZB 8c 30.5+0.38 39.9+0.21 31.6 £0.21
1ZB 9¢ 61.0+£0.22 65.3+£0.39 62.4+0.90
1ZB 10c 68.5+0.43 67.7+0.52 61.7+0.22

*standardna devijacija

Tabela 9. Uticaj razlic¢itog osvetljenja na intenzitet sporulacije izolata (konidija/ml).
Table 9. The effect of lighting on the sporulation intensity (conidia/ml).

Izolat Smena svetlost-mrak 8-16h Vestacka svetlost Potpuni mrak
Isolate Light — dark period 8-16h Artificial light Complete darkness
1ZB 1c 80.5 + 0.49* 71.5+0.26 70.4+£0.67
1ZB 2¢ 70.3 £0.56 57.2+0.76 57.7+0.73
1ZB 3¢ 80.4 +0.20 72.3+0.33 69.3+0.56
IZB 4c 99.6 +0.30 70.4+0.70 73.6 £0.78
1ZB 5¢ 55.9+0.74 57.9+0.37 60.5+0.70
1ZB 6¢ 14.4+0.23 9.4+0.89 7.5+0.27
1ZB 7¢ 120.8 + 0.40 73.5+0.27 78.1 £0.34
1ZB 8¢ 15.1+0.11 9.5+0.30 10.3+0.43
1ZB 9¢ 160.1 +£0.32 140.6 £ 0.39 133.3+0.13
1ZB 10c 180.3 £ 0.73 160.3 +0.62 150.8 +0.45

*standardna devijacija

Uticaj temperature na morfologiju
porast i sporulaciju izolata

Uticaj temperature na porast i sporulaciju
izolata proucavan je na podlozi PDA i to na 6 razli-
¢itih temperatura: 5°C, 13°C, 20°C, 25°C, 30°C i 35°C.
Nakon 5 dana porasta ispitivane su morfoloske ka-
rakteristike izolata i intenzitet sporulacije.

Prema dobijenim rezultatima, pokazalo se da
su niske temperature najnepovoljnije za porast izo-
lata. Na temperaturi 5°C najveci porast je bio kod izo-
lata IZB 9c¢ (Tabela 6). Svi izolati na ovoj temperaturi
su obrazovali beli¢astu miceliju, sa jasnom ivicom.
Micelija je u centru naborana, $to se moze videti i sa
nalic¢ja. Cetiri izolata na 0voj temperaturi nisu spo-
rulisala i to IZB 3c, IZB 4c, 1ZB 6c, i IZB 8c. Najveci
intenzitet sporulacije je kod izolata IZB 1c (Tabela 7).

Na temperaturi 13°C, porast i sporulacija su

nesto intenzivniji. Najveci porast je bio kod izolata
[ZB 10c, a najveca sporulacija kod IZB 2c. Morfologi-
ja kolonija je vrlo sli¢na prethodno opisanoj.

Temperature 20°C, 25°C i 30°C su se pokazale
najoptimalnije za porast i sporulaciju svih izolata.
Najveci porast je kod izolata IZB 9c, a najmanji kod
IZB 5c. Najved¢i intenzitet sporulacije je kod izolata
1ZB 10c.

Na temperaturi 35°C, porast kolonija i sporu-
lacija su znatno manji. Najvece vrednosti su zabele-
Zene kod izolata IZB 7c, a najvedi intenzitet sporu-
lacije kod IZB 10c. Cetiri izolata nisu sporulisala i to
1ZB 3c, 1ZB 4c, 1ZB 6¢ i IZB 8c. Boja micelija je kod
svih izolata na ovoj temperaturi bila tamnija.

Na osnovu gore navedenog se moze zakljuciti
da temperatura nije dovoljan taksonomski kriteri-
jum na osnovu koga bi se izdvojile odredene grupe
izolata.
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Uticaj svetlosti na porast i sporulaciju
ispitivanih izolata

Rezultati ispitivanja uticaja svetlosti su po-
kazali da rezim svetlosti nije znac¢ajno uticao na
morfologiju i porast ispitivanih izolata (Tabela 8).
Razli¢iti uslovi osvetljenja nisu znacajnije uticali na
izgled, boju i strukturu kolonija. Na osnovu rezul-
tata nije se moglo sa sigurnos¢u utvrditi koji uslo-
vi osvetljenja i kog trajanja stimulativno deluju na
sporulaciju, ali je primec¢eno da je smena veStacke
svetlosti i mraka intenzivnije indukovala sporulaci-
ju (Tabela 9). Razlika u porastu i sporulaciji izmedu
uslova mraka i svetlosti se nije mogla precizno utvr-
diti. Najveca gustina spora utvrdena je kod IZB 10c u
uslovima smene svetlosti, a najmanja kod 1ZB 6c u
uslovima potpunog mraka.

DISKUSDJA

U cilju proucavanja varijabilnosti patogenih
vrsta roda Alternaria izolovanih sa celera, tokom
2012. i 2013. godine sakupljane su biljke sa podrucja
Horgo$, Novi Pazar, Loznica, Borc¢a i Negotin. Oda-
birane biljke celera su imale jasne simptome lisne
pegavosti i suSenja listova, koji odgovaraju simpto-
mima koje izazivaju patogene gljive iz roda Alter-
naria (David, 1988; Strandberget et al., 1998; Raid
and Roberts, 2004; Davieset et al., 2005; Pryor and
Strandberg, 2002; Fararet et al., 2004; Marthe et al.,
2002).

Vrste roda Alternaria su Siroko rasprostra-
njenje i mogu inficirati do 4000 razli¢itih domacina
(Pryor, 2003). Zbog nedovoljno jasnih Kriterijuma i
velike varijabilnosti ove grupe fitopatogena, klasifi-
kacija ovog roda je u mnogim slucajevima nejasna
(Rotem, 1994; Simmons, 1992; Simmons, 2007).
Najces¢i i najpouzdanije koriS¢eni morfoloski ka-
rakteri za identifikaciju ovih gljiva su konidije i nji-
hove dimenzije, broj transverzalnih i longitudinal-
nih septi i na¢ini granjanja konidiofora. U velikom
broju slucajeva postojala su velika slaganja ovako
dobijenih morfo grupa sa molekularnim filogenet-
skim analizama (Pryor, 2002; Hong, 2005; Lawren-
ce, 2012), mada se u odredenim sluc¢ajevima po-
kazalo da rezultati dobijeni na osnovu morfologije
nisu bili filogenetski informativni. Lawrence et al.
(2012) navode da su morfoloski karakteri vrlo Kori-
sni i neophodni za razdvajanje najveceg broja vrsta
roda Alternaria.

U ovom radu proucavana je morfologija izo-
lata gajenih na razli¢itim hranljivim podlogama, pri
razli¢itim temperaturama, razli¢itim pH vrednosti-

ma podloge i razli¢itim svetlosnim rezimima.

Proucavanjem morfoloskih karakteristika
spora izdvojile su se tri grupe izolata. Kod prve gru-
pa izolata (IZB 3¢, IZB 4c, IZB 7c¢, IZB 9c¢ i IZB 10c¢),
uocene su elipsoidne konidije, u nizovima, zeleno-
braon boje. U skladu sa podacima Simmons (2007)
veli¢ina i struktura ovih konidija odgovarala je vrsti
A. alternata. Kod druge grupe izolata (IZB 1c, IZB 2¢
i IZB 5c) spore su okruglastije, prose¢nih dimenzija
na V8 podlozi 15-75 x 10-50 pm sa 2-7 transverzal-
nih i 1-3 longitudinalnih septi. Na osnovu osobina
spora, ova grupa se nije mogla jasno identifikovati.
Kod trece grupe (izolati IZB 6c i IZB 8c) oblik spo-
ra je izduZeno elipsoidan, dimenzija 43-100 x 16-27
um, sa vratovima koji su bili duzine do 300 ym. Broj
transverzalnih septi je bio vec¢i nego kod prethodnih
grupa i maksimalno je iznosio 15, dok je broj longi-
tudinalnih septi do 3. Prema Simmons (2007) na-
vedene osobine odgovaraju vrsti Alternaria dauci.

Dalja ispitivanja uticaja hranljivih podloga su
pokazala da su se izolati razlikovali po porastu i boji
micelije, boji i Sirini ivi¢ne linije kao i po intenzite-
tu sporulacije. Najveéi porast izolati su pokazali na
podlozi V8 (izolat IZB 4c¢), zatim na podlogama PCA
(izolat IZB 4c), WA (izolat IZB 10c), PDA (izolat 1ZB
9¢), a najslabiji porast za sve izolate belezen je na
podlozi MA (izolat 1ZB 5c¢). Na podlozi V8 izdvoji-
le su se 3 grupe izolata, identi¢ne raspodeli koju su
pruzila proucavanja morfologije spora. Prva grupa
izolata se izdvojila na osnovu vazdusSaste micelije
svetlosive boje, ravnih ivica; druga grupa na osno-
vu pamucaste micelije mrke boje, talasastih ivica, a
trec¢a grupa je sa beli¢astom micelijom vazduSaste
strukture sa izdignutim centrom. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa navodima Simmons (2007). Porast
kolonija izolata se nije razlikovao dovoljno da bi se
mogle izdvojiti grupe izolata. Takode je utvrdeno
da je V8 hranljiva podloga najpogodnija za sporu-
lisanje svih izolata. Zbog razlika u gore navedenim
vrednostima, uticaj hranljivih podloga ne moze biti
znacajan samostalni taksonomski Kkriterijum jer se
ne mogu jasno izdvojiti grupe izolata.

Uticaj kiselosti PDA podloge na porast i spo-
rulaciju izolata ispitivan je na 3 razli¢ite pH vred-
nosti podloge: 3, 6 i 9. Najpovoljnija za porast i spo-
rulaciju izolata je pH 6 gde se mogu izdvojiti grupe
koje su i ranije uo¢ene. Na osnovu izgleda kolonija
na pH 6 moguce je diferencirati tri grupe izolata.
Izolati prve grupe, IZB 3c, 1ZB 4c, 1ZB 7c, 1ZB 9c i
[ZB 10c su obrazovali vazdus$astu miceliju tamnosive
boje, ravnih ivica; izolati druge grupe IZB 1c, IZB 2c
iIZB 5c¢ su sa tamnom micelijom, nepravilnih ivica i
slabog porasta i intenziteta sporulacije; tre¢a grupa
izolata IZB 6 i IZB 8 obrazovala je beli¢astu miceli-
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ju sa jasnim ivicama. Ovakav opis kolonija navode
i drugi autori (Pryor, 2002; Yu, 1992). Prema nasim
rezultatima i Ellis (1971) navodi da je pH 9 povoljnija
za porast i sporulaciju izolata od pH 3.

Rezultati ispitivanje uticaja temperature na
porast, sporulaciju i morfologiju izolata nisu poka-
zali znacajne razlike u karakterima da bi se na osno-
vu njih izvrsila identifikacija. Optimalne tempera-
ture su bile od 20°C, 25°C i 30°C, $to je bilo u skladu
sa navodima Mogan and Lacey (1984). Sporulacija i
porast su bili znatno smanjeni na temperaturama
35°C, 13°C i 5°C. Na osnovu temperature kao eko-
loskog faktora nije moguce izdvojiti grupe izolata,
stoga ova ispitivanja nisu bila pouzdan kriterijum za
taksonomiju.

Ispitivanja uticaja svetlosti su pokazali da re-
zim svetlosti ne uti¢e znac¢ajno na morfologiju, po-
rast i sporulaciju ispitivanih izolata. Pod uticajem
svetlosti izdvojili su se izolati IZB 6c i IZB 8c koji su
prethodno identifikovani kao A. dauci, $to je u skla-
du sa navodima Strandberg (1977), dok se ostali izo-
lati nisu znacajnije razlikovali.

Svi ispitivani izolati su ispoljili porast i spo-

rulaciju na svim ispitivanim uslovima u ovom
radu, $to ukazuje na njihovu veliku prilagodlji-
vost ekoloskim faktorima, a to moze biti posledi-
ca njihove varijabilnosti i Siroke rasprostranjeno-
sti u razli¢itim klimatskim i ekoloskim uslovima
(Thomma, 2003). Prouc¢avanje uticaja hranljivih
podloga, temperature, Kiselosti i svetlosti kao po-
sebnih taksonomskih kriterijuma nisu dovoljna
za identifikaciju, razlikovanje i grupisanje glji-
va unutar roda Alternaria. Kako bi se razumelo
poreklo velike varijabilnosti i bolje upoznala ge-
neticka struktura populacije gljiva iz roda Alter-
naria poreklom sa celera, moraju se izvrsiti dalja
molekularna istrazivanja. U svakom slucaju, re-
zultati pokazuju da je ispitivanje morfoloskih ka-
rakteristika izolata neophodno za identifikaciju,
klasifikaciju i procenu geneticke raznovrsnosti
vrsta roda Alternaria.
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MORPHO-PHYSIOLOGICAL STUDY OF ALTERNARIA SPP.
ISOLATES FROM CELERY
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Genus Alternaria represents one of the most important pathogens of Apiaceae family.
Alternariose symptoms may develop on foliage causing leaf spot, necrosis and eventually
drying and black root. Celery plants with characteristic symptoms were collected during
2012 and 2013 in Serbia. The preliminary identification was done by analisis of morpholo-

SUMMARY gical characterisics of conidia. After identification cultural characteristics, growth rate and
spore morphology were examined and compared based on influence of ecological factors
such as nutrient medium, temperature, pH value of the medium and light quality.
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