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CREPIS FOETIDA L. - NOVA BILJKA DOMACIN CIKADE

HYALESTHES OBSOLETUS SIGNORET 1865 (HEMIPTERA: CIXIIDAE),

REZIME

VEKTORA STOLBUR FITOPLAZME

ANDREA KOSOVAC, MILJANA JAKOVLJEVIC, OLIVER KRSTIC,
TATJANA CVRKOVIC, MILANA MITROVIC, IVO TOSEVSKI, JELENA JOVIC

Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Odsek za stetocine bilja, Zemun
e-mail: kosovac.andrea@gmail.com

Epidemiologija biljnih bolesti uzrokovanih fitoplazmama direktno je zavisna od biologije in-
sekta vektora i njegove preferentnosti prema biljkama domacinima. Bolest Zutila vinove loze
Bois Noir (BN) uzrokovana prisustvom stolbur fitoplazme (16SrXII-A podgrupa, ‘Candidatus
Phytoplasma solani’), tokom zadnjih 15 godina je postala jedna od ekonomski najznacajni-
jih bolesti vinove loze u Evropi. Hyalesthes obsoletus Signoret 1865 (Hemiptera: Cixiidae)
kao glavni vektor stolbur fitoplazme na vinovu lozu direktno utice na pojavu i ucestalost ove
bolesti, kao i na stepen Stete u vinogradima. Epidemioloski ciklus BN fitoplazme uslovljen je
biljkom domacdinom cikade H. obsoletus koja predstavlja izvor zaraze u vinogradu i od koje
direktno zavisi prisustvo patogena u populaciji insekta. Prisustvo stolbur fitoplazme i simp-
toma BN bolesti registrovano je u svim vinogradarskim regionima Srbije.

U cilju utvrdivanja epidemioloskih specifi¢nosti preno$enja stolbur fitoplazme u Srbiji, istra-
Zivanja u ovoj studiji su bila usmerena u pravcu determinisanja biljaka domacina adulta cika-
de H. obsoletus i njihove geneticke osobenosti. Primarno su analizirane populacije u asoci-
jaciji sa ranije poznatim domacinima, koprivom (Urtica dioica L.) i poponcem (Convolvulus
arvensis L.). Na osnovu sprovedenih terenskih istrazivanja utvrdena je nova asocijacija odra-
slih jedinki H. obsoletus sa biljkom Crepis foetida L. (Asteraceae) na vise lokaliteta u isto¢noj
ijuznoj Srbiji.

Geneticka struktura populacija cikade Hyalesthes obsoletus vezanih za odgovarajuce biljke
domacine je analizirana radi dobijanja jasne slike epidemioloskih ciklusa stolbur fitoplazme u
gajenim kulturama u Srbiji. Na osnovu analize tri mitohondrijalna genska regiona utvrdena je
geneticka diferencijacija populacija H. obsoletus u vidu dva genotipa vezanih svojim Zivotnim
ciklusom za C. arvensis i U. dioica sa jedne strane, odnosno za novoutvrdenog domacina C.
foetida sa druge strane. Dominacija jednog od ova dva genotipa u prirodi i distribucija biljaka
domacina daju osnov za dalja istrazivanja potencijalne vektorske uloge i karakterizacije stol-
bur fitoplazme koju H. obsoletus prenosi kao i epidemioloskih ciklusa vezanih za novu biljku
domacina u Srbiji.

Kljucne reci: Hyalesthes obsoletus, Crepis foetida, Srbija, vektor, biljka domacin

UvVOoD fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (Ma-

Hyalesthes obsoletus Signoret 1865 (Hemip-
tera: Cixiidae) je polifagna cikada, primarno medite-
ranskog rasprostranjenja ¢ija je severna granica areala
jugozapadna Nemacka, dok se na jugoistok prostire i
na azijsko kopno na teritoriji Male Azije (Hoch i Re-
mane, 1985). Glavni je i najznacajniji vektor stolbur

ixner, 1994; Sforza i sar., 1998), koja se dovodi u vezu
sa viSe zabeleZenih bolesti gajenih kultura iz familije
Solanaceae kao $to su krompir, paradajz i paprika, ali
i vinova loza, kukuruz, lavanda, jagoda i druge biljne
kulture (Quaglino i sar., 2013). Hyalesthes obsoletus
prenosi stolbur fitoplazmu putem ishrane floemskim
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sokovima biljke domacina, usled ¢ega polifagni nac¢in
ishrane ove cikade omogucava zarazavanje razlic¢itih
biljnih vrsta i uslovljava kompleksan epidemioloski
ciklus bolesti.

U mnogim vinogradarskim podruéjima Si-
rom Evrope i Male Azije stolbur fitoplazma uzrokuje
ekonomski veoma znacajnu bolest Zutila vinove loze
- Bois Noir (BN), poznatu kao Vergilbungskranikheit
(VK) u Nemackoj i Legno nero u Italiji. Karakteristi¢-
ni simptomi zaraze vinove loze stolbur fitoplazmom
najcesce su crvenilo ili zutilo listova duz lisnih ne-
rava, savijanje listova, izostanak lignifikacije korena
i suSenje plodova. Unutar vinograda, simptomi BN
¢esto mogu biti lokalizovani na svega nekoliko ¢o-
kota, Sto je posledica slucajnog zarazavanja biljaka
usled polifagne ishrane vektora H. obsoletus, kome
vinova loza nije primarni domacin. Medutim, ukoli-
ko je brojnost populacije insekta vektora i stopa zara-
Zenosti jedinki stolbur fitoplazmom visoka, BN moze
uzrokovati znacajne Stete u vinogradima i dovesti do
gubitka celokupne biomase vinove loze kada stepen
zaraze moze biti i preko 50%. (Maixner, 2006). Prisu-
stvo stolbur fitoplazme i simptoma BN bolesti regi-
strovano je u svim vinogradarskim regionima Srbije,
a u pojedinim vinogradima stepen zaraze dostize i
preko 50% zarazenih ¢okota (Cvrkovic, 2010).

Zivotni ciklus H. obsoletus je sli¢an kao i kod
ostalih vrsta cikada iz familije Cixiidae. Oplodene
Zenke polazu jaja u zemljiStu u blizini korena biljke u
grupama od 23-50 i tako se svih 5 larvenih stupnjeva
razvija hrane¢i se na korenu domacina. Prezimlja-
vanje se odvija u L3 stadijumu u zemljistu na dubini
od 20-25cm (Sforza i sar., 1999; Langer i sar., 2003).
Kada se iz larvi razviju adulti, oni migriraju ka gor-
njim delovima biljke, ali to ne mora biti ista biljka, pa

ni ista biljna vrsta. U Evropi, H. obsoletus ima jednu
generaciju godiSnje, a period letenja adulta traje od
polovine juna do sredine avgusta, u zavisnosti od abi-
otic¢kih faktora datog podrucja kao i biljke domacina
(Sforza i sar., 1998; Darimont i Maixner, 2001).

Hyalesthes obsoletus je polifagna vrsta, ali je
razvicem ipak vezan za manji broj odredenih bilja-
ka na kojima se uglavnhom moze naci u ve¢em broju.
Dosadas$njim istrazivanjima je utvrdeno da su Sirom
juzne Evrope i u Nemackoj glavne biljke domacini, na
kojima se odvija razvice larvi H. obsoletus, poponac
(Convolvulus arvensis L.) i kopriva (Urtica dioica L.)
(Langer i Maixner, 2004), dok je u juznoj Francuskoj
to Lavandula angustifolia L. (Sforza, 1999), a u Izra-
elu Vitex agnus-castus L. (Sharon, 2005).

Do sada nije utvrdeno koji sve faktori uti¢u na
izbor biljke domacina H. obsoletus, ali taj izbor ima
znacajan uticaj na vektorsku ulogu insekta i kao jak
selektivni faktor mozZe dovesti do simpatricke eko-
loske specijacije (Berlocher i Feder, 2002; Imo i sar.,
2013). U Nemackoj su, populacije H. obsoletus koje
su u asocijaciji sa C. arvensisili U. dioica, inficirane
razli¢itim genetickim sojevima stolbur fitoplazme
(Langer i Maixner, 2004) i ove dve populacije poka-
zuju razlic¢ite bioloske osobenosti u pogledu razlici-
tih perioda letenja (Maixner, 2006). Ovakva i sli¢na
saznanja ukazuju na potrebu za istrazivanjima bilja-
ka domacdina H. obsoletus na teritoriji Srbije u cilju
utvrdivanja vektorske uloge razlic¢itih populacija i
epidemioloskih ciklusa koje one uslovljavaju. To-
kom istrazivanja ekoloskih karakteristika populaci-
ja vrste H. obsoletus u Srbiji zabeleZena je asocijacija
sa novom biljkom domacinom do sada nepoznatom
u literaturi. Pored potvrdenih asocijacija sa ve¢ po-
znatim i o¢ekivanim biljkama domacinima, U. dioi-

% Slika1. A - Kserotermno staniste
Crepis foetida; B - Hyalesthes
obsoletus na listu C. foetida.

| Figure 1. A - Xerothermic habitat
of Crepis foetida; B - Hyalesthes
obsoletus on C. foetida leaf.
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ca i C. arvensis, registrovane su visokobrojne popu-
lacije odraslih jedinki H. obsoletus, koncentrisanih
na gornjim delovima biljne vrste Crepis foetida L.
(Asteraceae), (Slika 1).

U cilju utvrdivanja epidemioloskih specific-
nosti prenoSenja stolbur fitoplazme u Srbiji, istra-
Zivanja u ovoj studiji su bila usmerena u pravcu
determinisanja biljaka domacina adulta cikade H.
obsoletus i njihove geneticke osobenosti.

MATERUJAL I METODE

Za ova istraZivanja, populacije H. obsoletus u
asocijaciji sa razli¢itim biljkama domacinima sakuplja-
ne su tokom 2012. i 2013. godine na teritoriji isto¢ne i
juzne Srbije. Sakupljanje insekata je vrSeno u periodu
od polovine juna do polovine avgusta kako u agroe-
kosistemima na korovskim vrstama, tako i u prirodnim
ekosistemima ruderalnih i livadskih staniSta. Insekti
su sakupljani metodom kosenja biljaka entomoloskom
mrezom i direktno sa nadzemnih delova biljaka doma-
¢ina pomocu aspiratora. Posebna paznja je bila posve-
¢ena preciznom sakupljanju odraslih insekata na odgo-
varaju¢im biljkama domacinima kako bi se populacije
mogle dosledno grupisati i ispratiti od samog trenutka
sakupljanja do analize rezultata. Obzirom da adulti H.
obsoletus pokazuju izraZeniju aktivnost i agregaciju na
gornjim delovima biljke tokom najtoplijeg dela dana,
sakupljanje je vrseno u skladu sa tim. Ulovljene jedinke
su zatim sakupljene pomocu aspiratora i prebacene u
krio-tubice (Sarstedt, Nemacka) sa 96% etil-alkoholom.
Tubice sa sakupljenim insektima su na terenu ¢uvane
na temperaturi od 7-11°C u prenosnom frizideru, a za-
tim u laboratorijskim uslovima u frizideru na 4°C.

Ekstrakcija DNK iz insekata je vrSena nede-
struktivnom, delimi¢no modifikovanom TES meto-
dom (Mahuku, 2004), koja ima za cilj o¢uvanje jedinki
radi daljih morfoloskih analiza. Pojedina¢ni adulti su
punktirani kontrolisano pod binokularom Leica MS5
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), sterilnom
entomoloSkom iglom, lateralno, u predelu spoja iz-

medu prva dva sternita. Punktirane jedinke su pre-
bacene u Eppendorf tubice zapremine 2ml, u koje je
prethodno sipano 400 pl TES ekstrakcionog pufera
(20 mM TRIS, 10 mM EDTA, 20% SDS) i 4 pl enzima
proteinaze K (20 mg/ml), sa ciljem degradacije mekih
tkiva insekta. Narednih 12 sati insekti su inkubirani na
56°C u vodenom kupatilu. Nakon inkubacije u tubi-
cu je sipana jednaka zapremina hloroforma (400 nl)
i centrifugiranjem 10 minuta na 11000 obrtaja na 4°C,
izdvojena je DNK. Supernatant je prebac¢en u novu Ep-
pendorf tubicu zapremine 1.5 ml i prethodni postupak
ekstracije DNK hloroformom je ponovljen. U nared-
nom koraku, u izdvojeni supernatant je dodat izopro-
panol u istoj zapremini (400 pl), $to je nakon nared-
nog centrifugiranja od 20 minuta na 12000 obrtaja na
4°C dovelo do taloZzenja DNK na dnu tubice. [zolovana
DNK je isprana 96% etanolom, osu$ena vazdu$nim
strujanjem pod sterilnim digestorom i rastvorena u 50
ul TE pufera (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.6). Ekstra-
hovana DNK ¢uvana je na -20°C.

U cilju utvrdivanja geneticke osobenosti po-
pulacija H. obsoletus vezanih za razli¢ite biljke do-
macine, analizirana su tri mitohondrijalna (mtDNK)
genska regiona: i) 16S rRNK tRNK-Leu - NDI region
koji obuhvata 16S ribozomalnu RNK (16S rRNK), tran-
sportnu RNK za leucin (tRNK-Leu) i nikotinamid-ade-
nin-dinukleotid (NADH) dehidrogenazu subjedinicu 1
(ND1); ii) COI - tRNK-Leu - COII koji obuhvata gene
za citohrom oksidazu subjedinicu 1 (COI), tRNK-Leu
i citohrom oksidazu subjedinicu 2 (COI); iii) region
gena COI duzine 1150 baznih parova (bp), ukljucujuci
i barkoding region (Tabela 1).

Prvi region, 16S rRNK - tRNK-Leu - ND1, uku-
pne duzine 400 bp, umnoZen je pomocu LR-N-12945 i
N1-J-12261 para prajmera (Hedin, 1997) (Tabela 1). PCR
umnozavanje vrseno je u 20 ul zapremini reakcione
smese sadrzaja: KAPA Taqg A pufer (1 x 1.5 mM MgCl,),
MgCl, (1.5 mM), dNTPs (0.5 mM), prajmeri (0.4 pM),
KAPA Taq polimeraza (Kapabiosystems) (0.0375 U/nl)
i1 pl ekstrahovane DNK uzorka. Da bi se eliminisala
mogucnost da je tokom pripreme uzoraka doSlo do

Tabela 1. Analizirani genski regioni mtDNK sa odgovaraju¢im prajmerima i sekvencama.
Table 1. Analyzed mtDNA gene regions with corresponding primers and sequences.

DuZina Naziv
Genski region analiziranog . Sekvenca prajmera u 5°—3’ smeru Literatura
. prajmera
regiona
16S rRNK — tRNK 400 bp LR-N-12945 CGACCTCGATGTTGAATTAA Hedin (1997)
-Leu - ND1 N1-J-12261 TCGTAAGAAATTATTTGAGC Hedin (1997)
COI- tRNK- 7800p $2792 ATACCTCGACGTTATTCAGA Brown i sar. (1996)
Leu - COI A3661 CCACAAATTTCTGAACATTGACCA Brown i sar. (1996)
col 1150b LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer i sar. (1994)
P UEAS8 TAACCTTTTTTCCCCAACATTTT Lunt i sar. (1996)
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Ho1 Ho2 Ho3 Ho4 Ho5 Ho6 B Ho+ Ho1l Ho2 Ho3 Ho4 Ho5 Ho6 B Ho+ M

16S rRNK - tRNK-Leu - ND1

unakrsne kontaminacije, na svakih 10 uzoraka je pri-
menjena negativna kontrola koju predstavlja dodat-
na tubica sa reagensima potrebnim za umnozavanje
DNK, u koju je umesto 1 pl uzorka dodat 1 p1l moleku-
larne vode. Umnozavanije je uradeno u Eppendorf Ma-
stercycler“ep, prema slede¢em termalnom protokolu:
inicijalna denaturacija 95°C 2 min; denaturacija 95°C
30 s, hibridizacija prajmera 48°C 1 min, ekstenzija 72°C
90 s (35 ciklusa), finalna ekstenzija 72°C 10 min.

Drugi region, COI - tRNK-Leu - COII, ukupne
duzine 780 bp, umnozen je upotrebom prajmera
S2792 i1 A3661 (Brown i sar., 1996) (Tabela 1). Uslovi
reakcije umnozavanja bili su sli¢ni prethodno opi-
sanim, kao i protokol pripreme uzoraka. Termalni
uslovi reakcije bili su identi¢ni gore opisanim, dok
je reakciona smesa sadrzala viSu finalnu koncetra-
ciju MgCl, (5 mM).

Analiza tre¢eg mtDNK regiona, 1150 bp COI
gena, izvrSena je umnozavanjem pomocu para praj-
mera LCO1490 (Folmer i sar., 1994) i UEAS8 (Lunt i
sar., 1996) (Tabela 1.). Umnozavanje DNK vrs$eno je
u 20 pl zapremini PCR smeSe sadrzaja: KAPA Taq A
pufer (1 x 1.smM MgCl,), MgCl, (2.25 mM), dNTPs
(0.6 mM), prajmeri (0.5 mM), KAPA Taq polimera-
za (Kapabiosystems) (0.05 U/nl) i 1 nl DNK uzorka.
UmnoZavanje je vrSeno prema slede¢em termalnom
protokolu: inicijalna denaturacija 94°C 3 min; dena-
turacija 94°C 1 min, elongacija 48°C 1 min, ekstenzi-
ja 72°C 2 min (30 ciklusa), finalna ekstenzija 72°C 7
min.

Nakon zavrSenog umnozavanja, radi provere
uspesnosti amplifikacije, 5pul PCR produkta svakog
uzorka je elektroforetski razdvojeno u 1% agaro-
znom gelu obojenom etidium bromidom i vizualizi-
rano pod UV transiluminatorom (Slika 2). Reakcije
sekvenciranja amplikona su uradene u Macrogen-u
(Juzna Koreja) na ABI Prism 3700 automatskom ka-
pilarnom sekvenatoru. Provera kvaliteta sekvenci

COlI - tRNK-Leu - COlI

Slika 2. Amplikoni dva mtD-

NK genska regiona Hyalesthes
obsoletus: 16S TRNK - tRNK-Leu
- ND11i COI- tRNK-Leu - COII;
kolone Hol-Ho6 - uzorci H.
obsoletus; B - negativna kontrola
(voda); Ho+ - pozitivna kontrola
H. obsoletus DNK.

Figure 2. Amplicones of two
mtDNA gene regions of Hya-
lesthes obsoletus: 16S TRNA

- tRNA-Leu - ND1 and COI-
tRNA-Leu - COII; Hol-Ho6

lines - H. obsoletus samples; B

- negative controle (water); Ho+
- positive control of H. obsoletus
DNA.

i njihovo prevodenje u FASTA format je uradeno u
programu FinchTV v.1.4.0 (http://www.geospiza.
com). Poredenje sekvenci i utvrdivanje nukleotid-
nih razlika je izvrSeno pomoc¢u CLUSTAL W progra-
ma integrisanog unutar MEGAS5 programa (Tamura
i sar., 2011), a ocena nukleotidnih razlika izmedu
populacija pomoc¢u engl. pairwise metoda. Za ana-
lizu filogenetskih odnosa izmedu populacija u aso-
cijaciji sa razli¢itim biljkama domacinima korisc¢eni
su Neighbor-Joining metod (Saitou i Nei, 1987) i me-
tod maksimalne parsimonije. Sve filogenetske ana-
lize uradene su pomoc¢u programa MEGA 5.

REZULTATI

Tokom istrazivanja asocijacija cikade Hyale-
sthes obsoletus sa razli¢itim biljkama domacinima,
obradeno je ukupno dvadeset dva lokaliteta u isto¢-
noj i juznoj Srbiji, na kojima su utvrdene populacija
ove cikade vezane za Convolvulus arvensis, Urtica
dioica i Crepis foetida. Na dva lokaliteta utvrdene su
populacije H. obsoletus vezane za C. arvensis kao
biljku domacina, na 12 lokaliteta populacije vezane
za U. dioica i na 8 za C. foetida kao novoutvrdenu
biljku domacina. Prisustvo i rasprostranjenje biljaka
domacina na teritoriji Srbije pokazalo je da se sve
tri biljne vrste koje su bile predmet istrazivanja ne
mogu ograniciti na korovsko-ruderalnu kategoriju
jer su pored poljoprivrednih povrsina i ruderalnih
stani$ta, koja su pod konstantnim ili povremenim
uticajem c¢oveka, prisutne i kao elementi biljnih za-
jednica u nenarusenim ekosistemima. Convolvulus
arvensis je Cesta korovska vrsta u agroekosistemi-
ma, dok se U. dioica za razliku od centralne Evrope,
gde je dominantna korovska vrsta vezana za vino-
grade, na teritoriji Srbije ¢eSc¢e javlja na ruderalnim
staniStima. Crepis foetida je zabeleZzena unutar vi-
nograda gde je na jednom od lokaliteta nadena u
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sintopiji sa C. arvensis. Medutim, ova biljka se ¢esto
javlja i na ruderalnim stanistima gde je na dva loka-
liteta registrovana u sintopiji sa U. dioica, ali je kao i
prethodne dve vrste prisutna i u prirodnim eksiste-
mima, najces¢e kserotermnih livada.

Sve tri biljke domacini koje su registrovane
na teritoriji Srbije su pokazale manje-viSe iste broj-
nosti populacija H. obsoletus nezavisno od tipa sta-
nista. Terenske aktivnosti u cilju sakupljanja imaga
H. obsoletus trajala su tokom cele sezone njihovog
leta (polovina juna do polovina avgusta) kako bi bili
pokriveni periodi kada je dinamika aktivnosti svih
populacija najvec¢a. Populacije H. obsoletus vezane
za C. arvensis su registrovane samo na dva od uku-
pno dvadeset dva lokaliteta, dok su populacije ve-
zane za U. dioica dominirale, i u ovim istrazivanja
su utvrdene na ukupno dvanaest lokaliteta gde su
insekti sakupljeni u znacajnoj brojnosti. Potvrdeno
je da se periodi leta adulta H. obsoletus u asocijaciji
sa U. dioicai C. arvensis razlikuju u vremenu pojav-
ljivanja. Jedinke vezane za C. arvensis se pojavljuju
ranije (sredina juna) i imaju Kkratak period leta koji
se preklapa u desetak dana sa populacijama veza-
nim za U. dioica. Populacije vezane za C. foetida su
veoma brojne i prisutne u letu u periodu jula mese-
ca i gotovo se u potpunosti poklapaju sa periodom
leta populacija vezanih za U. dioica.

Analize genetickih osobenosti populacija
u asocijaciji sa ove tri biljke domacina su izvrsene
na osnovu tri mtDNK regiona od kojih su dva ve¢
bila prethodno analizirana (Johannesen et al., 2008;
2012). Mitohondrijalni genski regioni 16STRNK - tR-
NK-Leu - ND1 i COI - tRNK-Leu - COII su u ana-
lizama kori$é¢eni kao jedinstvena spojena sekvenca
(engl. concatenated) u duzini od 1180 bp. Upotre-
bom CLUSTAL W programa uradeno je poravnanje
novodobijenih sekvenci sa sekvencama prethod-
no opisanih haplotipova (Johannesen et al., 2008;
2012) i kao rezultat je dobijen ukupno 21 haplotip.
Rezultati analize geneticke distance pokazali su da
je izmedu haplotipova vezanih za C. arvensis i U.
dioica sa jedne strane (17 haplotipova) i C. foetida sa
druge (4 haplotipa), prisutna konstantna geneti¢ka
distanca od 1.4%, dok su geneticke distance unutar
grupa bile 0.3% u slucaju C. arvensis i U. dioica ha-
plotiposke grupe i 0.1% u sluc¢aju haplotipova veza-
nih za C. foetida.

Rekonstrukcija filogenetskog stabla kod se-
kvenciranih primeraka izvrSena je preko modela
p-distance, primenom Neighbor-Joining metoda i
metodom maksimalne parsimonije. Na osnovu obe
analize dobijena su filogenetska stabla identi¢ne to-
pologije koja su pokazala grupisanje sekvenci u od-
nosu na njihove biljke domacine sa visokim vred-

nostima “bootstrap” testa od 100%.

Dodatnom analizom COI fragmenta duzine
1150 baznih parova potvrdena je konstantna gene-
ticka divergentnost od 2.2% izmedu populacija H.
obsoletus vezanih za razlic¢ite biljke domacine. I na
osnovu ovog genskog regiona sekvence su se grupi-
sale u dva klastera, jedan sa¢injen od primeraka u
asocijaciji sa C. arvensis i U. dioica, a drugi od pri-
meraka H. obsoletus u asocijaciji sa Crepis foetida.

DISKUSDJA

Istrazivanja asocijacija cikade vektora Hyale-
sthes obsoletus sa razli¢itim biljkama domacinima
doprinose razja$njavanju problematike epidemio-
logije stolbur fitoplazme, posebno imajuéi u vidu
da je u literaturi poznato preko 70 biljnih vrsta iz
14 familija u kojima je zabelezeno prisustvo stolbur
fitoplazme (Sforza, 1998). Biljka domacin ima fun-
damentalni znacaj i uticaj na brojnost populacija
vektora, njihovo rasprostranjenje kao i incidencu
stolbur fitoplazme u vinogradima, a pored toga kao
stalni izvor zaraze ¢ini preduslov zacetka epidemio-
loskog ciklusa bolesti i samim tim zahteva posebnu
istrazivacku paznju. U slucaju Bois Noir oboljenja,
vinova loza predstavlja krajnjeg domacina, engl.
dead end host-plant (Boudon-Padieu, 2000), $to
znaci da H. obsoletus prenosi stolbur fitoplazmu
slu¢ajnim dogadajem, pasivno, prilikom ishrane
floemskim sokovima biljke (Maixner i sar., 1995), ali
ne moze izvrSiti akviziciju fitoplazme sa vinove loze.
Problematika utvrdivanja biljke domacina, koja
omogucava razvoj larvalnih stupnjeva ali i predstav-
lja izvor hrane adultima, sve viSe dobija na znacajuu
epidemioloskim istrazivanjima i u formiranju stra-
tegije kontrole bolesti. U Evropi je pokazano da su
biljke koje su izvori zaraze stolbur fitoplazmom vr-
ste na kojima Hyalesthes obsoletus kompletira svoje
razvice: Convolvulus arvensis i Urtica dioica ili u
juznoj Francuskoj Lavandula angustifolia. U Izra-
elu H. obsoletus kompletira ceo Zivotni ciklus na
Vitex agnus-castus, ali populacije koje izle¢u nisu
zarazene fitoplazmom $to znaci da ova biljna vrsta
nije istovremeno i rezervoar biljka (Sharon, 2005).

Crepis foetida kao novozabeleZena biljka do-
macin igra potencijalno znac¢ajnu ulogu u epidemio-
logiju stolbur fitoplazme u Evropi. Obzirom da su na
ovoj biljci registrovane izuzetno brojne populacije
H. obsoletus u Srbiji, ona svakako predstavlja izvor
hrane adultima (Slika 1). Ukoliko se larvalni stadi-
jumi razvijaju na korenu ove vrste i ukoliko je ona
zaraZena fitoplazmom, otvorice se nova polja istra-
Zivanja usmerena ka utvrdivanju znacaja ove biljne
vrste u epidemiologiji stolbur fitoplazme. Crepis
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foetida ima juzno palearktic¢ko rasprostranjenje od
transkavkazja do Engleske, pa samim tim ako je u
pitanju skora$nji dogadaj promene domacina (engl.
host shift) na teritoriji jugoisto¢ne Evrope, usled
globalnog zagrevanja se sli¢na deSavanja mogu oce-
kivati Sirom areala, $to za posledicu svakako ima $i-
renje areala vektora pa i same zaraze.

Analiza tri mitohondrijalna genska regiona
populacija H. obsoletus u asocijaciji sa razli¢itim bilj-
kama domacinima pokazuje znacajnu i konstantnu
geneticku diferencijaciju Sto ukazuje na postojanje
dve divergentne linije (genotipa) koji su u vezi sa od-

govaraju¢im domacinom. Obzirom da ve¢i broj bilja-
ka domacina uvecava mogucnosti geneticke razme-
ne i lokalnih adaptacija, ovaj podatak je od izuzetnog
znacaja, daju¢i mogucénosti za stvaranje novih epide-
miologkih puteva i ciklusa (Christensen i sar., 2005).
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CREPIS FOETIDA L. - NEW HOST PLANT OF CIXIID PLANTHOPPER
HYALESTHES OBSOLETUS SIGNORET 1865 (HEMIPTERA: CIXIIDAE),

SUMMARY

VECTOR OF STOLBUR PHYTOPLASMA
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Epidemiology of plant diseases caused by phytoplasmas depends on vector’s biology and
its preference to the host plant. Grapevine yellows (GY) caused by stolbur phytoplasma
(16SrXII-A subgroup, ‘Candidatus Phytoplasma solani’), during last 15 years became one
of the economically most important diseases of the grapevine in Europe. The cixiid plant-
hopper Hyalesthes obsoletus Signoret (Hemiptera: Cixiidae) is a principle vector of stolbur
phytoplasma and has the main influence on the incidence of the disease and yield loses in
the vineyards. Epidemiological cycle of the Bois Noir (BN) is determined by the host plant
of the H. obsoletus which is primal source of the disease in the vineyard and it affects
presence of the pathogen in the insect’s population. Presence of stolbur phytoplasma and
symptoms of the BN disease is registered in all wine growing regions in Serbia.

This research was focused toward determining host plants of the H. obsoletus and its ge-
netic characteristics in order to determine epidemiological characteristics of BN in Serbia.
Based on this field research, along with populations associated with previously known
host plants nettle (Urtica dioica) and bindweed (Convolvulus arvensis), new host plant
association with Crepis foetida L (Asteraceae) was registered on several localities in east
and south Serbia.

Genetic structure of H. obsoletus populations associated with specific host plants is analy-
zed in order to obtain precise information about epidemiological cycle of stolbur phyto-
plasma in agroecosystems in Serbia. According to results of the three analyzed mtDNA re-
gions, genetic differentiation is present between H. obsoletus populations associated with
C. arvensis and U. dioica on the one and C. foetida on the other side. Domination of one
of these two genotypes in nature and distribution of the host plants provides the basis for
further research of the potential vector ability and characterization of the stolbur phytopla-
sma which is being transmitted by H. obsoletus and epidemiological cycles related to the
new host plant in Serbia.

Key words: Hyalesthes obsoletus, Crepis foetida, Serbia, vector, host plant
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MORFO-FIZIOLOSKA PROUCAVANJA IZOLATA ALTERNARIA SPP.
POREKLOM SA CELERA
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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.

Kljucne reci: celer, Alternaria, morfologija, fiziologija, porast micelije, sporulacija

UVOD

Familija Apiaceae Lindl. (familija Sargarepa
i perSuna, ranije poznata pod nazivom Umbellife-
rae Juss. ili StitonosSe) je karakteristi¢na po cvasti-
ma koje se grupiSu podsecajudi na kiSobran ili $tit.
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 zna¢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, soc¢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. Najveci broj predstavnika ovog roda su saprobi
koji se mogu nacdi 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 Sirec¢i 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 prouc¢avanja
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 (NaOCI) 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 sluc¢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 prec¢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 korisc¢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, 1ZB
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 Sto 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 zuckaste 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 nalicja. Ivica je beli¢asta i pravilna, deblji-
ne oko 3 mm. Nije uo¢eno formiranje sektora, niti
je dolazilo do promene boje podloge.

Prema rezultatima ispitivanja uticaja 5 ra-
zlicitih hranljivih podloga (Tabela 2), moze se
istac¢i 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, belic¢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

jolat 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 7¢ 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, I1ZB 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
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 6c¢ 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
I1ZB 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 10¢ 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 67.2:0.47 50.4£0.25 912033
1ZB 2¢ 9.6£0.19 23.540.47 52.8+0.51 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 32.540.33 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 6.640.39
1ZB 10¢ 6.740.41 12.940.38 40.5£0.37 150.8+0.44 107.3£0.48 754025

*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 274 +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 0ovoj 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.
Najvedi porast je kod izolata IZB 9c, a najmanji kod
IZB 5c. Najvedi 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 slucajevima 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 izduzZeno 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 kriterijum 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, Sto 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.

ZAHVALNICA
Rad je realizovan u okviru projekta TR31018
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije.

LITERATURA

Constance, L. (1971): History of the classification of Umbelliferae (Apiaceae). Heywood, V. H. Sed.C. The biology
and chemistry of the Umbelliferae, 1-11. Academic Press, London.

Downie, S. R., D. S. Katz-Downie, and M. F. Watson (2000): A phylogeny of the flowering plant family Apiaceae
based on chloroplast DNA rpl16 and rpoCl intron sequences: towards a suprageneric classification of subfamily
Apioideae. American Journal of Botany, 87: 273-292.

David, J. C. (1988): Alternaria dauci. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and Bacteria. Commonwealth My-
cological Institute, Kew Surrey England., No. 951.

Dhingra, O. D. and Sinclair, J. B. (1986): Basic Plant Pathology Methods. CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida,
USA, pp. 1-355.

Farrar, J., Pryor, B., A., and Davis, R. M. (2004): Alternaria diseases of carrot. Pl. Dis., 88: 776-784.

Elliot, J. A. (1917): Taxonomic characters of the genera Alternaria and Macrosporium. American Journal of
Botany, 4: 439-476.

Ellis. M. B. (1971): Demataceous hyphomycetes. CAB International, Wallingford, Oxon, England. 608 pp. Sinc-
lair, W. A., Lyon, H. and Johnson, W. T. 1987. Diseases of Trees and Shrubs. Cornell University Press, Ithaca, NY,
USA. 575 pp.

Elis, M. B. and Holliday, P. (1972): Alternaria radicina. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and Bacteria.
Commonwealth Mycological Institute, Kew Surrey England.No. 346.

Hong, S. G. and Pryor, B. M. (2005): Development of selective media for the isolation andenumeration of Alter-
naria species from soil and plant debris. Can. J. Microbiol / Rev. Can.Microbiol., 50: 461-468.



241 Jovana Blagojevic i sar.

Joly, P. (1964): Le genre Alternaria. Recherches physiologiques, biologiques et systematiques. Encyclopedie My-
cologique, No. 33. P. Chevalier, Paris.

Koike, S. T., Gladders, P, and Paulus, A. O. (2006): Vegetable diseases: A color handbook. Boston: Academic
Press.

Marthe, E, Scholze, P, Kramer, R., Proll, E., Hammer, K. (2002): Evaluation of parsley for resistance to the pat-
hogens Alternaria radicina, Erysiphe heraclei, Fusarium oxysporum and celery mosaic virus (CeMV). Plant
Breeding, 122: 3.

Muntanola-Cvetkovi¢, M. (1987): Opsta mikologija, Niro Knjizevne novine, Beograd, pp. 13-320.

Mogan, N., Lacey, J. (1984): Effects of temperature and pH on water relations of field and storage fungi. Transa-
ction of the British Mycological Society, 82(1): 71-82.

Nonnecke, 1. L. (1989): Vegetable production. New York: Van Nostrand Reinhold.

Peever, T. L., Ibanez, A., Akimitsu, K. and Timmer, L. W. (2004): World wide phylogeography of the citrus
brown spot pathogen, Alternaria alternata. Phytopathology, 92: 794-802.

Pryor, B. M. and Gilbertson, R. L. (2002): Relationships and taxonomic status of Alternaria radicina, A. caro-
tiincultae and A. petroselini based upon morphological, biochemical andmolecular characteristics. Mycologia,
94 (1): 49-61.

Pryor, B. M. (2002): Alternaria Leaf Blight of Cumin. In Compendium of Umbelliferous Crop.

Pryor, B. M. and Michailides, T. J. (2002): Morphological, pathogenic and molecular characterization of Alter-
naria isolates associated with alternaria late blight of pistachio. Phytopathology, 92: 406-416.

Pryor, B. M. and Strandberg, J. O. (2002): Alternaria Leaf Blight of Carrot. In Compendium of Umbelliferous
Crop Diseases, Edited by Davis, R. M. and Raid, R. N., The American Phytopathological Society, St. Paul, Mi-
nnesota, pp. 15-16.

Pryor, B. M., Strandberg, J. O., Davis, R. M. Nunez, J. J. and Gilbertson, R. L. (2002): Survival and persistence of
Alternaria dauci in carrot cropping systems.Plant. Dis., 86: 1115-1122.

Pryor, B. M. (2002): Alternaria Leaf Blight of Parsley. In Compendium of Umbelliferous Crop Diseases, Edited
by Davis, R. M. and Raid, R. N., The American Phytopathological Society, St. Paul, Minnesota, pp. 17.

Pryor, B. M. (2002): Black Rot. In Compendium of Umbelliferous Crop Diseases, Edited by Davis, R. M. and
Raid, R. N., The American Phytopathological Society, St. Paul, Minnesota, pp. 25-27.

Pryor, B. (2003): Alternaria online. Alternaria on line, University of ArizonaDiseases, Edited by Davis, R. M.
and Raid, R. N., The American Phytopathological Society,St. Paul, Minnesota, pp. 16.

Raid, R. and Roberts, P. (2004): Alternaria leaf spot (Alternaria radicina). Specific common diseases.in 2004
Florida Plant Disease Management Guide: Parsley.

Raid, R. N. (2002): Early Blight of Celery. In Compendium of Umbelliferous Crop Diseases, Edited by Davis, R.
M. and Raid, R. N., The American Phytopathological Society, St. Paul, Minnesota, pp. 20-21.

Rotem, J. (1994): The genus Alternaria, Biology, Epidemiology and Pathogenicity. APS Press, St Paul, Minneso-
ta, pp. 1-325.



Proucavanje izolata Alternaria spp. sa celera 25

Sheppard, J. and Maddox, D. (2001): Detection of Alternaria dauci and Alternaria radicina on Carrot (Daucus
carota). International seed health Initiative-Vegetables, pp 1-14.

Simmons E.G. (1967): Typification of Alternaria, Stemphylium, and Ulocladium. Mycologia, 59:67-92.
Simmons, E. G. (1992): Alternaria Taxonomy: Current Status, Viewpoint, Challenge. In Alternaria Biology,
Plant Diseases and Metabolites, Topics in Secondary Metabolism - Volume 3, ed. by Chelkowski, J. and Viscon-
ti, A., Elsevier Science Publishers B. V.,

Amsterdam, pp: 1-35.

Simmons, E.G., Roberts, R.G. (1993): Alternaria themes and variations (73). Mycotaxon 48, 109-140.

Simmons, E.G, (2007): Alternaria. An identification manual. Utrecht, the Netherlands: CBS Biodiversity Series
6. pp. 1-775.

Solfrizzo, M., De Girolamo, A., Vitti, C., Visconti, A. and van den Bulk, R. (1992): Liquid Chromatographic De-
termination of Alternaria Toxins in Carrots. PMID: 15084092 (PubMed - incexed for MEDLINE).

Strandberg, J. O. (1977): Spore Production and Dispersal of Alternaria dauci. Phytopathology, 67: 1262-1266.

Strandberg, J. O. (1987): Isolation, storage and inoculum production methods for A. dauci. Phytopathology, 77:
1008-1012.

Strandberg, J. O. (1992): Alternaria Species that Attack Vegetable Crops: Biology and Options for Disease Mana-
gement. In Alternaria Biology, Plant Diseases and Metabolites, Topics in Secondary Metabolism - Volume 3, ed.
by Chelkowski, J. and Visconti, A., Elsevier Science Publishers B. V., Amsterdam, pp: 175-208.

Strandberg, J. O. (2002): A selective medium for the detection of Alternaria dauci andAlternaria radicina.
Phytoparasitica 30: 269-284.

Thomma, B. P. H. J. (2003): Alternaria spp.: from general saprophyte to specific parasite.Molecular Plant Pat-
hology, 4: 225-236.

Wiltshire S.P. (1947): Species of Alternaria on brassicae.Mycolog Paper, 20: 1 - 15.

Wearing, A. H. (1980): .Alternaria radicina on celery in South Australia. APP Aust Plant Pathology, Melbourne:
Australian Plant Pathology Society, 9: 116.

Yu, H. S. (1992): Occurence of Alternaria species in Counties of the Far East and Their Taxonomy. In Alternaria
Biology, Plant Diseases and Metabolites, Topics in SecondaryMetabolism - Volume 3, ed. by Chelkowski, J. and
Visconti, A., Elsevier Science PublishersB. V., Amsterdam, pp: 37-62.

(Primljeno: 20.01.2014.)
(Prihvadeno: 19.03.2014.)



20

MORPHO-PHYSIOLOGICAL STUDY OF ALTERNARIA SPP.
ISOLATES FROM CELERY

JOVANA BLAGOJEVIC!, VIOLETA ORQ?, IVAN NIKOLIC?, TATJANA POPOVIC?,
GORAN ALEKSIC?, VELJKO GAVRILOVIC?, ZARKO IVANOVIC?

IScholar of Ministry of Education, Science and Technological Development
of the Republic of Serbia
2Institute for Plant Protection and Environment, Belgrade, Serbia
e-mail:kipepeoll@gmail.com

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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Prouzrokovaci »kompleksa suSenja« maline predstavljaju najvec¢i problem u njenoj proi-
zvodnji smanjujudi prinose i Zivotni vek zasada. Ovaj kompleks sac¢injen je od viSe prou-
zrokovaca bolesti, a najznacajniji u tom kompleksu je Didymella applanata, prouzrokovac
kestenaste pegavosti maline. S obzirom na biologiju patogena tretiranje biljaka tek nakon
berbe nije dovoljno efikasno jer patogen u povoljnim uslovima moze da zarazi malinu da-

REZIME

leko ranije. Cilj rada je ispitivanje efikasnosti novijih organskih fungicida primenjenih pre

i posle berbe maline kao i medjusobno poredjenje njhove bioloSke efikasnosti. Dobijeni
rezultati pokazuju da su ispitivani fungicidi ispoljili veoma visoku efikasnost u suzbijanju
D. applanata kako na listu tako i na izdancima maline (od 83.0 - 96.5%).

Kljucne reci: Didymella applanata, fungicidi, efikasnost, malina.

UVOD

Ukupnom proizvodnjom od 637.765 t godis-
nje (FAOSTAT, 2011) malina zauzima znac¢ajno mesto
u vocarskoj proizvodnji u svetu. U Srbiji je po kolici-
ni i vrednosti proizvodnje najvaznija jagodasta voc-
na vrsta, a takodje i najrentabilnija vocka (Nikoli¢ i
Milivojevi¢, 2010.). Proizvodnju maline ugrozavaju
brojni prouzrokovaci bolesti koji nanose velike Stete
u proizvodnji i iziskuju ulaganje znacajnih sredsta-
va za njihovo suzbijanje. Prouzrokovaci »komplek-
sa suSenja« maline predstavljaju najveci problem u
njenoj proizvodnji smanjujuci prinose i Zivotni vek
zasada. Ovaj kompleks sac¢injen je od viSe prouzro-
kovaca bolesti, a najznacajniji u tom kompleksu je
Didymella applanata, prouzrokovac kestenaste pe-
gavosti maline. Osim maline gljiva napada i kupinu
kao i hibride nastale njihovim ukrstanjem (William-
son, 1997). Bolest se javlja u razli¢itom intenzitetu iz
godine u godinu, u zavisnosti od uslova spoljasnje
sredine, pre svega od vlage. U su$nim godinama
bolest se slabo razvija dok se u kiSnim i vlaznim
uslovima bolest razvija veoma intenzivno. Simpto-

mi bolesti mogu se videti na listu i stablu. Na listu
se javljaju nekroti¢ne pege u obliku slova »V « koje
najceSce pocinju sa ivice lista i Sire se uz lisni nerv, a
oko pege se moze uociti hloroti¢ni oreol (Ivanovié i
Ivanovi¢, 2005). Sa lista, zaraza se $iri na lisnu dr§ku
a potom i na stablo na kome se javljaju kestenjaste
pege koje se Sire oko nodusa i mogu se ¢ak spojiti i
pokriti ¢itavu inernodiju. Tokom zime pege se »iz-
beljuju« i dobijaju srebrnkastu ili sivkastu boju i u
njima se mogu uociti pseudotecije, kasnije i piknidi
(Ivanovi¢, 2001). Zarazeni izdanci bivaju oslabljeni,
lako izmrzavaju, a ako se u prolece iz zarazenih pu-
poljaka formiraju rodne grancice one ce dati sitne i
neugledne plodove. Tokom narednog proleca i leta
dolazi do pucanja i odvajanja kore sa izdanaka (Iva-
novic i Ivanovi¢, 2005).

Zastita maline od ove bolesti veoma je tes-
ka. Osim uklanjanja i uniStavanja izdanaka koji
su doneli rod jedina efikasna mera u kontroli
bolesti je primena fungicida. U praksi je prime-
na fungicida ograni¢ena dugim vremenom ber-
be maline, i naj¢esce se izvodi tek po zavrSenoj
berbi. S obzirom na biologiju patogena tretiranje
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biljaka tek nakon berbe nije dovoljno efikasno
jer patogen u povoljnim uslovima moze da zara-
zi malinu daleko ranije. Osnovna predpostavka
je da sa tretmanima biljaka treba poceti znatno
ranije pre berbe, vodeci ra¢una o karenci, kako
bi se postigla maksimalna efikasnost u primeni
fungicida Sto bi obezbedilo ne samo vece prinose
naredne godine ve¢ i dugovec¢nost zasada koji se
progresivno suSe iz godine u godinu usled nea-
dekvatnog suzbijanja bolesti. Stoga je i cilj rada
ispitivanje efikasnosti novijih organskih fungici-
da koji se, s obzirom na mehanizam delovanja i
zadrzavanja u vidu rezidua u plodovima, mogu
primeniti ne samo posle ve¢ i pre berbe maline
kao i medjusobno poredjenje njhove bioloske
efikasnosti.

MATERIJAL 1 METODE

Ogled je izveden tokom 2013. godine na dva
lokaliteta, Donja Kamenica (Valjevo) i Divljaka
(Arilje), u zasadima maline sorte Willamette staro-
sti od 5 godina (Donja Kamenica) i 7 godina (Divlja-
ka). Uzgojni oblik je $palirskog tipa. Za ispitivanje
efikasnosti fungicida u suzbijanju D. applanata ne
postoje standardizovane EPPO metode kao za ve-
¢inu drugih prouzrokovaca bolesti pa je ogled po-

Tabela 1. Detalji primene fungicida.
Table 1. Details of fungicides application.

stavljen i voden prema iskustvima struke kao i po
drugim standardnim metodama koje se koriste za
ispitivanje efikasnosti fungicida u drugim vocar-
skim kulturama. Osnovni podaci o primeni prika-
zani su u Tabeli 1.

Eksperimentalni plan organizovan je po pot-
puno slu¢ajnom blok sistemu po metodi PP 1/152
(2) (EPPO, 1997a). Veli¢ina osnovne parcele bila
je 25 m?, a ogled je izveden u cCetiri ponavljanja.
Primena fungicida vriena je motornim lednim
orosivacem marke Solo (Solo Port 423, Germany),
potpunim kvasenjem biljaka uz upotrebu 1000 1/
ha vode. Biljke su tretirane ukupno po pet puta na
oba lokaliteta i to 3 puta pre i dva puta posle berbe
maline od fenofaze 60-92 po BBCH skali.

Ocena ogleda uradjena je na listu i stablu
jednogodis$njih izdanaka kada se ispoljila dovoljno
jasna razlika izmedu kontrole i tretiranih varijanti.
Na listu, ocena bolesti uradjena je po skali od
0-4 (0- bez zaraze, 1- od 1 do 10 % lisne povrsine
zahvac¢eno boleSc¢u, 2- od 10-25 % lisne povrSine
zahvaceno boleS¢u, 3- od 25 - 50 % lisne povrSine
zahvaceno boleSc¢u, i 4- preko 50 % lisne povrSine
zahvaceno bolesc¢u), dok je na stablu posmatrana
pojava kestenastih pega na nodusima i belezen broj
obolelih kao i ukupan broj nodusa na posmatranim
izdancima.

Lokalitet/Locality

Broj tretmana/

No. of Donja Kamenica Divljaka
treatment Vreme primene/ Vreme primene/ Time of
0 0

Time of application BBCH °C application BBCH e°C
1. 15.05.2013. 60 18 16.05.2013. 60 19
2. 30.05.2013. 67 19 31.05.2013. 67 16
3. 14.06.2013. 85 23 14.06.2013. 85 21
4. 23.07.2013. 91 26 25.07.2013. 91 26
5. 16.08.2013. 92 20 15.08.2013. 92 22
Vreme ocene/ 08.10.2013. 27.09.2013.

Time of assessment
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Obrada podataka obavljena je primenom standardnih statistickih metoda PP 1/181 (2) (EPPO, 1997b).
Intenzitet bolesti na listu izracunat je prema formuli Townsend-Heuberger-a,

T (nv)
DS (%) = -——------- , gde je n - broj listova po kategoriji, v - kategorija zaraze, N - ukupan broj listova.
4N
Izracunavanje intenziteta bolesti na stablu vrSeno je po formuli
X
DS (%) = -—----- x 100, gdeje X - broj zarazenih nodusa po ponavljanju, a Y- ukupan broj nodusa po ponavljanju.
Y

Efikasnost fungicida izra¢unata je prema formuli Abbott-a (Abbott, 1925),

XY

FE (%) = ——----—- x 100, gde je X - intenzitet bolesti u kontroli, Y- intenzitet bolesti u ispitivanoj varijanti.

X

Dobijeni podaci su potom analizirani primenom ANOVE, a sredine su poredene Duncan-ovim testom.

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Rezultati efikasnosti fungicida prikazani su u
tabelama 2, 3, 4, i 5. U netretiranim kontrolnim va-
rijantama na oba lokaliteta bolest se razvila u ume-
renom intenzitetu i to, 20,8 - 22,6% na listu i 33,1 -
34,5% na izdancima. Svi ispitivani fungicidi ispoljili
su statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontro-
lu. Rezultati prikazani u navedenim tabelama poka-
zuju da su ispitivani fungicidi ispoljili veoma visoku
efikasnost u suzbijanju D. apllanata kako na listu
tako i na izdancima maline.

Najbolji rezultati dobijeni su u varijanti gde
je primenjen izopirazam 100 g/l + difenokonazol
40 g/1u koncentraciji od 0,15 % (do 96,3195,8 % na

listu odnosno na izdancima). Nesto nizu efikasnost
(do 95,9 na listu i do 96,5 na izdancima) ispoljio
je azoksistrobin 250 g/1 primenjen u koncentraciji
od 0,075 %. Izopirazam 100 g/l + difenokonazol 40
g/l primenjen u koncentraciji od 0,1 % ispoljio je
efikasnost od 94,8-93,2 % na listu odnosno izdan-
cima $to je neSto niZe u odnosu na efikasnost u va-
rijanti sa viSom koncentracijom. Varijanta u kojoj
je primenjen difenokonazol 250 g/1 u koncentraciji
primene od 0,05 % ispoljila je nizu efikasnost od
predhodnih fungicida (do 86,2% na listu odno-
sno do 87 % na izdancima). Iako postoje razlike u
efikasnosti jedino difenokonazol 250 g/l ispoljava
statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na druge is-
pitivane fungicide.

Tabela 2. Didymella applanata. Intenzitet zaraze lista maline. (Donja Kamenica, 2013.).
Table 2. Didymella applanata. Disease intensity on raspberry leaves. (Donja Kamenica, 2013.).

Funice Onecteimn W s =%
Isopyrasam 100 /1 + difenoconasole 40 g1 0.1% 1082 010 8
Ixopyrasam 100 g1 + difenoconasole 40 2/ 0.15% 0:84a 020 %60
Netretirana kontrola/ i} 208 ¢ 1,14 -

Untreated control

*Vrednosti obeleZene istim slovima ne razlikuju se statisticki znacajno (p<0,05).LSD0.05= 0,93
*Mean values in columns followed by different letters are significantly different (p<0,05).LSD0.05= 0,93
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Tabela 3. Didymella applanata. Intenzitet zaraze izdanaka maline. (Donja Kamenica, 2013.).
Table 3. Didymella applanata. Disease intensity on raspberry canes. (Donja Kamenica, 2013.).

Fungiid Conecmenton M sa e
Teopyrasam 100 ¢ + difenoconasole 40 ¢/ 0.1% 2363 052 032
Teopyrasam 100 ¢ + difenoconasole 40 ¢/ 0.15% Lsta 038 95.6
Difenoconasole 250 ¢ 0.05% 4500 071 7.0
Avoksistrabin 250 §1 0075% 1204 0.16 96.5
Netretirana kontrola/ i 345 ¢ 231 )

Untreated control

*Vrednosti obeleZene istim slovima ne razlikuju se statisticki znac¢ajno (p<0,05). LSD0.05= 1,66
*Mean values in columns followed by different letters are significantly different (p<0,05). LSD0.05= 0,93

Tabela 4. Didymella applanata. Intenzitet zaraze lista maline. (Divljaka, 2013.).
Table 4. Didymella applanata. Disease intensity on raspberry leaves. (Divljaka, 2013.).

Fungiede Comectoman M st E
Ieopyrasam 100 g1 + difenoconasole 40 2/ 0.1% Lssa 065 93.1
Isopyrasam 100 1+ difenoconasale 40 ¢/ 0.15% 0.83 0.29 9.3
Difenoconasole 250 0.05% 313 061 862
Avoksistrabin 250 §1 0075% Loa 027 95.1
Netretirana kontrola/ i 226 c 188 )

Untreated control

*Vrednosti obelezene istim slovima ne razlikuju se statisticki znacajno (p<0,05). LSD0.05= 1,41
*Mean values in columns followed by different letters are significantly different (p<0,05). LSD0.05= 0,93

Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa rezul-
tatima drugih autora, koji su dobili pozitivne re-
zultate u suzbijanju D. apllanata primenom organ-
skih fungicida. Rekanovi¢ i saradnici, 2012. su, u
ispitivanjima efikasnosti fungicida i biofungicida
u suzbijanju D. Apllanata, utvrdili da su najbolju
efikasnost ispoljili Acanto Plus (81.29 - 87.63%) i
Switch 62.5-WG (82.28 - 85.29%). U navedenim
istrazivanjima, dobru efikasnost pokazali su i
Amistar Extra, Folicur EM 50-WP i Signum. Bio-
fungicidi koje su ispitivali, ispoljili su nisku efika-
snost, F-Stop (7.98 - 11.16%) i Polyversum (14.19
-16.94%). Shternshis i sar. (2006) su ispitujuci efe-

kat hitinase u suzbijanju D. applanata u in vitro
i poljskim uslovima utvrdili znacajan stepen inhi-
bicije formiranja plodonosnih tela i razvoja pato-
gena. Navedeni podaci ukazuju na ¢injenicu da je
primena organskih fungicida u suzbijanju pome-
nutog patogena neophodna, ne samo posle berbe,
nego i pre berbe (vodeci ra¢una o karenci), kako
bi se postigla optimalna kontrola bolesti u zasadi-
ma maline. Pravovremenom primenom fungicida
u toku vegetacije moze se posti¢i dobra kontrola
ovog patogena i dobro zdravstveno stanje malinja-
ka ¢ime se obezbedjuje dobar, kvalitetan rod i du-
govecnost zasada.
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Tabela 5. Didymella applanata. Intenzitet zaraze izdanaka maline. (Divljaka, 2013.).
Table 5. Didymella applanata. Disease intensity on raspberry canes. (Divljaka, 2013.).

Fonic, ot N I
Netretirana kontrola/ . 331c 1,81 -

Untreated control

*Vrednosti obeleZene istim slovima ne razlikuju se statisticki zna¢ajno (p<0,05). LSD, .= 1,56
*Mean values in columns followed by different letters are significantly different (p<0,05). LSD, .= 0,93
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Raspberry cane decay disease are the major problem in its production by reducing yield
and lifetime of orchards. This disease cause a several disease-causing agents, and the most
important is Didymella applanata, causal agent of raspberry spur blight. With regard to
the biology of the pathogen fungicide use postharvest is not efficient enough because pat-
hogen can infect raspberry far earlier. Therefore, the aim of this study is testing the efficacy

SUMMARY of newer organic fungicides applied before and after the harvest raspberries and mutual
comparison thereof on biological efficacy. The results show that the tested fungicides ex-
hibited very high efficacy against D. apllanata on the raspberry leavs and the canes (from
83.0 - 96.5%).

Key words: Didymella applanata, fungicides, efficacy, raspberry
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THE POSSIBILITY OF SPREADING LEPTOSPHAERIA MACULANS AND
LEPTOSPHAERIA BIGLOBOSA BY RAPESEED SEED
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Stem canker (blackleg) is economically the most important disease of oilseed rape world-
wide. This disease is caused by two species of pathogenic fungi of the genus Leptosphae-
ria: Leptosphaeria maculans (Desm.) ces. and de Not anamorf Phoma lingam (Tode. Fr.)
Desmas, that causes stem canker and blackleg root and Leptospaeria biglobosa Shoem
and Brun, that causes symptoms such as cancers of the upper part of the stem usually
causing less damage, and can cause serious damage in countries with higher summer tem-
peratures. Pathogenic fungi from one area to another are transmitted by ascospores and
contaminated (infected) seed. In order to prove the modes of transmission of parasites, the
test is done transmitting the parasite by seeds. Disinfected seeds of oilseed rape cultivars
Quinta were submerged in the suspension of pycnospores. Submerged seeds were kept at
20 2 C = 1°Cand 12 h photoperiod for 48 h. After planting in plastic containers seeds were
kept at 25 ¢ C + 1 2 C and 12h photoperiod. In this experiment the following isolates were
used: C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-1, GS-3 and Lm as a reference isolate (L. maculans) fol-
lowed by K-113, K-115 and Lb as a reference isolate (L. biglobosa). The symptoms were as-
sessed after 7 and 14 days after emergence. Ratings were made with + which meant visible
symptoms on cotyledons or hypocotyl and - what referred to healthy plants. After 7 days,
the isolates (Lm, C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-1, GS-3) were caused disease symptoms on
plants of oilseed rape. This pathogenicity is reflected in the number of seedlings, leaf spots
and stalk lodging cotyledons. At izolate Lb (reference isolate L. biglobosa) K-113 and K-115
after 7 and 14 days was not observed pathogenicity on rapeseed plants. The control variety
seeds were soaked in distilled water. The trial was set in 6 reps, and pathogenicity of fungal
isolates in relation to the control was tested using Dunette’s test. After 14 days re-isolation
of pathogen was done.

SUMMARY

Key words: Leptosphaeria maculans, Leptospaeria biglobosa, pathogenicity, pycnospo-
res, seeds, stem canker

INTRODUCTION

Oilseed rape (Brassica napus var. oleifera
L.) is one of the four most important oilseed plants
in the world (Marinkovi¢ et al. 2007). Rapeseed is
parasited by growing number of pathogenic fun-
gi: Plasmodiophora brassicae Wor. Peronospora
parasitica (Pers.) Fr. Alternaria brassicae (Berk.)
Sacce, Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. de

Not, Leptosphaeria biglobosa Shoem and Brun,
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Botry-
tis cinerea Pers, Erisiphe cruciferarum Opix ex
Junell and some others. All the above types, de-
pending on the climate and other factors, may
result in minor or major damage to crops. Black-
leg and stem canker is economically the most im-
portant disease of oilseed rape in Europe, Austra-
lia and North America (Fitt et al. 2006; Gosende
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et al., 2003; Howlett et al. 2001) This disease is
caused by two species of plant pathogenic fungi
of the genus Leptosphaeria, L. maculans (Desm.)
Ces. de Not, anamorphic stadium: Phoma lingam
(Tode ex Fr.) Desm and L. biglobosa Shoem and
Brun. Both types are present in all continents
(Anon 2004 loc cit. Fitt et al. 2006). Pathogen on
oilseed rape cause symptoms of cotyledon stage
until ripening crops (Mitrovic and Trkulja.2010).
At the root, stem and upper stem parasite caus-
es the symptoms of canker, while on the leaf and
pod occurs in the form of spots. When sowing in-
fected seeds in presence of soil moisture pycnidia
burst and release piknospore that can infect the
hypocotyl or the symptoms manifest themselves
in the form of spot of the cotyledons (Barbetti &
Khangura 2000 cit. Loc. West et al. 2001). Within
the spots on cotyledons new pycnidia are created.
These pycnidia in favorable conditions released
pycnospores that raindrops and insects transfer
to the new plant. Pycnospore germinate in infec-
tious hyphae and over stoma or wound to infect
plant tissue. Pycnospores role in the epidemiol-
ogy of the disease in Western Europe is minimal
but it is very important in Western Australia (West
et al. 2001). It was found that in Australia, infec-
tion of seedlings (cotyledon stage) except asco-
spores can cause fungus and piknospore (Barbetti
& Khangura 2000 cit. Loc. West et al. 2001). The
infected seeds can also be a source of inoculum
for the initial infection of cotyledons. These in-
fections result in the appearance of spots circular
in shape with a large number of pycnidia formed
in the early stages of plant development (Sylves-
ter-Bradley & Makepeace 1985). The possibility
of transferring pathogens seeds of cabbage, oil-
seed rape, radish and other brassicas is probably
due to that the fungus is present in all continents
(West et al. 2001).

MATERIALS AND METHODS
Isolation of fungi and obtaining pure cultures

Infected plants of oilseed rape were collect-
ed during 2009 /2010 in the region of Vojvodina.
The infected plant parts (root, stem, upper stem,
leaf, flower, pod, seeds) with certain symptoms
of disease were used for isolation of fungi. Frag-
ments of the diseased tissue were immersed in a
3% solution of sodium hypochlorite for a period
of 3-5 minutes, and then were washed with dis-
tilled water, and naturally dried in a controlled
environment. After drying, the affected tissue

fragments were applied to the culture medium
of potato dextrose agar (PDA) (Difco Detroit USA)
which was previously poured into Petri dishes. To
prevent bacterial growth, the substrate was added
50 mg of streptomycin sulfate (Galenika Belgrade,
Serbia) per liter. Petri dishes seeded with such a
substrate are placed in a thermostat at a tempera-
ture of 25 = 1° C. After 10 to 15 days was observed
the formation of pycnidia and pycnospora under
binocular. Pycnospore, which are released in the
form of droplets of pycnidia are transferred to the
tip of the needle into the plastic tube which was
previously added 2 ml of sterile water. Prepared
conidial suspension was poured into Petri dishes.
After 48 hours of germination of conidia was ob-
served under the binocular. Germinated conidia,
together with part of the nutrient medium, were
transferred to PDA medium and placed in a ther-
mostat at 25 = 1 ¢ C in order to obtain pure cul-
tures of the fungus. In this way was isolated 119
strains of the fungus, while the present studies
the following isolates were used: C-5, L-5, K-7,
LJ-3, S-11, St-1, GS-3 and Lm as a reference iso-
late (L. maculans) followed by K-113, K-115 and
Lb as a reference isolate (L. biglobosa). Reference
isolates originate from the Centre for Agricultural
Studies, Rothamsted, UK.

Disinfection of seeds

The seeds were disinfected by dipping in a
3% solution of sodium hypochlorite (NaOCI) for
3 to 5 min, and then were washed with tap water
and dried at room temperature under controlled
conditions. The success of disinfection was tested
on PDA nutrient medium. In two Petri dishes was
applied disinfected seed of cultivar Quinta. As a
control were used not disinfected seeds. In each
Petri dish were placed 5 seeds. Thus prepared
Petri dishes were placed in a thermostat at 25°C
+ 1°C in the dark. After 15 days was carried out
visual and microscopic review of seed, nutrient
medium and seedlings.

Spreading of pathogens by seed

In order to prove the way of spreading para-
sites, the test is done on spreading of the parasite by
seeds. The suspension of pycnospores was prepared
as follows: Each isolate was applied to a PDA nu-
trient medium with three replications. After 10-15
days on the basis a binocular reviews in Petri dishes
was added 10 ml of sterile distilled water (Bonman
et al. 1981). Sterile glass rod was gently withdrawn
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over the surface of pycnidia and mycelium to obtain
release of piknospora. In prepared suspension of py-
cnospora and mycelium is submerged seed of rape-
seed cultivar Quinta. The submerged seed was kept
at 20 2 C = 1 ¢ C and 12 h photoperiod for 48 h. By 5
inoculated seeds were then sown in plastic conta-
iners with cell diameter 4 x 5 cm filled with com-
post. After planting, plastic containers were kept at
25 2 C =1 2 C and 12h photoperiod. The appearance
of symptoms was assessed after 7 and 14 days after
emergence of the plants. Ratings were made with
+ which meant visible symptoms on cotyledons or
hypocotyl and - what referred to healthy plants. The
control variety seeds were soaked in distilled water.
The experiment was set to 6 replicates and patho-
genicity of fungal isolates in relation to the control
was tested using Dunette’s test (Table 1). After 14
days was performed re-isolation pathogen.

RESULTS AND DISCUSSION

Number of infected (failed) and healthy
plants was the main criterion for assessing the
level of pathogenicity (transfer of parasite seed)
of tested isolates. After 7 days, all the isolates (Lm,
C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-1, GS-3) are shown at
specific pathogenicity of rapeseed plants (Fig. 1.2).
The pathogenicity was manifested in the number
of seedlings, the number of lodged plants, leaf spot
cotyledon and hypocotyl (Fig. 1) and (Fig. 2). At L.b
(reference isolate L. biglobosa) K-113 and K-115
strains after 7 days was not observed pathogenic-
ity on oilseed rape plants. Number of seedlings in
these isolates was similar to the control treatment
(Graph.1). Even after 14 days (Lb, K-113 and K-115
isolates) was not observed occurrence of symptoms
on plants (Graph. 2)

Table 1. Pathogenicity of isolates compared to the control application (Dunette’s test).
Tabela 1. Patogenost izolata u poredenju sa kontrolom (Danetov test).

Isolates % of germinated plants after 7 days % of healthy plants after 14 days
(Izolati) (% niklih biljaka posle 7 dana) (% zdravih biljaka posle 14 dana)
L.m ns* *
L.b ns ns
C-5 ns *x
L-5 ns HoE
K-7 ns ok
Lj-3 ns ok
S-11 o ok
St-1 *% %
GS-3 *% *%
K-113 ns ns
K-115 ns ns

ns- not significant; *P < 0.05; **P < (.01

(ns- nije znacajno)

all comparisons were done with arcsin transformated data
(*sva poredena radena sa arcsin transformisanim podacima)
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Limiting factor in the production of rapeseed,
which in recent years expanding the production re-
gions of our country, are a great number of plant
pathogenic fungi. Among the many diseases, stem
canker is an economically important disease of oil-
seed rape in the world (Fitt et al., 2006), and prob-
ably in the near future with us. The parasite causes
the symptoms on cotyledon and growth stages until
maturity (Petrie, 1979, Paul and Rawlinson, 1992).
The fungus is naturally maintained by pycnidia, my-
celia and pseudotecija (Williams, 1992). On the basis
of performed tests all isolates: Lm, C-5, L-5, K-7, L.J-3,
S-11, St-1, GS-3 caused the symptoms of the disease
on rapeseed seedlings except isolates of Lb, K -113,
and K-115, which means that they cannot be trans-
mitted by seed of rapeseed (Graph.1). After 14 days,
the percentage of dead plants, arising from infected

Fig.1. Symptoms in oilseed rape
plants originated from seeds ino-
culated with L. maculans.

Slika 1. Simptomi na biljkama
uljane repice kao posledica zaraze-
nosti semena gljivom L. maculans.

Fig.2. Symptoms on the hypocotyl
and cotyledons of rapeseed plants
caused from infected seed with L.
maculans (left: infected plants,
right: healthy plant).

Slika 2. Simptomi na hipokotilu i
kotiledonima biljaka uljane repice
kao posledica zarazenosti semena
gljivom L. maculans (le vo: zaraze-
ne biljke, desno zdrave biljke).

seed has increased among most of the isolates, which
agrees with the results of Bonman et al. (1981). The
appearance of symptoms of the hypocotyl and coty-
ledons infected seeds, indicate that the parasite may
be transmitted in this way (Petrie 1979b, 1992 Hall,
Wood and Barbetti, 1977a). Wood & Barbetti (1977a)
reported that in Western Australia, the percentage of
infected seeds ranges from 0.1-0.2%, while in Canada
it ranges up to 5% (Hall et al. 1996). Gabrielson (1983)
reported that the seed can be infected up to 18%. In
addition to oilseed rape pathogen is transmitted by
other brassica (Gugel & Petrie 1992). The presence
of L. maculans and L. biglobosa in the world where
rape is grown and on all continents can be interpret-
ed as the ability to transfer them to the seed of this
plant (West et. al 2001). The frequent occurrence of
symptoms on cotyledons and hypocotyl in Australia,
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Graph. 1. Pathogenicity of iso-
lates on the oilseed rape plants
after 7 days.

Grafik 1. Patogenost izolata na
biljkama uljane repice posle 7
dana.
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Graph. 2. Pathogenicity of iso-
lates on the oilseed rape plants
after 14 days.

Grafik 2. Patogenost izolata na

despite the ascospores is associated with frequent
contamination of seeds (Barbetti and Khangura cit.
Loc. West et al. 2001, West et al., 2001). Although in-
fections are on rare seeds, can be very important in
the spread of pathogens into new regions (Jacobsen
& Williams, 1971), or the spread of the fungus within
the same and neighbouring regions (Bonman et al.,
1981). In experiments in Canada, frequent infections
seeds initially caused a leaf spot on plants and later
pathogen caused stem canker (Hall et al. 1996). These
statements confirm our examination of the possibili-
ty of transmission of the fungus by the seed.

CONCLUSION

Isolates C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-1
and GS-3 caused symptoms after 7 and 14 days,

biljkama uljane repice posle 14

K113 K115 control
dana.

whereas occurrence of symptoms at K-113 and
K-115 was not observed. The results obtained in
these studies provide new information on patho-
genic fungi of stem canker on rapeseed in Serbia,
which contributes to a better understanding of
the epidemiology of the disease and easier con-
trol. Based on the conducted research it can be
concluded that the pathogenic fungus L. macu-
lans and L. biglobosa can be transmitted also by
rapeseed seed.
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REZIME

MOGUCNOST PRENOSENJA LEPTOSPHAERIA MACULANS |
LEPTOSPHAERIA BIGLOBOSA SEMENOM ULJANE REPICE

PETAR MITROVIC!, ZELJKO MILOVAC!, VOJISLAV TRKULJA?, BOJAN JOCKOVIC!,

VELIMIR RADIC!, NENAD DUSANIC!, ANA MARJANOVIC-JEROMELA!

!nstitut za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad, Srbija
2Poljoprivredni fakultet, Banja Luka, Poljoprivredni Institut, Banja Luka

Rak stabla (crna noga) je najznacajnije oboljenje uljane repice Sirom sveta. Bolest mogu
prouzrokovati dve vrste patogenih gljiva iz roda Leptosphaeria: Leptosphaeria maculans
(Desm.) ces. i de Not, anamorf Phoma lingam (Tode. Fr.) Desmas, koja prouzrokuje rak
stabla i crnu nogu na korenu i Leptospaeria biglobosa Shoem and Brun, koja prouzrokuje
simptome sli¢ne raku ali na gornjim delovima stabla obi¢no prouzrokujuci manje Stete. Oz-
biljnije Stete mogu nastati u zemljama sa visim letnjim temperaturama. Patogene gljive se iz
jedne oblasti u drugu prenose askosporama i zaraZzenim semenom. Da bi se utvrdili nac¢ini
prenoSenja parazita testirana je mogucnost prenoSenja semenom. Dezinfikovano seme ul-
jane repice, kultivara Quinta je potopljeno u suspenziju piknospora. Ovakvo seme je drzano
na 20°C = 1°C i 12h fotoperiodu tokom 48 sati. Posle setve seme je preneto u plasti¢ne po-
sude a temperatura ¢uvanja je bila 25°C = 12 Ci fotoperiod od 12h. U ovom eksperimentu
koriSc¢eni su slededi izolati: C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-1, GS-3 i Lm kao referentni izolat
(L. maculans) kao i K-113, K-115 i Lb kao referentni izolat (L. biglobosa). Ocena prisustva
simptoma je radena posle 7 i 14 dana od nicanja. Sa znakom + su se obelezavale biljke sa
vidljivim simptomima na kotiledonima ili hipokotilu a znakom - biljke bez pojave simpto-
ma. Posle 7 dana izolati Lm, C-5, L-5, K-7, LJ-3, S-11, St-11i GS-3 su izazvali simptome boles-
ti na biljkama uljane repice. Patogenost se ogledala kroz broj oStecenih klijanaca, lisnih
pega i povijenih kotiledona. Kod izolata Lb (referentni izolat L. biglobosa) K-113 i K-115
posle 7 i 14 dana nije primec¢ena patogenost na biljkama uljane repice. Kontrolna varijanta
semena je potapana u destilovanu vodu. Ogled je postavljen u 6 ponavljanja, i patogenost
izolata gljive u odnosu na kontrolu je izrazena Danetovim testom. Posle 14 dana izvedena je
ponovna izolacija patogena.

Kljucne reci: Leptosphaeria maculans, Leptospaeria biglobosa, patogenost, piknospore,
seme, rak stabla

(Primljeno: 20.02.2014.)
(Prihvacdeno: 26.03.2014.)
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SUMMARY

EFFECT OF CALCIUM SALTS ON
POSTHARVEST FUNGAL PATHOGENS IN VITRO
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ERIKA PFAF DOLOVAC?, SVETLANA ZIVKOVIC?

IScholar of Ministry of Education, Science and Technological Development
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In the recent years, several studies have shown that calcium salts may have potential as
environmentally compatible, nontoxic fungicides for controlling postharvest fungal patho-
gens. Therefore, the objective of this study was to evaluate and compare the effects of cal-
cium chloride and calcium hydroxide on in vitro mycelial growth, spore germination and
germ tube growth of Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides, Alternaria alternata,
and Penicillium expansum. The obtained results showed that the fungal isolates grew sim-
ilarly or stimulated in the presence of 1 and 1.5% calcium salts compared to the control.
After seven days of incubation, reduction of mycelial growth was observed only on PDA
supplemented with 2% calcium salts. Calcium chloride and calcium hydroxide at 1.5% and
2.0% concentrations significantly decreased spore germination and germ tube growth of all
fungal isolates. The results of this study show that the tested calcium salts can be used as a
alternative treatment against postharvest fungal pathogens C. acutatum, C. gloeosporioi-
des, A. alternata and P. expansum.

Key words: postharvest fungal pathogens, calcium salts, in vitro effect

INTRODUCTION

Synthetic fungicides have been routinely
used to control postharvest diseases. However, the
development of fungicide resistance and an increa-
sing environmental concern over fungicide residues
in food have stimulated to find alternative means for
controlling postharvest decay (Holmes and Eckert,
1999). Among alternatives to synthetic chemicals,
several inorganic salts and organic, lipophilic acids
and their salts have shown increasing evidence of
efficacy in controlling plant pathogens. Many of
these salts are widely used in industry as preserva-
tives and antimicrobials (Russell and Gould, 1991)
and have shown some advantages for utilization as
postharvest chemicals, such as a broad-spectrum
antimicrobial activity with low mammalian toxicity
(Olivier et al., 1998), and biocompatibility (Horst et
al., 1992).

Several studies have been undertaken in re-

cent years identifying the fungicidal properties of
many different antimicrobial salts. Sodium carbo-
nate, sodium bicarbonate, potassium carbonate, po-
tassium bicarbonate, ammonium bicarbonate, and
potassium silicate have been tested for inhibition of
fungal pathogens on fruits, vegetables, field crops
and ornamentals. These salts demonstrated in vitro
and/or in vivo inhibition of Fusarium tricinctum,
E graminearum, E sporotrichioides, Aspergillus
ochraceus, A. flavus, A. niger, P. griseofulvum, P.
notatum, P, digitatum, P. expansum, Botrytis cine-
rea, Helminthosporium solani, C. acutatum, and
C. gloeosporioides (DePasquale et al., 1990; Olivier
et al., 1998; Smilanick et al., 1999; Karabulut et al.,
2001; Hervieux et al., 2002; Conway et al., 2007;
Hasan et al., 2012). Sorbic and propionic acids and
their salts are used as preserving additives in mi-
lled corn and have been tested for the suppression
of mycotoxins and storage molds (Rusul et al., 1987;
Buazzi and Marth, 1991).



Effect of calcium salts on fungal pathogens

Calcium is a key plant nutrient that has a
significant role in cell functions, including redu-
cing softening and senescence of fruits (Conway
et al., 1991). Many disorders of crops, such as bi-
tter pit in apple, cork spot in pear, and blossom
end rot in tomato that are caused by calcium de-
ficiency could be reduced by calcium spraying
(Kader, 2002). The most common form of calcium
supplement is calcium chloride, however, many
proprietary products containing calcium in other
forms, or combined with other nutrients are ava-
ilable.

Few studies have examined the potential
role of calcium supplementation in the posthar-
vest period for reducing decay (Conway et al.,
1994). Saftner et al. (1997) reported that posthar-
vest calcium treatment of apples provided bro-
ad-spectrum protection against P. expansum and
B. cinerea, and Alternaria rot of the apple culti-
var Nittany was effectively managed with pre-
and postharvest calcium applications (Biggs et
al., 1993; Biggs et al., 2000; Maouni et al., 2007).
Biggs (1999) examined the effects of calcium salt
solutions on two Colletotrichum species origi-
nated from apple fruits. The results verified the
effect of calcium salts on reduction of disease se-
verity, expressed as lesion diameter. Also, there
are few reports about effects of calcium salts on
infection of tropical fruits by Colletotrichum spp.
(Chillet et al., 2000; Mahmud et al., 2008; Mada-
ni et al., 2014). The ability of calcium to reduce
the development of postharvest diseases of fruit
has been attributed mainly to the formation of
calcium cross-linkages in the cell wall, resulting
in decreased effectiveness of cell wall-macerating
enzymes secreted by the pathogen (Conway et al.,
1988).

Postharvest fungal decay may cause signifi-
cant losses to the apple production and storage in
Serbia. Therefore, the present study was conducted
in order to examine and compare the effects of two
calcium salts on in vitro growth, spore germination
and germ tube elongation of the postharvest patho-
gens C. acutatum, C. gloeosporioides, A. alternata,
and P. expansum.

MATERIAL AND METHODS
Pathogens
C. acutatum, C. gloeosporioides, A. alterna-
ta, and P expansum were isolated from decayed

apple fruits. The fungi were maintained on potato
dextrose agar (PDA) at 4°C.

Effect of calcium salts on mycelial growth in vitro

Pure calcium salts used in this study were
calcium chloride and calcium hydroxide. Salts were
prepared in sterile deionzed distilled water, added
to autoclaved warm (~50°C) PDA to provide a final
concentration of 1, 1.5, and 2% (w/v). An agar disc
(®5 mm) taken from an active colony of tested fun-
gal pathogens was placed in the center of each of
three replicate Petri plates. PDA not supplemented
with calcium salts served as a control. The all Petri
plates were incubated at 25°C, and growth was asse-
ssed after 7 days.

Effect of calcium salts on spore germination and
germ tube elongation in vitro

Spore suspensions of all tested fungal patho-
gens were obtained from 2- week-old cultures in-
cubated at 25°C by flooding the cultures with ster-
ile-distilled water containing 0.05% (v/v) Tween 80,
and filtered through four layers of sterilized cheese-
cloth. Spore concentration was determined with a
hemacytometer, and adjusted to 1x10° conidia/ml.
Aliquots of 100 ul of the pathogen suspension were
transferred to glass tubes containing 5 ml potato
dextrose broth (PDB), and then the tested chem-
icals were added to each tube to achieve the pro-
posed concentration. All tubes were put on a rotary
shaker at 110 rpm at 25°C. After 18 h incubation, 100
spores of pathogens were measured for germina-
tion rate. Spores were considered germinated when
germ tube length was equal to or greater than spore
length.

The efficacy of each treatment was calculated
according to the following formula: R(%) = K-T/K x
100, where R is reduction, K is spore germination or
germ tube growth in control medium, and T is spore
germination or germ tube growth in a medium with
tested calcium salts.

Statistical Analysis

All treatments consisted of three replicates,
and experiments were repeated twice. The data
were analyzed by analysis of variance (ANOVA).
Mean values were compared using Duncan’s mul-
tiple range test, and significance was evaluated at
P<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Calcium chloride and calcium hydroxide
at 1% stimulated mycelial growth of C. acutatum
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Fig. 1. Effect of calcium salts on mycelial growth of
C. acutatum. Means with the same letter are not
significantly different according to the Duncan’s
multiple range test (P<0.05).

SI. 1. Efekat kalcijumovih soli na porast micelije C.
acutatum. Vrednosti sa istim slovom nisu statistic¢-
ki znacajno razli¢ite na osnovu Duncan’s multiple
range testa (P<0.05).
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Fig. 3. Effect of calcium salts on mycelial growth

of A. alternata. Means with the same letter are not
significantly different according to the Duncan’s
multiple range test (P<0.05).

SlL. 3. Efekat kalcijumovih soli na porast micelije A.
alternata. Vrednosti sa istim slovom nisu statistic¢ki
znacajno razlic¢ite na osnovu Duncan’s multiple
range testa (P<0.05).

and C. gloeosporioides relative to the control. The
mycelial growth at 1.5% calcium salts was similar
compared to the control (Fig. 1-2). Also, no reducti-
on in growth was observed when A. alternata and
P. expansum were cultured on PDA supplemented
with 1% calcium chloride and calcium hydroxide
(Fig. 3-4). In this experiment, only the calcium salts
at 2% concentration reduced mycelial growth of all
tested pathogens, relative to the control. Our results
are in agreement with those of other researchers
who demonstrated that the fungal isolates grew
similarly or stimulated in the presence of calcium

C. gloeosporioides
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Fig. 2. Effect of calcium salts on mycelial growth of
C. gloeosporioides. Means with the same letter are
not significantly different according to the Dun-
can’s multiple range test (P<0.05).

Sl. 2. Efekat kalcijumovih soli na porast micelije

C. gloeosporioides. Vrednosti sa istim slovom nisu
statisticki znac¢ajno razli¢ite na osnovu Duncan’s
multiple range testa (P<0.05).

P. expansum
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Fig. 4. Effect of calcium salts on mycelial growth of
P. expansum. Means with the same letter are not
significantly different according to the Duncan’s
multiple range test (P<0.05).

Sl. 4. Efekat kalcijumovih soli na porast micelije P
expansum. Vrednosti sa istim slovom nisu statistic¢-
ki znacajno razli¢ite na osnovu Duncan’s multiple
range testa (P<0.05).

salts compared to the control (Biggs, 2004; Madani
et al., 2014). Tian et al. (2002) recorded that calcium
chloride at 2% inhibited the growth of R. stolonifer,
although calcium chloride was tolerated by A. alter-
nata and P. expansum in vitro where their growth
was highly affected only at 6% concentration (Mao-
uni et al., 2007). Calcium salts also have been shown
to reduce mycelial growth in vitro and reduce inci-
dence and severity of infection of peach fruits and
shoots by Monilinia fructicola and Leucostoma
persoonii, respectively (Biggs and Peterson, 1990;
Biggs et al., 1997).
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Table 1. Effect of calcium salts on in vitro conidial germination and germ tube growth of postharvest fungal

pathogens.
Tabela 1. In vitro efekat kalcijumovih soli na klijavost konidija i porast klicine cevi skladis$nih gljivi¢nih pato-
gena.
Pathogen
Patogen
reatment o v C C A. P
retman ..
acutatum gloeosporioides alternata expansum
RGTG** RGTG RGTG RGTG
RSG* (%) %) RSG (%) %) RSG (%) %) RSG (%) %)
. 1 16.8d*** 35.3d 16.3¢ 29.4d 21.1d 38.9d 31.5d 46.6¢
Shallocl};ldl:: 1.5 24.3c 47.4c 23.4b 41.5¢ 38.8¢c 49.6¢ 44 3¢ 59.3b
38.5a 57.1a 38.2a 53.1a 52.7a 63.8a 61.1a 70.5a
. 1 16.2d 34.1d 13.3d 30.4d 22.5d 37.5d 32.8d 47.6¢
Calcium 15 23.6¢ 46.1c 24.7b 40.9¢ 38.1c¢ 47.5¢ 44.6¢ 59.8b
hydroxide
32.8b 53.3b 37.9a 48.7b 47.4b 59.8b 57.8b 70.2a

RSG* - Reduction of spore germination; RGTG** - Reduction of germ tube growth; *** - Means in column
followed by the same letter are not significantly different according to the Duncan’s multiple range test

(P<0.05).

RSG* - Redukcija klijavosti konidija; RGTG** - Redukcija porasta klicine cevi; *** - Vrednosti u koloni oznace-
ne istim slovom nisu statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite na osnovu Duncan’s multiple range testa (P<0.05).

Conidial germination assay were conducted
to test the potential for calcium chloride and cal-
cium hydroxide at different concentrations to in-
hibit germination of postharvest fungal pathogens.
The both of calcium slats were effective in reduc-
ing the spore germination and germ tube growth of
C. acutatum, C. gloeosporioides, A. alternata and
P. expansum. In most cases, in treatments with 1
and 1.5% calcium salts, inhibition percentage did
not exceed 50%. The spore germination of all test-
ed pathogens was decreased significantly on PDA
supplemented with 2% calcium salts (Table 1.). Also,
inhibition of germ tube growth was greater, and in-
creases with salts concentration (Table 1.). Our find-
ings are in agreement with those of Eryani-Raqeeb
et al. (2009) who demonstrated that high concen-
tration of calcium reduced spore germination of the
papaya anthracnose pathogen. Droby et al. (1997)
observed inhibition of spore germination and germ
tube elongation of P. digitatum in culture, as well as
inhibition of polygalacturonase activity. Wisniewski
et al. (1995) have indicated that calcium chloride re-
duced germination and germ tube elongation of B.
cinerea and P. expansum in vitro. Increasing con-
centrations of calcium chloride (25-175mM) result-
ed in decreased spore germination and germ tube
growth of both pathogens, but the greatest effect
was observed in the case of B. cinerea.

Reduced spore germination shows that the
pathogen may be more sensitive to calcium at the
conidial stage relative to the mycelial growth stage.

The mechanisms by which calcium salts inhibited
fungal spore germination and germ tube elongation
are not known. One hypothesis is that high concen-
tration of extracellular calcium may increase calci-
um in the cytosol to toxic levels. With a minimum
level of calcium ion concentration being necessary
for normal cell growth, any limitation in regulation
of intracellular calcium level may result in reduced
organism development (Droby et al., 1997). Calci-
um ions may reduce the incidence of fungal infe-
ction by directly inhibiting fungal growth and by
inhibiting cell wall-degrading enzymes produced
by the pathogens. These effects were probably due
the toxicity of higher concentration of calcium on
pathogens by affecting the osmotic balance in the
fungal cells and inhibition of pectinolytic enzymes
(Miceli et al., 1999).

Several studies have shown that calcium salts
may have potential as environmentally compati-
ble, nontoxic fungicides for controlling postharvest
pathogens. Our results support these findings by
showing that calcium chloride and calcium hydrox-
ide restrict in vitro conidial germination and germ
tube growth of C. acutatum, C. gloeosporioides, A.
alternata, and P. expansum.
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REZIME

IN VITRO EFEKAT KALCIJUMOVIH SOLI NA
GLJIVICNE SKLADISNE PATOGENE

STEFAN STOSIC!, SASA STOJANOVIC?, ANJA MILOSAVLJEVIC?,
ERIKA PFAF DOLOVAC?, SVETLANA ZIVKOVIC?

IStipendista Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije

2Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd
e-mail:stefan.stosic@gmail.com

Tokom poslednjih nekoliko godina, vise studija je pokazalo da u kontroli gljivi¢nih skladis-
nih patogena soli kalcijuma mogu imati potencijal kao ekoloski kompatibilni, netoksi¢ni
fungicidi. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio da se u in vitro uslovima procene i uporede efek-
ti kalcijum hlorida i kalcijum hidroksida na porast micelije, klijavost konidija i rast klicine
cevi gljiva C. acutatum, C. gloeosporioides, A. alternata, i P expansum. Dobijeni rezultati
su pokazali da je u prisustvu 1 i 1,5% kalcijumovih soli porast izolata gljiva u tretmanima
slican ili povecan u odnosu na kontrolu. Nakon 7 dana inkubacije, redukcija porasta miceli-
je je utvdena samo na PDA podlozi sa 2% soli kalcijuma. Kalcijum hlorid i kalcijum hidrok-
sid u koncentracijama od 1,5 i 2,0% znacajno smanjuju klijavost konidija i rast klicinih cevi
svih ispitivanih izolata gljiva. Rezultati ove studije pokazuju da se testirane soli kalcijuma
mogu primeniti kao alternativni tretman u kontroli gljivi¢nih skladiSnih patogena, C. acu-
tatum, C. gloeosporioides, A. alternata i P expansum.

Kljuéne reci: gljivi¢ni skladis$ni patogeni, soli kalcijuma, in vitro efekat

(Primljeno: 31.01.2014.)
(Prihvacdeno: 28.02.2014.)
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