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U periodu od 2005. do 2014. godine, sakupljeno je 19 izolata Alternaria petroselini pore-
klom iz lista, korena i semena perSuna, kao i infestiranog zemljista i analizirano na osnovu
morfoloskih, patogenih i molekularnih osobina. Svi izolati formirali su tamnosive kolonije
na PDA i supstratno obrazovali mikrosklerocije, kao i obojene, elipsoidno okruglaste, feo-
diktiosporne konidije pojedina¢no na kratkim konidioforama. Ispitujuci patogenost i krug
domacina inokulacijom suspenzijom spora, svi ispitivani izolati ispoljili su patogenost za
persun, pastrnak, celer i korijander, slabu patogenost za mrkvu, morac i anis, a nisu bili
infektivni za crni luk, kupus, papriku, paradajz i krastavac. Molekularna detekcija korisce-
njem prajmera specifi¢nih za detekciju A. radicina nije uspela da napravi razliku izmedu
izolata dve srodne, ali razlic¢ite vrste, A. radicinai A. petroselini. Dalja karakterizacija izolata
A. petroselini poreklom iz Srbije, obavljena je sekvenciranjem razli¢itih genskih segmenata
ukljucujudi ITS rDNK, kao i Alt al i EFla gene. BLAST analiza pokazala je da su sekvence
Alt al i EFla gena najpouzdanije za razlikovanje A. petroselini od drugih blisko srodnih
vrsta (25-27 odnosno 10-12 nukleotida razlike od izolata A. radicina). Sekvence ITS rDNK
regiona bile su korisne, ali ne i potpuno informativne za identifikaciju izolata A. petroselini.

Kljuéne reci: Alternaria petroselini, morfoloSka identifikacija, sekvenciranje, ITS rDNK,
Alt a1, EFla

UVOD

Persun (Petroselinum crispum (Mill.) Nym.)
je dvogodis$nja biljka iz familije Apiaceae koja se
uglavnom gaji kao jednogodi$nja zbog zadebljalog
korena ili liSc¢a i najc¢e$ce koristi kao zacin, sveza ili
osu$ena. Osim toga, osuSeni koren, esencijalna ulja
i ekstrakt perSuna imaju Siroku primenu u narodnoj
medicini kao sredstvo protiv nadimanja, diuretik i
za izluc¢ivanje Stetnih materija iz organizma.

Brojni patogeni kao S$to su Septoria petrose-
lini, Rhizoctonia solani, Erisyphe heraclei, Cerco-
spora spp., Puccinia spp. i drugi mogu da ugroze
proizvodnju perSsuna (Minchinton et al., 2006).
Ipak, razlicite vrste iz roda Alternaria, medu koji-
ma su A. petroselini (Neergaard) E.G.Simmons, A.
smyrnii (Crouan) E.G.Simmons i A. selini E.G.Sim-

mons, smatraju se najznacajnijim u proizvodnji
persuna u mnogim regionima gajenja. A. petroselini
prouzrokovac pegavosti i suSenja lista perSuna je na-
jrasprostranjenija, i ¢esto ekonomski najznacajnija
(Minchinton et al., 2006). Pocetni simptomi obol-
jenja uocavaju se u vidu sitnih, tamnih, nekroti¢nih
pega na listovima i lisnoj peteljci i to prvo na stari-
jim, a kasnije na skoro svim listovima. Usled razvoja
bolesti pege se Sire i medusobno spajaju i mogu zah-
vatiti vec¢i deo lista koji zuti i propada. U slucaju vi-
sokog intenziteta oboljenja moze do¢i i do potpune
defolijacije. Iako su mlade tek iznikle biljke i starije
fazama razvoja perSuna. Razvoju bolesti pogoduje
toplo i kiSovito vreme, dok se spore najefikasnije
prenose vetrom.

A. petroselini odrzava se i Siri zarazenim se-
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menom (Pryor, 2002; Bulaji¢ et al., 2009). Pored
toga, moze zadrzati vitalnost duzi vremenski period
i u biljnim ostacima u zemljiStu. A. petroselini ima
uzak krug domacina koji pored persuna ukljuc¢uje
samo jo$ nekoliko vrsta iz familije Apiaceae, kao
$to su pastrnak, celer i mora¢ (Pryor, 2002). Nje-
no prisustvo zabeleZeno je na perSunu u Australiji
(Cunnington et al., 2006), Japanu (Nishikawa and
Nakashima, 2013), Velikoj Britaniji (Jones and Bak-
er, 2007) i Srbiji (Bulaji¢ i sar., 2005), na moracu u
Holandiji (Pryor and Asma, 2007), Italiji (Infanti-
no et al., 2009) i Spaniji (Bassimba et al., 2012) i na
Carya cathayensis u Kini (Liu et al., 2013).

A. petroselini pripada radicina grupi roda
Alternaria zajedno sa jo$ nekoliko srodnih vrsta
ukljucujudi tipicne predstavnike grupe A. radicina
i A. carotiincultae patogene uglavnom za mrkvu.
Velika sli¢nost i preklapanje morfoloskih i pato-
genih karakteristika izolata razlic¢itih vrsta otezavaju
pravilnu identifikaciju (Pryor and Gilbertson, 2002;
Farrar et al., 2004). Za razlikovanje ovih vrsta upo-
trebljavaju se brojne molekularne osobine ukljuc¢u-
juci stepen slicnosti sekvenci odredenih genskih
segmenata (Pryor and Gilbertson, 2002; Park et al.,
2008).

Nakon prve detekcije u Srbiji (Bulaji¢ i sar.,
2005) A. petroselini postala je jedan od najvazni-
jih patogena perSuna u nasoj zemlji. Osnovni cilj
ovih istrazivanja bio je da se: (i) ispitaju glavne
morfoloSke karakteristike i njihova pogodnost da
posluze kao taksonomski kriterijumi, (i) utvrdi ek-
sperimentalni krug domacina izolata poreklom iz
Srbije, (iii) ispita mogucénost molekularne detekcije
specifi¢ne za vrstu i (iv) izvrsi molekularna identi-
fikacija izolata sekvenciranjem vecéeg broja genskih
regiona ukljucujudi ITS rDNK, Alt al i EFla gene.

MATERDAL I METODE
Izolacija patogena i dobijanje izolata

U periodu od 2005. do 2014. godine, prik-
upljeno je 76 uzoraka lista, korena i semena persu-
na i infestiranog zemljista i dobijeno je ukupno 19
izolata A. petroselini. Izolacija patogena obavljena je
na podlogu od krompir-dekstroznog agara (potato
dextrose agar, PDA) primenom standardnog fitopa-
toloSkog postupka nakon ¢ega su izolati odrzavani
na ravnoj ili kosoj PDA podlozi na temperaturi od
22°C odnosno 8°C.

Morfoloske karakteristike

Preliminarna identifikacija svih dobijenih

izolata obavljena je na osnovu proucavanja mor-
foloskih makroskopskih i mikroskopskih osobina
monosporijalnih kultura starih 10 dana, odgajenih
na PDA i podlozi od lista mrkve (carrot leaf agar,
CLA) na temperaturi od 24°C. Proucavanje mak-
roskopskih osobina obuhvatilo je pracenje brzine
porasta, izgleda i boje kolonije, lu¢enja pigmenata,
obrazovanja kristala i mikrosklerocija i drugih tvor-
evina. Od mikroskopskih osobina proucavane su
oblik, boja i dimenzije konidija, izgled konidiofora
i prostorni raspored formiranih konidija, prisustvo i
duzina kljuna, kao i katenulacija, odnosno prostorni
nacin sporulacije (Pryor and Gilbertson, 2002; Park
et al., 2008). Prosekom obra¢unatim za najmanje
100 ponovljenih merenja, odredivane su dimenzije
svih tvorevina.

Provera patogenosti i odredivanje kruga domacina

Test provere patogenosti i odredivanje kru-
ga domacina svih izolata ukljuc¢enih u istrazivan-
ja obavljen je inokulacijom po pet biljaka perSuna
(Petroselinum crispum), mrkve (Daucus carota),
pastrnka (Pastinaca sativa), celera (Apium grave-
olens), moraca (Foenicum vulgare), anisa (Pimpi-
nella anisum), korijandera (Coriandrum sativum),
crnog luka (Allium cepa), kupusa (Brassica ol-
eracea), paprike (Capsicum annuum), paradaj-
za (Solanum lycopersicum) i krastavca (Cucumis
sativus). Sve biljke inokulisane su u fazi 2-4 prava
lista prskanjem suspenzijom konidija pripremljen-
om od kultura starih 10 dana, odgajenih na PDA u
mraku na temperaturi od 24°C. U razvijene koloni-
je nalivana je potrebna koli¢ina sterilne destilovane
vode i konidije su odvajane od podloge staklen-
im Stapi¢em, a koncentracija dobijene suspenzije
podeSena je hemocitometrom na 2x10° konidija/
ml. Kao negativna kontrola koriS¢eni su sejanci is-
tih biljaka, prskani sterilnom vodom. U cilju obez-
bedivanja uslova povisene vlaznosti, biljke su po
inokulaciji pokrivane plasti¢nim kesama koje su na-
kon dva dana uklonjene. Pojava simptoma prac¢ena
je svakodnevno do 14 dana posle inokulacije.

Molekularna detekcija

U cilju molekularne detekcije 19 izolata A.
petroselini poreklom iz Srbije, kao i potvrde re-
zultata dobijenih konvencionalnim mikoloskim
metodama primenjena je metoda lan¢ane reakcije
polimeraze (polymerase chain reaction, PCR). Es-
trakcija ukupnih DNK obavljena je iz micelije ¢istih
kultura patogena starih sedam dana odgajenih u
te¢noj krompir-dekstroznoj ¢orbi (potato dectrose
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broth, PDB) na temperaturi od 24°C, Kori$¢enjem
DNeasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germa-
ny), a prema uputstvu proizvodaca. Molekularna
detekcija obavljena je koriS¢enjem specificnih pra-
jmera za detekciju A. radicina, ARF2/ARR3 (Kon-
stantinova et al., 2002) i Pa2071/Pa2072 (Pryor and
Gilbertson, 2001).

Sve PCR reakcije obavljene su u radnoj za-
premini od 25 pl, koriS¢enjem 12,5 nl 2X PCR Mas-
ter miksa koji sadrzi 2 mM MgCl, (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania), 6,5 jil RNase-free vode,
po 2,5 nl svakog prajmera (finalne koncentracije 0,6
uM) i1 pl ekstrahovane ukupne DNK uzorka. Kao
pozitivna kontrola koriS¢en je referentni izolat A.
petroselini BMP139 (izolat iz kolekcije profesora B.
M. Pryor, Univerzitet u Arizoni, Tucson, Arizona,
USA), a kao negativna kontrola RNase-free voda koja
je dodata u pripremljenu PCR smes$u umesto ciljane
DNK. Kao referentni izolati za vrste A. radicina, A.
dauci i A. alternata koriS¢ena su po dva izolata iz
kolekcije Katedre za fitopatologiju, Instituta za fito-
medicinu, Univerziteta u Beogradu-Poljoprivrednog
Fakulteta, kao i referentni izolat A. radicina BMP79
(iz kolekcije profesora B. M. Pryor). Uslovi trostru-
kog koraka i o¢ekivana veli¢ina amplikona za svaki
par koris¢enih prajmera nalaze se u Tabeli 1.

Vizuelizacija dobijenih produkata izvrsena
je elektroforezom u 1% agaroznom gelu, bojenjem
u rastvoru etidijum-bromida finalne koncentracije
0,5 pg/ml i posmatranjem pod UV transilumina-
torom. Za odredivanje veli¢cine umnoZenog amp-
likona koris¢en je marker, MassRuler™ DNA ladder,
Mix (Fermentas Life Sciences).

Molekulrna identifikacija

Dalja molekularna identifikacija dva odabra-
na izolata Ap69 poreklom sa semena i Ap95 pore-
klom iz zemljista i iznalaZenje najpogodnijeg regi-
ona genoma za razlikovanje A. petroselini i blisko
srodnih vrsta obavljena je umnozavanjem i sekven-
ciranjem ITS regiona rDNK, koriS¢enjem prajmera
ITS5/ITS4 (White et al., 1990), kao i Alt al i EFla
gena koriS¢enjem prajmera Alt-for/Alt-rev odnosno
EF1-728F/EF1-986R (Park et al., 2008) prikaza-
nih u Tabeli 1. Sve PCR reakcije obavljene su u 25
ul reakcione smes$e na napred opisan nacin, a uslovi
trostrukog koraka i oc¢ekivane veli¢ine amplikona
dobijene kori$¢enjem odgovarajuceg para prajmera
prikazani su u Tabeli 1.

Umnozeni fragmenti ITS regiona rDNK,
Alt al i EFla gena ispitivanih izolata poslati su na
usluzno sekvenciranje u oba pravca sa prajmerima
koris¢enim za amplifikaciju na ABI 3730XL auto-

matskom kapilarnom sekvenatoru u MACROGEN
Inc. (http://dna.macrogen.com, Korea). Dobijene
sekvence obradene su u programu FinchTV Version
1.4.0. i medusobno uporedene pomoc¢u CLUSTAL
W programa (Thompson et al., 1994) integrisanog
u MEGAS softver (Tamura et al., 2011). Tako dobi-
jene konsenzus sekvence podnete su u GenBank
bazu podataka, gde su im dodeljeni pristupni broje-
vi (GenBank Accession Number) i analizirane upo-
trebom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
algoritma, kao i prora¢unom nukleotidne sli¢nosti
dobijenih sekvenci sa sekvencama odgovarajuceg
regiona genoma izolata Alternaria sp. dostupnih u
GenBank bazi podataka.

REZULTATI 1 DISKUSIJA
Simptomi bolesti i konvencionalna identifikacija

Pregledom useva persuna u Srbiji u periodu
2005-2014. godina u skoro svim pregledanim use-
vima primecena je pojava pegavosti i suSenja lisca.
U pocetnim fazama razvoja bolesti primeceni su
simptomi u vidu sitnih, brojnih, tamnih pega na
lis¢u. Kasnije, usled Sirenja i spajanja pega, nekro-
zom je bila zahvacdena veca povrsSina listova koji su
se susili i propadali. Osim na listu, simptomi izdu-
Zenih, nekroti¢nih pega zabelezeni su i na lisnoj
drsci. Iz liS¢a sa opisanim simptomima, dobijena su
dva izolata gljive koje su na osnovu izgleda kolonije
i konidija preliminarno identifikovane kao A. pe-
troselini. Osim toga, iz komercijalno dostupnog se-
mena persuna izolovano je jo$ 14 izolata, iz korena
i korenovog vrata perSuna sa simptomima nekroze
jo$ dva izolata, a iz infestiranog zemljiSta metodom
mamaka jedan izolat. Od prve detekcije ovog pa-
togena 2005. godine (Bulaji¢ i sar., 2005), izdvoje-
no je ukupno 19 izolata A. petroselini poreklom iz
lista, korena i semena perSuna, kao i infestiranog
zemljiSta, koji su medusobno uporedivani. Mada se
persun ubraja u grupu useva koji se gaje na manjim
povrSinama, u Srbiji se tradicionalno gaji kao zna-
¢ajna zacinska i povrtarska biljna vrsta i A. petrose-
lini kao prourokovac¢ pegavosti i suSenja lista svake
godine nanosi Stete u proizvodnji ove kulture (Bula-
ji¢ isar., 2005). Pegavost listova dovodi do znacajnih
ekonomskih gubitaka u proizvodnji perSuna u sve-
tu, jer listovi biljaka koje se koriste kao zac¢inske mo-
raju biti besprekornog izgleda da bi bile iznete na
trziste (Agnew, 2001; Raid and Roberts, 2004). Osim
toga, usled oslabljene vitalnosti biljaka prisustvo A.
petroselini obi¢no je praceno i visokim intezitetom
zaraze drugim bolestima lista koje zajedno dovode
do potpunog propadanija listova.
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Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni za detekciju i identifikaciju izolata Alternaria petroselini.
Table 1. Primers used for detection and identification isolates of Alternaria petroselini.

Trostruki korak (temperatura/vreme)

Genski region i i Velicina
Genomigc Prajmer Cycling (temp./time) amplikona (bp) Literaturni izvor
region Primer  pepaturacija Hibridizacija Elongacija Broj ciklusa A.mplicon Reference
Denaturation Annealing  Extension No. of cylces size (bp)
ARF2 ;
ITS 94°C/60's  57°C/40s  72°C/60's 35 251 Konstantinova et al.,
A. radicina ARR3 2002
Pa2071 ;
IS 94°C/60s  60°C/90's  72°C/120's 40 ~900 Pryor and Gilbertson,
A. radicina Pa2072 2001
ITS ITS5 ‘
E . 95°C/30 s 50°C/30 s 72°C/60 s 35 500-600 White et al., 1990
ucariota 1TS4
Alt-for
Alt al 94°C/40 s 57°C/40 s 72°C/60 s 35 512-513 Park et al., 2008
Alt-rev
EF1-728F
EFla 94°C/40 s 55°C/40 s 72°C/60 s 35 279-280 Park et al., 2008
EF1-986R

Slika 1. Alternaria petroselini: Pojedina¢ne, tamno
smede, feodiktiosporne konidije.
Figure 1. Alternaria petroselini: Solitary, dark
brown, feodictiosporic conidia.

Slika 3. Alternaria petroselini: Nekroti¢ne pege na
vestac¢ki zarazenim biljkama persuna.

Figure 3. Alternaria petroselini: Necrotic spots on
artificialy inoculated parsley plants.

]

Slika 2. Alternaria petroselini: Mikrosklerocije.
Figure 2. Alternaria petroselini: Microsclerotia.

Svi izolati analizirani u ovom radu pokazali su
uniformne morfololoSke osobine koje su po karak-
teristikama odgovarale opisu za vrstu A. petroselini
(Pryor and Gilbertson, 2002; Pryor and Asma, 2007;
Nishikawa and Nakashima, 2013). Na PDA podlozi,
svi ispitivani izolati formirali su tamnosive, skoro
crne kolonije sa ravnim ili blago talasastim ivicama
i gustom somotastom vazduSastom micelijom. Ko-
lonije svih izolata rasle su brzo na PDA, bez zaustav-
ljanja i nakon sedam dana na temperaturi od 24°C
dostizale su pre¢nik od oko 80 mm. Ni kod jednog
ispitivanog izolata nije doslo do lu¢enja pigmenta.

Na CLA podlozi svi ispitivani izolati su obil-
no sporulisali nakon sedam dana pri temperaturi
od 24°C i formirali su pojedina¢ne tamno smede,
feodiktiosporne konidije elipsoidno okruglastog
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Tabela 2. BLAST analiza dobijenih sekvenci izolata Alternaria petroselini poreklom iz Srbije sa sekvencama

iz GenBank baze podataka.

Table 2. Comparison of sequences of Serbian Alternaria petroselini isolates to a sequence database using

BLAST analysis.
Izolat
Ciljna sekvenca Isolate
Genomic region
Ap69 Ap95
EU781948 EU807868

ITS rDNK
Pokrivenost 100%

Alt al KM102530

Pokrivenost 100%

EFla KM102533

Pokrivenost 94%

BLAST: A. petroselini 100%
A. radicina 99% (5-6 nt*)

BLAST: 4. petroselini 100%
A. radicina 95% (25 ili 27 nt)

BLAST: A. petroselini i A. selini 100%
A. radicina 94% (12 nt)

BLAST: A. petroselini 100%
A. radicina 99% (5-6 nt)

KM102531
BLAST: 4. petroselini 100%
A. radicina 95% (25 ili 27 nt)

KM102532
BLAST: 4. petroselini 100%
A. radicina 95% (10 nt)

2 razlika u broju nukleotida; * - number of nucleotide substitutions.

oblika bez kljuna (Slika 1), veli¢ine 17,5-45 x 12,5-
27,5 pm (u proseku 29,9 x 19,92 pm). Konidije su
se najceSe formirale na kratkim i nerazgranatim
konidioforama, dok se granjanje retko uocavalo. Svi
izolati A. petroselini poreklom iz Srbije formirali
su mikrosklerocije (Slika 2). Pryor and Gilbertson
(2002) prvi su uocili da izolati A. petroselini mogu
formirati mikrosklerocije $to je kasnije potvrdeno
od strane drugih autora (Pryor and Asma, 2007; In-
fantino et al., 2009), dok Nishikawa and Nakashima
(2013) nisu precizirali da li njihovi izolati formiraju
mikrosklerocije.

Provera patogenosti i odredivanje kruga domacina

Infektivnost i patogenost svih ispitivanih
izolata A. petroselini bila je uniformna i usmere-
na samo na odredene biljke iz familije Apiaceae.
U uslovima postavljenog eksperimenta ispitivani
izolati A. petroselini poreklom iz Srbije ispoljili su
patogenost na perSunu, pastrnaku, celeru i kori-
janderu, slabu patogenost na mrkvi, moracu i ani-
su, a nisu bili infektivni za crni luk, kupus, papriku,
paradajz i krastavac. Svih 19 izolata ukljuc¢enih u
ispitivanja izazvalo je reakciju u vidu brojnih pega
na listovima inokulisanih biljaka per$una (Slika 3),
pastrnaka, celera i korijandera Sest dana po inoku-
laciji, dok je 8-10 dana nakon inokulacije dolazilo
do potpunog suSenja biljaka. Na inokulisanim bil-
jkama mrkve, moraca i anisa zabeleZena je pojava
malog broja pega, $to je ocenjeno kao slaba patog-
enost i u saglasnosti je sa rezultatima drugih au-
tora (Pryor and Gilbertson, 2002; Nishikawa and
Nakashima, 2013). Kod biljaka koje ne pripadaju

familiji Apiaceae nije doSlo do pojave simptoma 14
dana po inokulaciji $to ukazuje da A. petroselini
ima uzak krug domacina ograni¢en samo na biljke
iz jedne familije.

Molekularna detekcija i identifikacija

Primenom molekularnih metoda i koriSce-
njem dva para prajmera specifi¢nih za detekciju A.
radicina ARF2/ARR3 i Pa2071/Pa207 (Pryor and Gi-
Ibertson, 2001; Konstantinova et al., 2002) uspes$no
su amplifikovani produkti odgovarajuce veli¢ine od
oko 251 bp, odnosno 900 bp kod svih 19 ispitivanih
izolata A. petroselini poreklom iz Srbije, kao i kod
referentnog izolata A. petroselini BMP139. Osim
toga, oba para specificnih prajmera amplifikovali
su produkt odgovarajuce veli¢ine i kod dva srpska
izolata A. radicina, kao i kod referentnog izolata za
ovu vrstu BMP79. Mada su oba para prajmera di-
zajnirana na osnovu ITS regiona rDNK A. radicina
koji kod razli¢itih vrsta gljiva moze ispoljiti razlike u
velic¢ini, dobijeni amplikoni A. petroselinii A. radi-
cina nisu se razlikovali, verovatno jer se radi o blisko
srodnim vrstama (Pryor and Gilbertson, 2002). Iako
su ovi prajmeri oznac¢eni kao specifi¢ni za vrstu A.
radicina, ¢injenica da su amplifikovali sve izolate A.
petroselini i A. radicina pokazuje da se njihovom
primenom ne moze izvrsiti razlikovanje ove dve
srodne vrste (Pryor and Gilbertson, 2002). U sagla-
snosti sa ovim istrazivanjima su i rezultati Pryor and
Gilbertson (2001) koji su sa specifi¢cnim prajmerima
Pa2071/Pa2072 detektovali izolate obe vrste, dok
Infantino et al. (2009) navode da primenom ovih
prajmera nisu uspeli da amplifikuju svoje izolate A.
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petroselini. Primenom ovih prajmera nisu amplifi-
kovani referetni izolati A. dauci i A. alternata pore-
klom sa mrkve iz kolekcije Katedre za fitopatologiju,
$to je ukazuje na delimi¢nu specifi¢nost koris¢enih
prajmera i mogucnost njihovog koriS¢enja u rutin-
skim istrazivanjima.

Nakon sekvenciranja i obrade sekvenci ITS
regiona rDNK i Alt al i EFla gena dva odabrana izo-
lata poreklom iz Srbije (Ap69 i Ap95), sekvence su
deponovane u GenBank bazu podataka, a njihovi
pristupni brojevi prikazani su u Tabeli 2. Porede-
nje sekvenci dva izolata A. petroselini poreklom iz
Srbije pokazalo je da su oni medusobno potpuno
identi¢ni u sekvenci ITS regiona rDNK i Alt al gena
(100% nukleotidne identi¢nosti), dok se na osno-
vu sekvence EFla gena razlikuju u dva nukleotida
(99,3% nukleotidne sli¢nosti).

BLAST analiza sekvenci tri genska regiona
odabranih izolata A. petroselini iz Srbije pokazala
je najvecu sli¢nost sa izolatima A. petroselini, ali i
izolatima nekoliko srodnih vrsta: A. smyrnii, A. se-
lini, A. radicina i A. carotiincultae, sa kojima dele
od 93% do 100% nukleotidne identi¢nosti (Tabela
2). Sekvence ITS regiona rDNK odabranih izolata
A. petroselini poreklom iz Srbije najve¢u nukleo-
tidnu sli¢nost 99-100% pokazale su sa pet izolata A.
petroselini iz Irana (AY154685), Italije (FJ623264),
Holandije (EF636901), Japana (AB678216) i
SAD (AF229454), kao i sa Sest izolata A. radici-
na (EU781949, FJ958190, EU807870, AY154704,
DQ394074 i DQ394073) poreklom iz razli¢itih delo-
va sveta.

Analiza sekvence Alt al gena, pokazala je da
oba izolata A. petroselini poreklom iz Srbije najvecu
nukleotidnu sli¢nost od 100% dele sa dva izolata A.
petroselini, poreklom iz SAD (AY563288) i Japana
(AB744030). Nukleotidnu sli¢nost od 98% dele sa
izolatom A. smyrnii iz SAD (AY563289), a sli¢nost
od 94-95% sa 13 izolata A. radicina (AY563286,
EU139330, EU139331, KJ733011, KJ733002,
KJ732991, EU139346, KJ733004 i KJ732995) i A.
carotiincultae (AY563287, EU139320, EU139321 i
EU139329) poreklom iz razli¢itih delova sveta (Ta-
bela 2).

Poredenjem sekvence EFla gena, dva izolata
A. petroselini poreklom iz Srbije najve¢u nukleot-
idnu sli¢nost od 100% pokazala su sa izolatima A.
selini (EU139352) i A. petroselini (AY563288) porek-
lom iz SAD, i 99% sli¢nosti sa izolatom A. petrose-
lini nepoznatog porekla (KC584677). Nukleotidnu
sli¢nost od 97% izolati poreklom iz Srbije pokazuju sa
izolatom A. smyrnii (AY563289), a 93-95% sli¢nosti
sa Cetiri izolata A. radicina (EU139398, EU139399) i
A. carotiincultae (EU139388, EU139389) poreklom

iz razli¢itih delova sveta (Tabela 2).

Dobijeni rezultati pokazuju da su Alt aliEFla
regioni najinformativniji za identifikaciju vrsta koje
pripadaju radicina grupi roda Alternaria, dok su
sekvence ITS rDNK regiona informativne, ali ne i
dovoljne za razlikovanje srodnih vrsta. Do sli¢nih
rezultata u svojim istrazivanjima dosli su i Pryor and
Gilberson (2002), Park et al. (2008) i Nishikawa and
Nakashima (2013).

Morfoloske karakteristike poput brzog poras-
ta kolonije i formiranja mikrosklerocija, kao i anal-
iza sekvenci Alt al i EFla gena pokazale su se pou-
zdanim za identifikaciju i razdvajanje A. petroselini
od srodnih vrsta u okviru roda Alternaria, naroci-
to radicina grupe. Zbog velikog ekonomskog uti-
caja, pre svega na proizvodnju lista perSuna, dalja
istrazivanja bi trebalo usmeriti na razvijanje pou-
zdanih i brzih protokola detekcije ovog patogena u
biljkama i semenu perSuna. Kako je primena hemi-
jske zaStite otezana, testiranje razli¢itih genotipo-
va perSuna na otpornost pokazalo bi se korisnim
u izboru pocetnog semenskog materijala i samim
tim poboljsalo proizvodnju ove kulture. Osim toga,
proucavanje kruga domacdina omogucava uspesSnu
primenu plodoreda koji takode predstavlja jednu od
osnovnih mera borbe od A. petroselini.
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BLACK LEAF SPOT - IMPORTANT DISEASE OF PARSLEY IN SERBIA

SUMMARY

IVANA STANKOVIC, KATARINA MILOJEVIC, ANA VUCUROVIC,
DUSAN NIKOLIC, BRANKA KRSTIC, ALEKSANDRA BULAJIC
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In the period 2005-2014, total of 19 isolates of Alternaria petroselini originating from par-
sley leaves, taproot and seed, as well as infested soil were collected and analyzed on the
bases of morphological, pathogenic and molecular features. All isolates formed dark gray
colonies on PDA and subsurfacely produced microsclerotia, as well as pigmented, broadly
ellipsoidal, singly feodyctiosporic conidia. Pathogenicity and host range studies using spore
suspension spray inoculation, revealed that isolates were pathogenic for parsley, parsnip,
celery and coriander, weakly pathogenic for carrot, fennel and anise, and not pathogenic
for onion, cabbage, pepper, tomato, and cucumber. Molecular detection utilizing A. radici-
na specific primers failed to demonstrate difference between two closely related but diffe-
rent species, A. radicina and A. petroselini. For further confirmation of idendty of Serbian
A. petroselini isolates, sequencing of selected genomic fragments including ITS rDNA, Alt
al and EFla protein coding genes was performed. BLAST search revealed that the most
reliable molecular delineation between A. petroselini and closely related species could
be achieved on the bases of sequence analysis of Alt al and EFla genes (25-27, and 10-12
nucleotide differences from A. radicina isolates, respectively), while sequence of ITS rDNA
were helpful, but not completely informative for identification of A. petroselini isolates.

Key words: Alternaria petroselini, morphological identification, sequencing, ITS rDNA,
Alt a1, EFla
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