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REZIME

Alternaria petroselini (Neergard) Simmons, prouzrokova¢ pegavosti i sudenja lista
periuna (Petroselinum crispum (Mill.) Nym.) izaziva znacajne Stete u proizvodniji lis¢a i ko-
rena persuna. Ova gljiva, Cije je prisustvo nedavno utvrdeno i u na3oj zemlji, odrzava se
i Siri zarazenim semenom i biljnim ostacima u zemljistu. Ispitujuci prisustvo A. petroselini
u nasoj zemlji, vrseni su pregledi zarazenih biljaka na lokalitetu Mandelos, obavljene
izolacije gljive iz zemljista sa istog lokaliteta, i pregledano vise uzoraka komercijalnog
semena perduna. Dobijeno je ukupno sedam izolata, jedan iz zarazenih listova persuna,
jedan iz zemljista i pet sa semena. Nakon provere patogenosti, izolati su determinisani i
uporedeni na osnovu morfoloskih osobina, izgleda kolonije istih kultura, oblika, veli¢ine
konidija, katenulacije, kao i kruga domacina.

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je da izolati A. petroselini razli¢itog porek-
la ispoljavaju uniformne makroskopske i mikroskopske morfoloske osobine i imaju isti
krug domacina. Na KDA podlozi, svi izolati formiraju tamnosive, skoro crne, kolonije sa
blago talasastim ivicama, gustom somotastom sjajnom vazdusnom micelijom. Konidije
se formiraju u velikom broju, pojedinacno, naj¢esc¢e na kratkim i nerazgranatim konidi-
oforama, glatke su, tamnosmede boje, diktiosporne i Cesto ulegnute na poprecnim
septama. Dimenzije konidija su 16.25-47.50 um (29.22 um) x 12.5-27.5 um (19.62 ym).
Ispitivani izolati ispoljili su patogenost prema persunu, pastrnaku, celeru i korijanderu, a
nisu patogeni za mrkvu, anis, morac, crni luk, papriku, paradajz, kupus i krastavac.

Kljuéne reci: Persun; Alternaria petroselini, morfoloske osobine; krug domacina

uvoD

Alternaria  petroselini  (Neergard) Simmons,
prouzrokoval pegavosti i suSenja lista perSuna
(Agnew, 2001), moze da izazove znalajne Stete u
proizvodnji korena i lid¢a perduna (Petroselinum
crispum (Mill) Nym.) (Pryor, 2003a). Simptomi
ovog oboljenja uocavaju se na listu perSuna kao
nekroti¢ne, tamne pege koje se mogu spajati i za-
hvatiti veéi deo liske, zbog ¢ega listovi gube svo-
ju trzidnu vrednost. U slucaju jakog intenziteta

oboljenja dolazi do su$enja listova, prvo starijih, a
kasnije skoro svih. U takvim usevima onemoguceno
je mehanizovano vadenje korenova iz zemlje, §to
mnogostruko povecava Stete (Farar i sar., 2004).

A. petroselini se, kao 1 veéina gljiva iz roda Alter-
naria, odrzava i §iri zarazenim semenom i biljnim
ostacima u zemljiStu (Rotem, 1994; Thomma,
2003). Agnew (2001) navodi da spore ove gljive

mogu da preZive dug vremenski period na semenu
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domacina, ili na zarazenim ostacima prethodnog
useva perSuna. Kontrola bolesti koju A. perroselini
izaziva je vrlo teska i uglavnom se svodi na upotre-
bu zdravog semena i plodoreda u trajanju od naj-
manje Sest godina (Farar i sar., 2004). Hemijske
mere borbe su moguce, ali sa ograni¢enim uspehom.
Osnovni problem u hemijskoj kontroli lisne pega-
vosti persuna jeste taj $to fungicid tesko dospeva do
starijih listova zbog gustog sklopa samog useva, a
tu se oboljenje prvo pojavljuje (Agnew, 2001; Farar
i sar., 2004).

Pegavost i susenje listova prouzrokovana gljivom
A. petroselini nedavno je opisano i u nasoj zem-
lji (Bulaji¢ i sar., 2004). Iz tog razloga u toku ovih
istrazivanja prikupljeno je viSe izolata iz obolelih
biljaka, sa zarazenog semena kao i iz zemljista. Cilj
je bio da se izolati razli¢itog porekla okarakterisu
i medusobno uporede. Detaljna identifikacija i up-
oredne osobine izolata razli¢itog porekla znacajni
su za pravilnu primenu odgovaraju¢ih mera zastite.
Osim toga, jedna od pracenih odlika, domadina,
ima moguéu prakti¢nu primenu u plodoredu.

MATERIUJAL | METODE

Izolacija iz listova

Izolacija je obavljena iz per$una sa simptomima
oboljenja na lokalitetu Mandelos, Sremska Mitro-
vica. Sakupljeni su uzorci listova i lisnih peteljki
persuna i iz njih je obavljena izolacija po standard-
nom postupku. Fragmenti liski i peteljki sa simpto-
mima povr$inski su sterilisani 2% rastvorom natri-
jum-hipohlorita (NaOCl) u trajanju od 40 s, visak
te¢nosti je upijen sterilnim filter papirom i fragmenti
su postavljeni na sterilnu KDA podlogu. Inkubacija
je obavljena na 23°C, u mraku 2-3 dana.

Izolacija iz semena

Na 12 uzoraka komercijalnog semena perSuna
sorti "berlinski dugi”, "berlinski”, "domaci lidéar”,
“berlinski srednje dugi” i "muskaraus”, ispitivano je
prisustvo 4. petroselini, naklijavanjem na filter pa-
piru (Fox, 1993; Ivanovi¢ i Mijatovi¢, 2003). Od
svakog uzorka postavljano je po 100 povrsinski
sterilisanih (2% natrijumhipohlorit, NaOCI, u tra-
janju od 2 min.) semenki, na vlazan filter papir u
Petri-kutije i inkubirano u mraku na 28°C do kli-
janja semena. Ona koja nisu klijala, kao i seme sa
klijancima lo3eg zdravstvenog stanja, izdvajana su,
postavljana na sterilnu KDA podlogu i inkubirana
na 23°C u mraku 2-3 dana. Na osnovu makroskop-

skih i mikroskopskih osobina kolonija dobijenih
izolata, morfologije, katenulacije i veli¢ine konidija,
odabrane su &iste kulture gljive za dalji rad.

Izolacija iz zemljista

Metodom mamaka (Fox, 1993), vréene su izo-
lacije gljive iz zemljista, prikupljenog na lokalitetu
Mandelos. U zemljiste su usadeni zdravi klijanci
persuna, prethodno odgajeni u sterilisanom pesku.
Klijanci su gajeni u zemljistu do pojave simptoma,
a kao kontrola posluzili su klijanci odgajeni na isti
nacin, ali usadeni u sterilisan pesak. Iz klijanaca sa
simptomima, izvréena je izolacija na KDA, kao §to
je ranije opisano.

Provera patogenosti

Svi izolati, bez obzira na nadin izolacije, izd-
vojeni su u vidu monosporijale kulture i njihova
patogenost proverena je prskanjem listova perSuna
suspenzijom spora (koncentracije oko 10° konidija/
ml). Suspenzija je pripremljena iz kultura starih 10
dana, odgajenih na KDA, u mraku na 23°C. Inoku-
lisane biljke su odrzavane u uslovima staklenika.
U cilju obezbedenja $to povoljnijih uslova vlage,
biljke su po inokulaciji pokrivane najlonom koji je
posle dva dana uklonjen. Pojava simptoma o¢itana
je sedam dana po inokulaciji. Sa listova per§una sa
simptomima izvr$ena je reizolacija.

Makroskopske i mikroskopske odlike

Kod svih dobijenih izolata ispitivane su mak-
roskopske i mikroskopske osobine kultura starih 10
dana, odgajenih na KDA, u mraku na 23°C. Izolati
su determinisani na osnovu slede¢ih makroskop-
skih morfoloskih osobina: izgled kolonije distih
kultura, nacin i brzina porasta na KDA, katenulaci-
je, odnosno osobina konidiofora i na¢ina formiranja
konidija, pojedina¢no ili u nizovima i morfologije
spora, odnosno, oblika, boje i dimenzija.

Odredivanje kruga domaéina

Krug domacina dobijenih izolata proucen je
inokulacijom sejanaca, u fazi 2-4 prava lista, nekih
biljaka iz familije Apiaceae, ali i drugih, i obuhvatao
je sledece biljke: perdun (Petroselinum crispum),
pastrnak (Pastinaca sativa), celer (Apium graveolens),
korijander (Coriandrum sativum), mrkva (Daucus
carota), anis (Pimpinella anisum), mora& (Foenicum
vulgare), crni lak (Allium cepa), paprika (Capsicum
annuum), paradajz (Lycopersicon esculentum), kupus
(Brassica oleracea) i krastavac (Cucumis sativus). Se-
janci navedenih biljaka inokulisani su prskanjem
suspenzijom konidija ispitivanih izolata, priprem-
Jjenih na isti na¢in kao i kod provere patogenosti.
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Kontrola su bili sejanci istih biljaka, prskani steril-
nom vodom i inkubirani na isti na¢in. Pojava simp-
toma ocitavana je sedam dana po inokulaciji, a sa
biljaka sa simptomima izvrSena je reizolacija.

REZULTATI

U usevu persuna, na lokalitetu Mandelos (Srem-
ska Mitrovica), uocena je jaka pojava pegavosti i
suSenja listova. Bolest se manifestuje u vidu mno-
gobrojnih, sitnih, tamnih pega na listovima i lisnim
peteljkama (Slika 1). Pege su brojnije na starijim lis-
tovima koji pocinju da Zute i suse se. Sudenju dopri-
nosi i pojava nekroti¢nih, izduzenih pega na lisnim
peteljkama. Bolest se razvila u velikom intenzitetu,
tako da je tesko bilo uoditi zdrave listove. Iz listova
sa navedenim simptomima, izvrSena je izolacija
gljive koja je na osnovu izgleda kolonije i konidija
preliminarno determinisana kao A. petroselini. Ispi-
tivanjem prisustva patogena na semenu dobijeni
su izolati gljive iz pet uzoraka semena sorti "ber-
linski srednje dugi” i "domadi lis¢ar” (Slika 2). Se-
janci per$una usadeni u uzorak zemlje sa lokaliteta
Mandelos ispoljili su simptome nekroze korena i
korenovog vrata (Slika 3) i iz njih je, takode, dobijen
jedan izolat gljive.

U ovim istrazivanjima izdvojeno je ukupno
sedam izolata, jedan sa listova sa simptomima u
polju (izolat 106), pet sa semena sorti “berlinski
srednje dugi” (43-1, 69-1 i 73-2) 1 "domadi liscar”
(44-2 1 73-1), i jedan iz zemljista (izolat 95), koji
su medusobno uporedivani. Svi dobijeni izolati su,
nakon 5-7 dana od inokulacije, u uslovima stakle-
nika, na listovima persuna izazvali formiranje bro-
jnih nekroti¢nih pega (Slika 4), iz kojih je uspesno
i lako uradena reizolacija i time potvrdena njihova
patogenost.

Na KDA podlozi svi ispitivani izolati gljive poka-
zuju uniformne osobine. Formiraju tamnosive, skoro
crne kolonije sa blago talasastim ivicama, gustom
somotastom sjajnom vazdu$nom micelijom (Slika
5). Kolonije ispoljavaju ravnomeran porast na KDA
podlozi, ispunjavajuéi Petri kutiju za 8-10 dana.
Konidije se formiraju u velikom broju, pojedinaéno,
na kratkim i nerazgranatim konidioforama (Slika 6).
Konidjje su glatke, tamnosmede boje, diktiosporne i
Cesto ulegnute na poprecnim septama (Slika 7). Up-
oredni pregled veli¢ina konidija ispitivanih izolata
prikazan je u Tabeli 1. Dimenzije konidija ispitivanih
izolata bile su vrlo sli¢ne i iznosile su 16.25-47.50
pm (29.22 pm) x 12.5-27.5 pum (19.62 pm).

Tabela 1. Veli¢ina konidija ispitivanih izolata 4. petroselini
Table 1. Conidial size of investigated 4. pesroselini isolates

Duzina konidija

Sirina konidija

Proseéna veli¢ina

Izolat Conidial length Conidial width konidija (um)
Isolate Average size
Min. Max. Min. Max. (um)
43-1° 16.25 47.50 13.75 23.75 30.38 x 19.33
44-2 17.50 47.50 13.75 27.50 28.54 X 19.29
69-1 17.50 45.00 12.50 27.50 29.00 X 20.43
73-1 20.00 45.00 15.00 27.50 29.98 x 19.85
73-2 17.50 35.00 13.75 25.00 27.53 x 18.85
95t 20.00 45.00 13.75 23.75 30.08 X 19.42
106¢ 17.50 45.00 15.00 27.50 29.05 x 19.64

a Izolati 43-1, 44-2, 69-1, 73-1 1 73-2 dobijeni su sa semena
Isolates 43-1,44-2,69-1, 73-1 and 73-2 obtained from seed

b Izolat 95 dobijen iz zemljista
Isolate 95 obtained from soil

¢ Izolat 106 dobijen iz lista
Isolate 106 obtained from leaves
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Ispitivanjem niza domadina odabranih izolata,
ustanovljena je njihova patogenost samo za odredene
bilike iz fam. Apiaceae. U uslovima postavljenog
eksperimenta, izolati su ispoljili patogenost prema
perdunu, patrnaku, celeru i korijanderu, a nisu bili
patogeni za mrkvu, anis, mora¢, crni luk, papriku,

paradajz, kupus i krastavac (Tabela 2). Dva izolata

poreklom sa semena, 43-1 i 44-2, izazvala su formi-
ranje po jedne pege na inokulisanim listovima mrkve.
Medutim, u poredenju sa velikim brojem pega koje
svi izolati izazivaju na perSunu, pastrnaku, celeru i
korijanderu, ovakva patogenost je beznacajna.

Tabela 2. Krug domaéina ispitivanih izolata A. petroselini
Table 2. Host range of investigated 4. petroselini isolates

Domacéin/Izolat
Host /Isolate

43-1¢ 44-2 69-1

73-1 73-2 95b 106¢

Persun +* +

Parsley
Celer + +

Celery

Mrkva +- +-
Carrot

Pastrnak + +
Parsnip

Anis - -
Anise

Moraé - -
Foenicum

Korijander + +
Coriander

Paradajz - -
Tomato

Paprika - -
Pepper

Krastavac - -
Cucumber

Kupus - -
Cabbage

Crni luk - -
Onion

a Izolati 43-1, 44-2, 69-1, 73-1 i 73-2 dobijeni su sa semena
Isolates 43-1, 44-2,69-1, 73-1 and 73-2 obtained from seed

b Izolat 95 dobijen iz zemljista
Isolate 95 obtained from soil
c Izolat 106 dobijen iz lista
Isolate 106 obtained from leaves
+* = Pojava simptoma na inokulisanim listovima
Symptom appearance on inoculated leaves
- = Bez simptoma
No symptoms

+- = Pojava samo jedne pege na inokulisanim listovima
Appearance of only one spot on inoculated leaves
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SI. 1. A. petroselini: Simptomi na prirodno zara-
Zenim biljkama per$una
Fig. 1. A. petroselini: Symptoms on parsley in the

field 7 S1. 2. A. petroselini: Kolonije oko zarazenog semena
Fig. 2. A. petroselini : Colonies around infested seed

S1. 3.4. petroselini: Simptomi nekroze korena i ko-
renovog vrata sejanaca perSuna (biljaka ma-
maka)

Fig. 3. A. petroselini: Symptoms of root and crown
rot of parsley seedlings (bait plants)

Sl.4. Simptomi na ve$tacki zaraZenim listovima
persuna

Fig. 4. Symptoms on artificialy inoculated parsley
leaves

SL.6. A petroselini : 1zgled konidija u kulturi

SI.5. A petroselini : Izgled kolonije na KDA Fig. 6. A. petroselini : Conidia appearance in cul-
Fig. 5. 4. petroselini : Colony appearance on KDA ture
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DISKUSLJA

Na persunu kao domacdinu opisano je vise gljiva
iz roda Alternaria koje prouzrokuju uglavnom pega-
vost i suSenje lis¢a i to su: 4. radicina (Coles i sar.,

2003; Farar i sar., 2004; Raid i Roberts, 2004), A.

petroselini (Neergaard) Simmons (Pryor, 2003a) i 4. -

selini Simmons (Pryor, 2003b). Razlikovanje 1 iden-
tifikacija ovih vrsta je teska. Na osnovu morfologkih
osobina, sve tri su svrstane u »radicina grupu« roda
Alternaria (Simmons, 1992, Joc. ciz. Pryor, 2003c¢) i
za njih je karakteristi¢no da formiraju pojedinacne
sitne konidije bez kljuna. Detaljnim proudavanjem
taksonomskog meduodnosa ove tri vrste Pryor i
Gilbertson (2002) navode da je 4. radicina patogen
mrkve i da nije patogena za perSun. 4. petroselini
je Cesto u literaturi identifikovana kao poseban tip
izolata A. radicina, zbog sli¢ne morfologije i veli¢ine
konidija. Takode, Cesto se pri identifikaciji ove vrste
nije ispitivao krug domacdina, $to je i verovatno
objasnjenje za izvesne nedoslednosti u identifikaciji
vista roda Alternaria na per$unu. Ipak, ove dve vrste
se razlikuju na osnovu izgleda kolonije i nacina po-
rasta na KDA, kruga domacéina, kao i molekularnih
osobina (Pryor i Gilbertson, 2002). Vrsta 4. selini je,
takode, veoma morfoloski sli¢na vrstama A. radicina
i A. petroselini. Na osnovu obavljenih molekularnih
proucavanja, Pryor i Gilbertson (2000) navode da
su A. selini i A. petroselini bile identi¢ne po sekven-
cama delova genoma i da smatraju da su one ista
vrsta, dok su obe bile srodne sa A. radicina, ali su se
i jasno razlikovale.

U obavljenim istraZivanjima izdvojeno je uku-
pno sedam izolata A.petroselini razlicitog porekla i
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SL.7. A petroselini : Glatke, diktiosporne
konidije

Fig. 7. A. petroselini : Smooth, dictiospo-
ric conidia

ustanovljeno je da imaju veoma sli¢ne osobine. Na
KDA podlozi, svi ispitivani izolati gljive pokazuju
uniformne osobine i formiraju skoro crne kolonije
sa blago talasastim ivicama, gustom somotastom
sjajnom vazdu$nom micelijom. Kolonije ispoljavaju
ravnomeran porast na KDA, ispunjavajuéi Petri
kutiju za 8-10 dana. Kako navode Pryor i Gilbert-
son (2002), ovakav porast karakteristican je za 4.
petroselini, za razliku od A. radicina, koja formira
male kolonije nepravilnih ivica, i koja zaustav-
lja porast posle 7-10 dana. Oblik, boja i dimenzije
konidija ispitivanih izolata bile su vrlo sli¢ne medu
sobom, a u potpunosti su odgovarali u literaturi
opisanim dimenzijama za 4. petroselini (Pryor i Gil-
bertson, 2002; Pryor, 2003a, b).

U cilju pravilne identifikacije dobijenih izo-
lata gljive, pored ostalih osobina proucen je krug
domacina. Izolati koriséeni u ovom radu bili su
patogeni samo za pojedine biljke iz familije Apia-
ceae. Ovakav niz domadina, naro¢ito ¢injenica da
nije ispoljena patogenost za mrkvu, karakteristi¢an
je za A. petroselini (Pryor i Gilbertson, 2002). Dva
izolata poreklom sa semena, 43-1 i 44-2, izazvala
su formiranje po jedne pege na inokulisanim lis-
tovima mrkve. Medutim, u poredenju sa velikim
brojem pega koje svi izolati izazivaju na persunu,
pastrnaku, celeru i korijanderu, ovakva patogenost
nije znacajna. Ovakva zapaZanja navode i Pryor i
Gilbertson (2002) koji su proucavanjem A. petroseli-
ni zabelezili da su pojedini izolati izazivali formi-
ranje pojedinanih pega na mrkvi, §to su smatrali
negativnom reakcijom.

Pojava ove nove i ekonomski $tetne boles-
ti perSuna u naSoj zemlji zahteva primenu
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odgovarajuc¢ih mera kontrole. Kako ne postoje efi-
kasne metode hemijske zastite useva, primena zdra-
vog semena na kojem nema inokuluma patogena i
dug plodored su osnovne raspoloZive moguénosti.
Proucavanjem kruga domadina dobijenih izolata A.
petroselini ustanovljeno je da se mrkva, anis, morac,
crni luk, paprika, paradajz, kupus i krastavac mogu
bezbedno koristiti u plodoredu, pre ili posle useva
perSuna sa simptomima lisne pegavosti. Dobijeni
rezultati pokazuju da se mrkva, za koju bi se moglo
pretpostaviti da, kao srodna vrsta, nije najpogoniji
predusev ili usev posle perSuna, mozZe bez rizika
koristiti u plodoredu na zemlji$tu infestiranom 4.
petroselini.
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Comparative Studies
of Alternaria petroselini
Pathogen of Parsley

SUMMARY

Alternaria petroselini (Neergard) Simmons, causal agent of parsley black leaf spot,
is economically significant in leaf and root production of parsley (Petroselinum crispum
(Mill) Nym.). This is a seed- and soil-borne fungus recently described in our country.
During the investigation of the presence of A. petroselini in our country, diseased parsley
plants were observed and collected from Mandelos, several samples of parsley com-
mercial seed were examined, and isolation was also done from infested soil. Total of
seven isolates was obtained and compared, one from diseased leaves, five from parsley
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seed, and one from soil. After pathogenicity was proven, isolates were identified based
on morphological properties, colony appearance, conidia shape and size, catenulation
and host range.

Based on obtained results, investigated isolates of different origin identified as Al-
ternaria petroselini showed uniform macroscopic and microscopic characteristics as
well as the same host range. On KDA, all isolates show uniform characteristics. The
colonies are very dark gray to blackish, with slightly waved edges and thick, velvety,
shiny aerial mycelium. Conidia are formed singly in large number, on short, mainly
unbranched conidiophores. Conidia are smooth, dark brown, dictiosporic, frequently
constricted on septae and ranging from 16.25-47.50 um (29.22 ym) x 12.5-27.5 um
(19.62 um). Tested isolates were pathogenic to parsley, parsnip, celery and coriander
but were not pathogenic to carrot, anise, foenicum, onion, cabbage, pepper, tomato
and cucumber.

Keywords: Parsley; Alternaria petroselini; Morphological characteristics; Host
range



