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C. apii predstavlja jednu od najštetnijih fitopatogenih gljiva celera. Tokom 2012. god na te-
ritoriji Velikog Gradišta su prikupljeni uzorci celera sa karakterističnim simptomima pega-
vosti lista i njihova identifikacija je izvršena pomoću morfoloških i molekularnih metoda. 
Test patogenosti je obavljen na zdravim biljkama i svi ispitivani izolati prouzrokuju karak-
teristične simptome nakon inokulacije. Konidiofore iz stroma formiraju zbijene fascikule 
ili su pojedinačne, prave do blago zakrivljene, smeđe boje. Konidije su pojedinačne, hijalin-
ske i septirane (5-13 septi), cilindrične do blago sužene na jednoj strani ili prave do blago 
zakrivljene i zatupaste na vrhu. U osnovi su zasečene, skoro kvadratnog oblika i stanjene. 
Amplifikovani su fragmenti očekivanih dužina za internal transcribed spacer (ITS1/ITS4), 
kalmodulin (CAL-228F/CAL2Rd) i histon (CYLH3F/CYLH3R) genima i dobijene sekvence 
su pokazale 100% identitet sa sekvencama C. apii u bazi gena. 

Ključne reči: Cercospora apii, Apium graveolens var. dulce, identifikacija
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Celer (Apium graveolens var. dulce) pripada 
familiji Apiaceae koja obuhvata oko 300-450 ro-
dova i preko 3500 vrsta (Constance, 1971; Downie, 
2000). Familija obuhvata grupu začinskih i lekovi-
tih biljnih vrsta koje se gaje širom sveta. Najznačaj-
niji predstavnici su šargarepa (Daucus carota), celer 
(Apium graveolens), peršun (Petroselium crispum), 
mirođija (Anethum graveolens), komorač (Foeni-
cum vulgare) (Koike, 2006). Celer je dvogodišnja 
biljka koja se gaji zbog hranljivog korena, sočnog 
lista i lisne drške. Proizvodi se širom sveta, a najviše 
u Americi (Nonnecke, 1989) dok se kod nas najviše 
gaji u istočnoj i južnoj Srbiji.

Jedno od najznačajnijih i najštetinijih obolje-
nja celera je pegavost lista koju prouzrokuje fitopa-
togena gljiva Cercospora apii Fresen., (Koike, 2007; 
Raid, 2003). Rod  Cercospora obuhvata preko 650 
vrsta od kojih je 281 takson bilo nemoguće identi-
fikovati pa su oni svrstani u grupu Cercospora apii 

sensu lato (Crous i Braun, 2003). Vrste koje pripada-
ju ovoj grupi su morfološki slične i izazivaju veoma 
slične simptome pegavosti biljaka. Pored fitopato-
genih, ovoj grupi pripadaju i neke saprofitne vrste 
koji se razvijaju na nekrotiranom biljnom tkivu, kao 
i sekundarni patogeni koji prodiru u biljno tkivo 
nakon ulaska drugih patogena, što kompleks C. apii 
s.l. čini taksonomski nestabilnim (Crous and Braun, 
2003). S obzirom da morfološka identifikacija do 
nivoa vrste u okviru roda Cercospora nije pouzdan 
taksonomski kriterijum, razvojem savremene mo-
lekularne metodologije, istraživanja su orjentisana 
na iznalaženje genskih markera za identifikaciju i 
detekciju ovih vrsta. Analizom sekvenci ITS regio-
na (internal transcribed spacer), različiti autori su 
utvrdili da ovaj marker nije pogodan za identifika-
ciju bliskih vrsta unutar roda Cercospora (Stewart 
et al., 1999; Goodwin et al. 2001; Taylor et al., 2003). 
U cilju pronalaženja odgovarajućeg genetičkog mar-
kera Groenewald et al. (2005) su pored ITS regiona 
analizirali i nekoliko drugih gena: aktin (ACT), fak-
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tor elongacije (EF), kalmodulin (CAL) i histon (H3). 
Simptomi koje prouzrokuje C. apii prvi put 

su zabeleženi sredinom 19. veka u zapadnoj Evropi 
(Fresenius, 1863), a potom je prisustvo ovog pato-
gena utvrđeno u svim područjima gde se celer gaji 
(Raid and Sui, 2012). Danas pegavost lista celera 
predstavlja ozbiljan problem u proizvodnji ove važ-
ne začinske biljke (Kucharek, 2004). Štete nastale 
od ove bolesti mogu u  pojedinim zemljama dosti-
ći i 100%, što je zabeleženo na Floridi (Berger, 1973; 
Sherf and MacNab, 1986). 

S obzirom da je u Srbiji takođe konstatovan 
veoma visok intenzitet zaraze, na nekim lokaliteti-
ma i 80% (Milosavljević et al., 2014), cilj ovog rada 
bio je identifikacija uzročnika pegavosti celera po-
moću morfoloških i molekularnih metoda u cilju 
potvrde njegovog prisustva u Srbiji.

MATERIJAL I METODE

Uzorkovanje i izolacija

Tokom avgusta i septembra 2012. godine, 
prilikom pregleda useva celera u okolini Velikog 
Gradišta uočene su biljke sa simptomima karakte-
rističnim za C. apii. Uzorci stabla i lišća sa biljaka 
zahvaćenih pegavošću pakovani su u papirne kese 
i u ručnom frižideru transporovani do laboratorije 
Instituta za zaštitu bilja u cilju izolacije patogena. 
Monosporijalna izolacija je izvršena direktno sa 
simptomatičnog lišća celera (Gams et al.,1988) u 
Petri kutije sa krompir-dekstroznim agarom (KDA), 
(Dhingra and Sinclair, 1986). Kulture su postavlje-
ne u termostat na temperaturu od 25°C, bez svetlo-
sti u trajanju od 2-5 dana. Novoformirana micelija 
je presejana na novu KDA podlogu i ovakve kulture 
čuvane su na 25°C, u mraku u trajanju od 14 dana. 
Reprezentativni monosporijalni izolati su dalje kori-
šćeni u cilju morfološke i molekularne identifikacije 
patogena (Crous and Braun, 2003).  Izolati koji su 
dobijeni se čuvaju presejavanjem na epruvete sa za-
košenom KDA podlogom u frižideru na temperaturi 
od 4°C.  

Provera patogenosti

Patogenost izolata ispitivna je na zdravim, 
dve nedelje starim biljkama celera sorte Yuta. Na 
svakoj biljci su odabrana po tri lista, koja su najpre 
dezinfikovana 70% etanolom. Epidermis svakog li-
sta je zagreban sterilnom iglom radi pospešivanja 
infekcije i nakon toga inokulisan. Isečci micelije pa-
togena sa KDA podlogom (Ø5 mm) postavljeni su na 
površinu lista celera.  Kontrolne biljke su inokulisa-

ne isečcima čistog KDA mediuma. Ukupno 12 biljka 
je inokulisano isečcima sa micelijom izolata, dok je 
12 biljaka iskorišćeno kao kontrola. Sve biljke su ču-
vane u vlažnoj komori 48 h, a zatim su prenete u 
staklenik na 20°C (Milosavljević et al., 2014). Nakon 
dve nedelje pojavili su se prvi simptomi, nakon čega 
je patogen  reizolovan radi potvrđivanja Kohovih 
postulata. 

Morfološke karakteristike

Ispitivanjem morfoloških karakteristika izo-
lata sa celera obrađene su i proučene mikroskop-
ske osobine. Mikroskopski preparati pripremani su 
tako što je na predmetno staklo naneta kap vode, a 
zatim su u nju preneseni fragmenti micelije i koni-
diofora sa konidijama direktno sa pege na zaraženoj 
biljci. Materijal je nakon toga prekriven pokrovnom 
ljuspicom i odmah se pristupalo mikroskopiranju 
(Olympus BX51). Pri mikroskopiranju su određiva-
ne veličina, dužina, boja, oblik konidija i konidiofo-
ra (Crous and Braun, 2003).

DNA ekstrakcija, amplifikacija i sekvencioniranje

Tri izolata CAC4-1, CAC-24 i CAC-30 odabra-
na su za molekularnu identifikaciju vrste. Izolati su 
gajeni na KDA podlozi na 25˚C u mraku. Pomoću 
sterilne igle sa površine kulture stare 14 dana uze-
to je 100 mg micelije svakog izolata, a potom je ona 
zamrznuta pomoću tečnog azota i usitnjena u ste-
rilnim tubicama pomoću mikrotučka. DNK je zatim 
ekstrahovana pomoću DNeasy Plant Mini Kit (QIA-
GEN, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvođa-
ča i čuva se na -20°C. 

U cilju molekularne identifikacije korištena 
su tri različita para prajmera koji umnozavaju tri 
genska regiona; ITS1/ITS4 (ITS region) (White et 
al.,1990), CAL-228F/CAL2Rd (calmodulin gen) (Car-
bone and Kohn, 1999; Groenewald, 2013) i CYLH3F/
CYLH3R (histon H3 gen) (Crous et al., 2004). 

Vizuelizacija umnoženih produkata PCR re-
akcije (lančana reakcija polimeraze) obavljena je 
elektroforetskim razdvajanjem nukleinskih kiseli-
na u 1% agaroznom gelu u 1x TBE puferu, bojenjem 
etidijumbromidom i posmatranjem pod UV-tran-
siluminatorom. Elektroforeza je obavljena pri kon-
stantnoj struji od 40 mA u trajanju od približno 40 
min u aparatu za elektroforezu (BluePower 500, 
Serva electrophoresis GmbH, UK). Za određivanje 
veličine amplifikovanih produkata PCR korišćen 
je marker MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas 
Life Sciences GmbH, Lithuania). Pozitivnom reak-
cijom smatrana je pojava traka očekivanih veličina 
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za određeni par prajmera koja je unapred poznata. 
	 Svi amplifikovani produkti su prečišćeni 

pomoću komercijalnog QIAquick PCR purification 
kit (QIAGEN) prema uputstvu proizvođača. Sekven-
cioniranje je urađeno na automatskom kapilarnom 
sekvencionatoru u Macrogenu (Seul, Južna Korea) 
koristeći iste prajmere kao i za umnožavanje gena.

Za prevođenje sekvenci korišćen je program 
FinchTV v.1.4.0. Sekvence su ručno poravnate u 
MEGA 5.0 softveru pomoću ClustalW programa 
(Tamura et al., 2011). DNK sekvence svih izolata u 
okviru jednog regiona  (ITS, CAL ili H3) su upoređe-
ne kako međusobno tako i sa dostupnim sekvenca-

ma u NCBI bazi podataka za određeni region i vrstu. 
Sekvence su zatim deponovane u banci gena pod 
šiframa od KJ210596 do KJ210604. 

REZULTATI

Simptomi bolesti

Simptomi se prvo javljaju na listu u vidu sit-
nih žućkastih pega koje se brzo razvijaju u kružne 
sivo-smeđe pege. Lezije se vremenom povećavaju i 
spajaju i praćene su pojavom nekrotičnih zona koje 
dovode do slabljenja celokupne biljke (Slika 1).

Slika 1. Simptomi C. apii na celeru u polju.
Figure 1. Symptoms of C. apii on celery in the field.

Slika 3. Izgled konidiofora i konidija C. apii.
Figure 3. Conidiophores and conidia of C. apii.

Slika 2. Lezije na peteljkama celera.
Figure 2. Lesions on the stalk of celery.

Slika 4. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera ITS1/ITS4. Uzorci sa 
celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativna kontro-
la - K-; marker - M.
Figure 4. Amplification of DNA fragment of C. apii 
isolates from celery with ITS1/ITS4 pair of prim-
ers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30; negative 
control - K; marker - M.
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Slika 5. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera CAL-228F/CAL2Rd. 
Uzorci sa celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativ-
na kontrola - K-; marker - M.
Figure 5. Amplification of DNA fragment of C. apii 
isolates from celery with CAL-228F/CAL2Rd pair 
of primers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30; 
negative control - K; marker - M.

Slika 6. Amplifikacija DNK fragmenta C. apii izo-
lata sa celera parom prajmera CYLH3F/CYLH3R. 
Uzorci sa celera - CAC4-1, CAC24 i CAC30; negativ-
na kontrola - K-; marker - M.
Figure 6. Amplification of DNA fragment of C. apii 
isolates from celery with CYLH3F/CYLH3R pair 
of primers. Isolates - CAC4-1, CAC24 and CAC30; 
negative control - K; marker - M.

Kada su uslovi povoljni za sporulaciju, lezije 
poprimaju beličastu boju. Spore se dalje lako razno-
se vetrom i doprinose brzom širenju bolesti. Pato-
gen takođe zahvata i peteljku gde su lezije žuto-mr-
ke boje i blago ulegnute i izdužene (Slika 2).

Provera patogenosti

Svi izolati su na test biljkama prouzrokova-
li karakteristične simptome, slične onima u polju. 
Simptomi su se pojavljivali u vidu pegavosti lista 
nakon dve nedelje. Kohovi postulati su potvrđe-
ni postupkom reizolacije patogena iz inokulisanih 
biljaka. Oblik i veličina konidiofora i konidija su se 
kretali u istim intervalima u oba testa. Na kontrol-
nim test biljkama nije došlo do pojave simptoma 
bolesti.

Morfološke karakteristike

Konidiofore koje izbijaju iz stroma i formira-
ju zbijene fascikule, ponekada se pojavljuju pojedi-
načno. Prave su do blago zakrivljene, pri osnovi su 
smeđe boje, pri vrhu svetlije. Dimenzije konidiofora 
su se kretale u opsegu 40-90 × 5-8 µm. Konidije su 

pojedinačne, hijalinske i septirane, sa 5-13 popreč-
nih septi, veličine 45-160 × 4-5 µm. Po obliku mogu 
biti cilindrične do blago sužene na jednoj strani, ili 
prave do blago zakrivljene i zatupaste na vrhu. U os-
novi su zasečene, skoro kvadratnog oblika i stanjene 
(Slika 3). 

Molekularna identifikacija

Amplifikovani su fragmenti očekivanih duži-
na za internal transcribed spacer (ITS1/ITS4), kal-
modulin (CAL-228F/CAL2Rd) i histon (CYLH3F/
CYLH3R) gene (Slike 4, 5 i 6). Negativne kontrole 
nisu dale amplifikaciju. 

Nakon sekvencioniranja PCR produkata tri 
odabrana izolata dobijene su sekvence delova gena 
koje su prijavljene u GenBank bazu podataka, svaka 
pod određenim pristupnim brojem (KJ210596 sve 
do KJ210604). Blast analiza ITS sekvenci pokazala 
je 100% identitet sa nekoliko vrsta roda Cercospora 
(C.apii (Acc. No. JX143532), C. beticola (JX143556), 
C. zebrina (KC172066)). Sekvence dobijene pomoću 
CAL i H3 su pokazale 100% identitet samo sa sek-
vencama C. apii koje su u bazi deponovane pod re-
dnim brojevima JX142794 i JX142548. 
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DISKUSIJA

Pegavost lista celera koju prouzrokuje fito-
patogena gljiva C. apii primećena je tokom obi-
laska polja celera u okolini Velikog Gradišta 2012. 
godine. Prisustvo fitopatogene gljive C. apii prvi 
put je potvrđeno na području Srbije 2014. godine. 
(Milosavljević et al., 2014). U ovom radu prikazana 
je metodologija korišćena za identifikaciju vrste C. 
apii pomoću morfoloških karaktera i molekularnih 
markera. 

Morfološki veoma slične vrste roda Cercos-
pora Crous and Braun (2003), su izdvojili u zasebnu 
grupu Cercospora apii s. l., jer nije bila moguća nji-
hova pouzdana morfološka identifikacija. U ovom 
istraživanju morfološkom identifikacijom izolata sa 
biljaka celera, zasnovanoj na mikroskopskim karak-
teristikama (dimenzije i izgled konidiofora i koni-
dija), zaključeno je da se se radi o C. apii. Fresen. 
Izolati C. apii sa celera su se pokazali patogenim na 
test biljkama nakon čega su i reizolovani, čime su 
potvrđeni Kohovi postulati. Morfološke mikroskop-
ske osobine izolata, uzetih direktno sa biljaka iz po-
lja kao i sa biljaka u testu, ne pokazuju razliku, što 
potvrđuje da patogen ne gubi na sposobnosti infek-
cije u testu in vivo. Simptomi na inokulisanim test 
biljkama su identični simptomima koji su prisutni 
na biljkama u polju. 

Pre razvoja savremenih metoda istraživanja, 
identifikacija vrsta iz roda Cercospora se zasnivala na 
produkciji toksina cerkosporina, specifičnosti pre-
ma biljci domaćinu i morfološkim karakteristikama 
(Chupp, 1954; Ellis, 1971; Fajola, 1978). Međutim, na-
vedene karakteristike ne mogu biti pouzdan takso-
nomski karakter za determinaciju vrsta roda Crecos-
pora, jer su varijabilne (Jenns et al., 1989), a izgled 
i veličina konidija i kondiofora su veoma slične za 
mnoge vrste roda Cercospora (Welles, 1933). Pored 
toga, mnoge vrste ovog roda mogu kolonizirati tki-
va primarno parazitirana od strane drugih vrsta, pri 
čemu se mogu izolovati sa atipičnih biljaka domaćina 
(Berger and Hanson, 1963; Groenewald et al., 2005; 
Groenewald et al., 2006). Ovakvi nalazi su ukazali 

da identifikacija vrsta u okviru roda Cercospora ipak 
nije moguća samo klasičnim metodama na osnovu 
morfoloških karakteristika, već je iziskivala nove 
metode. Razvojem nauke u primenu se uvode nove 
molekularne metode putem analiza različitih gen-
skih markera u cilju pronalaženja pouzdanog me-
toda identifikacije do nivoa vrste. Analiza sekvenci 
ITS, CAL i H3 gena korišćenih u ovom istraživanju, 
izabrana je kao metod za potvrdu identifikacije C. 
apii (White et al., 1990; Carbone and Kohn, 1999; 
Groenewald, 2013, Crous et al., 2004). Na osnovu 
BLAST analize sekvenci ITS regiona utvrđeno je da 
izolati sa celera pokazuju 100% identitet sa više vrsta 
iz roda Cercospora i to sa C. apii (JX143532), C. beti-
cola (JX143556), C. zebrina (KC172066). Sekvencio-
niranjem nekoliko konzervativnih regiona (ITS, ACT, 
EF, CAL i H3), u cilju određivanja adekvatnog gene-
tičkog markera za identifikaciju bliskih vrsta roda 
Cercospora, Groenvald et al. (2005) su utvrdili da su 
vrste C. apiicola, C.apii i C. beticola veoma slične i 
da u sekvencama ITS, ACT, EF, i H3 gena nema ra-
zlika značajnih za diferencijaciju na nivou vrste. ITS 
region nije dovoljno specifičan za identifikaciju, što 
jasno ukazuje da vrste koje pripadaju  kompleksu 
C. apii s. l. pored morfološke imaju i visok stepen 
sličnosti  i na molekularnom nivou (Goodwin et al., 
2001). Analizom fragmenata ITS gena utvrđeno je 
da patogen pripada rodu Cercospora spp., ali nije 
utvrđena i vrsta. Ovo potvrđuje tezu da je ITS region 
nespecifičan za precizno određivanje vrsta unutar 
roda Cercospora. Analizom CAL i H3 gena utvrđen 
je 100% identitet samo sa sekvencama C. apii depo-
novanim u bazi gena (JX142794 i JX142548) (Milosa-
vljević et al., 2014). 

Na osnovu sveobuhvatnih morfoloških i mo-
lekularnih analiza, patogen – prouzrokovač pegavo-
sti lista celera identifikovan je kao C. apii.
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C. apii is one of the most damaging plant pathogenic fungi of celery. During the 2012, sam-
ples of celery with typical symptoms of leaf blight were collected on the territory of Veliko 
Grdaište and their identification is performed using morphological and molecular met-
hods. The pathogenicity test was conducted on healthy plants and all tested isolates cau-
sed typical symptoms after inoculation. Conidiophores arising from the stromata formed 
dense fascicles or single, straight to slightly curved, brown. Conidia are solitary, hyaline 
and septate (5-13 septa), cylindrical to obclavate, or straight to slightly curved, obtuse at the 
apex. Truncated and thickened at the base. Fragments of the expected length for the inter-
nal transcribed spacer (ITS1/ITS4), calmodulin (CAL-228F/CAL2Rd) and histone (CYLH3F/
CYLH3R) gene were amplified and the obtained sequences showed 100% identity with the 
C. apii sequences deposited in GenBank.
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