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Izvod: Mrkva spada u veoma znacajnu povrtarsku biljnu vrstu zbog svog sastava i sadrzaja vitamina.
Gljive koje pripadaju rodu Alternaria, narocito A. danci (Kithn) Groves et Skolk, prouzrokovac lisne
pegavosti i susenja lista, i 4. radicina Meier, Drechsler et Eddy, prouzrokovac crne trulezi korena mrkve,
mogu da ugroze celokupnu proizvodnju mrkve. Obe vrste se mogu u visokom procentu naci na seme-
nu, ne samo mrkve, ve¢ i persuna i celera. U cilju njihove detekcije preporucuje se metod filter papira i
metod izolacije na hranljivoj podlozi (ISTA Rules). Ispitivanje prisustva .A. dauci i A. radicina vrseno je
na 12 uzoraka potencijalno zarazenog semena mrkve poreklom iz Francuske kao dela laboratorijskih
kruznih testova. Procenat prisustva 4. dauci metodom na filter papiru kretao se od 0% do 21%, dok je
A. radicina bila prisutna od 1% do 30%. Na hranljivoj podlozi procenat prisustva A. danci se kretao od

0% do 23% a A. radicina od 1% do 31%.

Kljucne re&i: A. dauci, A. radicina, filter papir metod, metod izolacije na hranljivoj podlozi, mrkva,

seme

Uvod

Mrkva (Daucus carota 1..) spada u veoma zna-
¢ajnu povrtarsku biljnu vrstu zbog svog sastava
i sadrzaja vitamina. Po sadrzaju A vitamina, tj.
beta karotina — provitamina A, izdvaja se od svih
drugih vrsta povréa zauzimajudi prvo mesto. Po-
vrsine na kojima se gaji, kao i ekonomski znacaj,
u stalnom su porastu u svetu.

Zabelezeno je da postoji vise od deset patoge-
na koji se prenose semenom mrkve (Richardson
1990). Gljive koje pripadaju rodu Alternaria, na-
rocito A. dauci (Kithn) Groves et Skolk, prouzro-
kovac lisne pegavosti i susenja lista, i A. radicina
Meier, Drechsler et Eddy, prouzrokova¢ crne
trulezi korena mrkve, mogu da ugroze celokupnu
proizvodnju mrkve. Obe vrste se mogu u viso-
kom procentu naci na semenu, ne samo mrkve,
vec i persuna i celera. Gljiva u vidu micelije ili ko-
nidija locirana je na povrsini perikarpa i semenog
omotaca (Ivanovi¢ & Mijatovi¢ 2003). Pored se-
mena kao primarni izvor inokuluma brojni autori
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navode biljne ostatke, korove i samonikle biljke
mrkve, a vetar i ¢este padavine doprinose brzem
sirenju patogena (Strandberg 1977).

Medu prouzrokova¢ima oboljenja mrkve, A.
dawci jedna je od najznacajnijih. Ima izuzetan
ckonomski znacaj 1 predstavlja vodecu bolest
ove biljne vrste (Pryor & Strandberg 2002). Jav-
lja se na listu u vidu brojnih sitnih nekroti¢nih
pega koje vremenom zahvataju celu lisku, dok je
na lisnim drs§kama uocljiva crticasta nekroza koja
prethodi njihovom susenju. Crnu trulez mrkve
(A. radicina) karakterise pojava crnih ugnutih pega
na korenu mrkve, a Cest simptom je i suzavanje
vrha korena (Bulaji¢ & Kirsti¢ 2007).

Sve do 2004. u nasoj zemlji nisu izvodena istra-
Zivanja o vrstama koje parazitiraju gajene biljke
iz fam. Apiaceae. Tada je problem koje Alternaria
vrste izazivaju skrenuo paznju, posto je doslo do
jake pojave pegavosti i susenja listova mrkve i
persuna u nekoliko lokaliteta u Srbiji, a uzrocnici
su bile vrste iz roda Alternaria (Bulaji¢ 2007).

Obzirom da su A. danci i A. radicina gljive
koje se prenose semenom, veoma je vazna tac-
na identifikacija patogena. Pravilna identifikacija
prisustva A. dauci i A. radicina moze se obaviti
primenom konvencionalnih, ali i savremenih
molekularnih metoda detekcije (Konstantinova

Ratar. Povrt. / Field Veg. Crop Res. 48 (2011) 173-178



174

Petrovi¢ D i sar.

et. al. 2002, Pryor & Gilbertson 2002). U cilju
identifikacije A. dauci i A. radicina preporucuje
se metod filter papira i metod izolacije na hran-
ljiivoj podlozi (ISTA Rules 2010). Cilj rada je
utvrdivanje procentualne zarazenosti semena
ispitivanih uzoraka gljivama A. dauci i A. radicina
navedenim metodama.

Materijal i metod

Ispitivanje prisustva 4. dauci i A. radicina na se-
menu mrkve kao i odredivanje procenta zaraze-
nosti semena vrseno je na 12 uzoraka potencijal-
no zarazenog semena mrkve poreklom iz Francu-
ske, kao deo laboratorijskih kruznih testova koje
organizuje ISTA. Za detekciju gljiva koriséen je
filter papir metod i metod izolacije na hranljivoj
podlozi (ISTA Rules 2010).

Izolacija patogena iz semena mrkve

Filter papir metod (ISTA 7-001a, 7-002a). Za
ispitivanje zarazenosti semena mrkve metodom
filter papira koris¢eno je po 100 semena iz svakog
uzorka. Set od tri sterilisana filter papira precnika
9 cm natapan je u posudi sa sterilnom vodom i
tako natopljen postavljen u Petri posudu. U sva-
ku Petri posudu, postavljeno je po deset semena
na rastojanju od 20 mm. Inkubacija je vrsena na
temperaturi od 20°C u mraku tokom tri dana.
Nakon isteka tog vremena posude sa uzorcima
su izlozene temperaturi od -20°C u trajanju od
24 h. Potom su premestene u termostat na 20°C
6 dana uz smenu svetla (NUV) i mraka svakih 12
h (Gambogi 1987).

Metod hranljive podloge (ISTA 7-001b,
7-002b). Za determinaciju gljive na hranljivoj
podlozi preporucuje se Malt agar (MA). Seme je
pazljivo isprano u 1% rastvoru NaOClI u trajanju

od 10 minuta, isprano u stetilnoj vodi i osuse-
no na sterilnom filter papiru. Podloga je nakon
sterilizacije i hladenja do 50°C razlivena u Petri
posude prec¢nika 9 cm. U svaku Petri posudu po-
stavljeno je po deset semena na rastojanju od 20
mm. Inkubacija je obavljena na 20°C uz smenu
svetla (NUV) i mraka svakih 12 sati u trajanju od
10 dana.

Nakon isteka inkubacionog perioda, svako
seme je mikroskopski pregledano na uvelicanju
od 40 x. Determinacija vrste A. danci i A. radici-
na je izvtsena na osnovu podataka koje navode
Mathur & Kongsdal (2003) i prema ISTA Rules
(2010). Na osnovu utvrdenog procenta zaraze
dobijen je uvid u zdravstveno stanje ispitivanih
uzoraka mrkve.

Rezultati i diskusija

Na osnovu ispitivanja zdravstvenog stanja se-
mena mrkve koris¢enjem metode na filter papi-
ru i metode izolacije na hranljivoj podlozi, utvr-
deno je prisustvo gljiva A. dauci i A. radicina. Na
svih dvanaest testiranih uzoraka konstatovano
je prisustvo bar jednog patogena. Po procentu
zarazenosti uzoraka A. radicina je bila zastuplje-
nija. Procenat zaraze kretao se od 1% do 30%
na filter papiru, dok je na hranljivoj podlozi taj
procenat iznosio od 1% do 31% (SL. 1). Na fil-
ter papiru A. danci je bila zastupljena od 0% do
21%, a na hranljivoj podlozi od 0% do 23% (SL
2).

Na filter papiru A. dauci obrazovala je tamno-
braon do crnu vazdusastu miceliju. Konidiofore
su jednostavne ili blago razgranate, pojedinacne
ili u malim grupama. Mikroskopskim pregledom
konstatovane su pojedinacne konidije, suzene
na jednom kraju, sa repom koji je i do tri puta
duzi od ostatka tela konidije, velicine 100-450 x

B Filter papir metod

OMetod hranljive podloge

1 2 3 4 5 6 7
Sifra uzoraka

Slika 1. Procenat pojave A. radicina u 12 uzoraka semena mrkve utvrdeno metodom filter papira i izola-

cijom na hranljivu podlogu

Fig 1. The percentage of A. radicina in 12 seed sampes on carrot by blotter method and agar plate method.
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Slika 2. Procenat pojave A. dauci u 12 uzoraka semena mrkve metodom filter papira i izolacijom na hran-

ljtvu podlogu

Fig. 2. The percentage of A. danciin 12 seed sampes on carrot by blotter method and agar plate method

16-25 pm, sto je saglasno sa navodima literatu-
re koje daju Mathur & Kongsdal (2003) i ISTA
rules (2010). Boja konidija je okerzuta ili svetlo-
mrka (SL 3a).

Na hranljivoj podlozi kolonije gljive su masli-
nastomrke boje koje sa starenjem postaju tamno-
mrke (SL. 3b). Gljiva produkuje mrki pigment u
podlozi. Konidije su pojedinacne, a po obliku i

Slika 3a. Konidija gljive A. danci
Fig. 3a. Conidia of A. danc

A Y

Slika 4a. Konidija gljive A. radicina
Fig. 4a. Conidia of A. radicina

dimenzijama iste kao i konidije konstatovane na
filter papiru.

Pored konidija gljive A. danci, mikroskopskim
pregledom su uocene i konidiofore, jednostavne
ili blago razgranate, u malim grupama. One for-
miraju na domacdinu povrsinsku, sivu vazdusastu
miceliju. Konidije su takode pojedinacne ili u
kratkim lancima (dve-tri konidije), elipsoidnog ili

I

Slika 3b. Micelija gljive A. danci na MA podlozi
Fig. 3b. Mycelium of A. dauci on MA medium

Slika 4b. Micelija gljive A. radicina na MA podlozi
Fig. 4b. Mycelium of A. radicina on MA medium
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buretastog oblika, maslinasto mrke boje, velicine
27-57 um x 9-27 um $to nam je na osnovu lite-
raturnih podataka koje daju Mathur & Kongsdal
(2003) 1 ISTA rules (2010) ukazivalo na vrstu A.
radicina (Sl. 4a).

Na hranljivoj podlozi gljiva formira koncentric-
no rasporedenu koloniju sa bogatom maslinasto
sivom micelijom (S1. 4b). U podlozi se obrazuje
plavocrni pigment. Izgled i veli¢ina konidija od-
govaraju dimenzijama konidija konstatovanih na
filter papiru.

Infekcija semena biljaka fam. Apiaceae sa
Alternaria spp. jedan je od najvaznijih nacina za
opstanak i sirenje ovih gljiva u prirodi (Kwasna
1992, Agrios 2005). Inficirano seme moze da
dovede do smanjenja klijavosti (Tilkovska 1992)
i prinosa i moze doprineti prenosenju A/zernaria
spp. u nove proizvodne oblasti (Prior i sar
1997).

Izolacija i identifikacija gljiva sa semena ratar-
sko povrtarskih biljnih vrsta predstavlja vazan
segment u proizvodnji semena. Veliki broj pato-
gena izolovan je sa semena koris¢enjem metoda
izolacije na hranljive podloge (Milosevi¢ i sar.
2008, Petrovi¢ i sar. 2010, Ignjatov 1 sar. 2010).
Metod filter papira je najcesce koris¢en metod u
identifikaciji gljiva roda A/ternaria. Tako su autori
Wan & Suaresh (2006) koristili ovaj metod za de-
tekciju Alternata spp. U tim istrazivanjima od pet
testiranih uzoraka semena mrkve A. alternata i A.
radicina su detektovane na svim uzorcima u viso-
kom procentu od 25,8% do 70,5% i od 37,5% do
63,5% dok je A. dauci detektovana na Cetiri uzor-
ka sa nivoom zaraze od 0,5% do 7,7%. Bulaji¢ i
sar. (2009) su u Srbiji primenom metode zamrza-

vanja na filter papiru detektovali prisustvo cetiri
fitopatogene vrste iz roda Alternaria: A. danci, A.
radicina, A. petroselini 1 A. alternata koje su izazvale
smanjeno nicanje mrkve, persuna, pastrnaka i ce-
lera. Postoji jo§ nekoliko izvestaja o visokoj infek-
ciji semena mrkve sa_A. radicina cije su se vredno-
sti kretale od 0,5% do 82% (Tylkowska 1992); od
0,5% do 7,5% (Wan & Suaresh 2006) i1 od 0,25%
do 30% (Maude 1966). Infekcija sa_A. radicina bila
je detektovana cak i u semenu mrkve tretirane sa
iprodionom od 37,5% do 63,5% (Wan & Sua-
resh 2000). Infekcija semena mrkve gljivom A.
danci krece se od 0,3% do 8% (Tylkowska 1992) i
13,2% (Netzer & Kenneth 1969). Takode je u ne-
kim sluc¢ajevima konstatovana i mesana infekcija
A. radicina 1 A. danci (Strandberg 2002). Ovako
visok procent zaraze sa_A. danci moze dovesti do
jake epidemije koje mogu smanjiti prinos mrkve
od 40% do 60% (Farrar et al. 2004). A. radicina ta-
kode ima izuzetan ekonomski znacaj, pa su tako
u Australiji zabeleZeni gubici prinosa ¢ak do 88%
(Pryor 2002).

Zakljuéci

S obzirom da je glavni izvor inokuluma za na-
rednu sezonu zarazeno seme, potrebno je koristi-
ti zdravo seme za setvu. Stoga je potrebno vrsiti
ispitivanja zdravstvenog stanja semena mrkve i
utvrdivanje prisustva ova dva patogena. Na osno-
vu razvoja micelije i kolonije izolovanih gljiva
mozemo zakljuciti da su metoda filter papira i
metoda izolacije na hranljivu podlogu podjedna-
ko efikasne u cilju identifikacije gljiva A. danci i
A. radicina.
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Isolation and Detection of the Fungi Alternaria dauci (Kithn) Groves et Skolk
and Alternaria radicina Meiet, Drechsler et Eddy from Carrot Seeds

Dragana Petrovi¢ - Maja Ignjatov - Milka Vujakovic -
Zorica Nikoli¢ - Ksenija Taski-Ajdukovi¢ * DusSica Jovici¢

Institute of Field and Vegetable Crops, Maksima Gorkog 30, 21000 Novi Sad, Serbia

Summary: Carrot is among the most important vegetable crops because of its composition and vitamin content.
The fungi belonging to genus A/ternaria, especially A. danci (Kithn) Groves et Skolk, causal agent of leaf spot and
blight of carrots, and A. radicina Meier, Drechsler et Eddy, the agent of black root rot, can jeopardize the entire
production of carrots. Both types can be found in a high percentage of seeds, carrots, parsley and celery. The
method of detection filter paper (blotter method) and the method of isolation on malt agar were recommended
by ISTA Rules. The presence of A. dauci (causal agent of leaf spot and blight of carrots) and A. radicina was per-
formed on 12 samples of potentially infected carrot seeds originating from France, as part of laboratory ring tests.
The presence of .A. dauci and A. radicina using the filter paper method in 12 tested samples ranged from 0% to 21%
and from 1% to 30% respectively. On MA medium the respective percentages ranged from 0% to 23% and from
1% to 31%.

Key words: A. danci, A. radicina, agar plate method, blotter method, carrot, seed
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