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Izvod: U periodu 2009-2011. godine na lokalitetima Bac¢ki Petrovac i Cantavir prikupljeno je i analiz-
irano 16 uzoraka zaraZenog semena gajenog sirka (Sorghum bicolor (L.) Moench.) sorti Alba, Gold, Prima
i Reform na prisustvo fitopatogenih gljiva. U pojedina¢nim i me$anim zarazama ustanovljeno je prisustvo
vrsta iz rodova Epicoccum, Fusarium, Alternaria, Aspergillus i Penicillium. Iz zarazenog semena izolovane
su monosporne kulture i na osnovu morfoloskih osobina identifikovane su kao Epicoccum nigrum. Patog-
enost izolata ove gljive potvrdena je pojavom simptoma na vestacki inokulisanim sejancima sirka. Moleku-
larna identifikacija obavljena je primenom PCR i amplifikacije ITS regiona ribozomalne DNK. Sekvence
gena odabranih izolata 291-09 (JQ619838) i 315-09 (JQ619839) pokazale su 99-100% nukleotidne
identi¢nosti sa sckvencama 31 izolata E. nigrum deponovanih u GenBank bazi podataka. Dobijeni rezultati
predstavljaju prvu detaljnu karakterizaciju E. nigrum u Stbiji. Prisustvo veceg broja vrsta gljiva na semenu
sirka zahteva dalja ispitivanja njihovih medusobnih odnosa i znadaja.

Kljuénc reci: Epifocmm, karakterizacija, sckvcncioniranjc, seme, sirak

Uvod

Gajeni sirak (Sorghum bicolor (L.) Moench.)
se po povr$inama i proizvodnji ubraja medu pet
najvaznijih gajenih biljaka u svetu. Tolerantnost
prema susi i visokim temperaturama, kao i manja
probirljivost u pogledu tipa zemljista i skromniji
zahtevi u pogledu hraniva jesu najvaznije prednosti
sirka za zrno u odnosu na druge gajene biljke. U
svetskim razmerama sirak za zrno je znacajan kao
ljudska hrana, pre svega u nerazvijenim zemljama
Afrike, Azije i centralne Amerike. Ukupna svetska
proizvodnja dostigla je oko 54 miliona tonau 2003.
godini (FAO 2004). Zrno sirka je visokokvalitetna
sto¢na hrana ¢ijom se preradom dobija skrob,
glukoza, sirup, ulje, gluten i alkohol (Komlaga et
al. 2001, Murty & Renard 2001).
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U Srbiji gajeni sirak sve viSe poprima na znadaju
zbog razli¢itih na¢ina upotrebe zrna, zelene mase
ili njihove kombinacije za ljudsku i sto¢nu ishranu,
industriju i specifiéne namene (Sikora & Berenji
2005). U agrockolotkim uslovima Srbije u sortnim
ogledima postiZu se veoma visoki prinosi zrna, koji
kod pojedinih hibrida premasuju 10 t ha? (Sikora
& Berenji 2005). Prisustvo razli¢itih patogenih
gljiva na semenu sirka, koje je poslednjih godina
sve Cesée utvrdeno, moze biti znacajno sa stanovista
smanjenja prinosa i kvaliteta zrna, u pogledu kon-
taminacije $tetnim mikotoksinima, a takode moze
dovesti i do indirekenih gubitaka smanjujuéi kli-
janje semena (Dawson & Bateman 2001, Singh
& Navi 2001, Erpelding & Prom 2006). Vise fi-
topatogenih gljiva koje se prenose semenom kao
Sto su Alternaria alternata (Fr.) Keissler, Aspergilus
flavus van Tieghem, A. fumigates Fresenius, A. ni-
ger Link, Cladosporium sp., Colletotrichum subline-
olum P. Henn., Kabat & Bub. (sin. C. graminicola
(Ces.) Wils. £. sp. sorghi Messaien, Lafon & Malot),
Curvularia spp., Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenb (sin. F. moniliforme Sheld.), E oxysporum
Schleche., E semitectum Berk. & Rav. (sin. E pal-
lidoroseum (Cooke) Sacc.), Drechslera tetramera
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(McKinney) Subram. & B.L. Jain (sin. Bipolaris
spicifera (Bainier) Subram., Nigrospora sp., Penicil-
lium spp., Phoma sp. i Rhizopus sp. &esto su izolo-
vane iz zrna sirka (Fakhrunnisa & Ghaffar 2006,
Gwary et al. 2006).

Rod Epicoccum sadrzi vise od 70 opisanih vrsta,
dija se klasifikacija svodi na samo jednu visoko
varijabilnu vrstu Epicoccum nigrum Link (syn. E.
purpurascens Ehrenb. ex Schlecht.) (Schol-Schwarz
1959, Favaro et al. 2011). E. nigrum je anamorfna
vrstarazdela Ascomycotaiproizvodikarakteristi¢ne
muriformne konidije tamnog pigmenta (Mims
& Richardson 2005). Rasprostranjena je $irom
sveta kao primarni razlaga¢ organskih materija u
prirodi, vezuje se za razlicite tipove zemljista, ali
detektovana je i kao patogen na brojnim biljkama
domacdinima (Yassin et al. 2010, Favaro et al.
2011). E. nigrum je opisana kao endofit vinove loze
(Martini et al. 2009), patogen uskladistenih dinja
kantalupa (Bruton et al. 1993), ali i kao patogen
semena sirka (Yassin et al. 2010). Pojedini izolati
E. nigrum proizvode niz sekundarnih metabolita
koji se primenjuju za biolosku kontrolu Monilinia
spp- na breskvi i nektarini (Larena et al. 2005, Mari
et al. 2007), Sclerotinia sclerotiorum na suncokretu
(Pieckenstain et al. 2001) i Pythium sp. na pamuku
(Hashem & Ali 2004).

Podaci o prisustvu E. zigrum u Srbiji su
malobrojni. Ova vrsta opisana je na kori ameritke
crne topole (Populus canadensis L.) (Ke¢a 2000), na
listovima i stablu Zute gencijane (Gentiana lutea L.)
(Pavlovi¢ et al. 2011), kao i na semenu sirka (Levi¢
et al. 2008). Tokom ispitivanja zdravstvenog stanja
semena sirka 2009. je ustanovljeno prisustvo gljiva
koje su preliminarno identifikovane kao Epicocccum
spp-» koje su ispoljile patogenost na sejancima sirka.
Osnovni cilj sprovedenih istraZivanja bio je da se
detektovani izolati iz semena sirka identifikuju
primenom  konvencionalnih i molekularnih
metoda, amplifikacijom ITS regiona rDNK i na taj
nadin zapo¢ne prva detaljna karakterizacija vrsta
roda Epicoccum u Srbiji.

Materijal i metod rada

Sakupljanje uzoraka semena sirka i izolacija
patogena

Tokom trogodi$njeg perioda 2009-2011. na
dva lokaliteta gajenja sirka u Vojvodini, Bactkom
Petrovcu (okrug Juzna Batka) i Cantaviru (okrug
Severna Backa), prikupljeno je 16 uzoraka semena
gajenog sirka, letiri sorte Alba, Gold, Prima i
Reform. Seme svakog uzorka (éetiri ponavljanja po
100 semena) ispirano je 2 h pod mlazom ¢esmenske
vode, povrsinski sterilisano u 2% rastvoru natrijum-

hipohlorita (NaOCI, komercijalna varikina) u

trajanju od 2 min (Singh et al. 1991). Povrsinski
sterilisano seme nanoseno je na podlogu krompir-
dekstrozni agar (PDA) i inkubirano pet dana
na 25°C i fotoperiodu od 12 h. Identifikacija
prisutnih gljiva do nivoa roda obavljena je na
osnovu makroskopskih i mikroskopskih osobina,
a kolonije koje su po izgledu odgovarale vrstama
roda Epicoccum odabrane su za dalji rad. U cilju
dobijanja ¢istih kultura, nakon sedam dana razvoja
inicijalnih  kolonija izvrena je monosporna
izolacija gljiva na novu PDA podlogu.

Provera patogenosti

Test provere patogenosti svih dobijenih
monospornih izolata Epicoccum spp. obavljen
je vestatkom inokulacijom sejanaca sirka (sorta
Prima) u fenofazi bokorenja. Inokulacija biljaka
obavljena je injektiranjem suspenzije konidija
pripremljene od kultura odabranih izolata starih
sedam dana, koje su odgajane na PDA podlozi pri
temperaturi od 25°C i fotoperiodu u trajanju od
12 h. Injektiranje je obavljeno sterilnim $pricem
na stablu sejanca 1 cm iznad povriine zemlje.
Koncentracija dobijene suspenzije podeSena je
na 1x10° konidija/ml pomoé¢u hemocitometra.
Sa 2-3 ml tako pripremljene supenzije od svakog
izolata inokulisano je po 5 biljaka, a ogled je
ponovljen dva puta. Inokulisane biljke su potom
odrzavane u uslovima staklenika. Kao negativna
kontrola kori$¢eni su sejanci sirka inokulisani
sterilnom vodom. Pojava simptoma posmatrana
je do ¢etiri nedelje po inokulaciji. Sa prizemnog
dela stabla na kojima su se razvili simptomi,
izvrSena je reizolacija kori$¢enjem istih metoda
kao pri izolaciji.

Morfoloske karakteristike

Proucavanje makroskopskih svojstava obuhvatilo
je praenje intenziteta rasta i izgleda kolonije, boju
i lucenje pigmenata. Ispitivanje mikroskopskih
osobina obuhvatilo je utvrdivanje oblika i
dimenzija konidija i drugih reproduktivnih organa
na kulturama starim sedam dana, odgajenim na
PDA podlozi na 25°C i fotoperiodu od 12 h
(Burgess et al. 1994). Prosckom obratunatim za
najmanje 100 ponovljenih merenja, odredivana je
duzina i $irina konidija.

Molekularna detekcija i identifikacija

Metoda  lancane  reakcije  polimeraze
(polymerase chain reaction, PCR) primenjena je
u cilju molekularne detekeije i identifikacije E.
nigrum poreklom iz semena sirka, kao potvrda
identifikacije na osnovu konvencionalnih metoda.
Za ova ispitivanja odabrani su izolati 291-09 i
539-10 dobijeni iz semena zarazene metlice sirka
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iizolat 315-09 poreklom iz komercijalnog semena.
Ekstrakcija ukupne DNK obavljena je iz micelije
diste kulture patogena odgajenog na te¢noj PB
(potato broth) podlozi, koja je ¢uvana na -80°C, i
iz vazdu$ne micelije sakupljene direktno iz sedam
dana starih kolonija odgajenih na PDA podlozi,
kori$¢enjem komercijalnog kita DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), po uputstvu
proizvodaca. PCR reakcija obavljena je sa parom
univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 (Konstantinova
et al. 2002) koji omoguéavaju umnozavanje i
kasnije sekvencioniranje ITS regiona (Internal
transcribed spacer) ribozomalne DNK eukariota.
PCR reakcija obavljena je u radnoj zapremini
od 25 ul, kori$¢enjem 12,5 pl 2X PCR Master
miksa (Fermentas, Lithuania), 9 pl RNase-free
vode, po 1,25 pl svakog prajmera (100 pmol/pl)
i 1 pl ekstrahovane ukupne DNK. Kao negativna
kontrolakori$¢enaje RNase-free vodakojajedodata
u pripremljenu PCR sme$u umesto ciljane DNK.
PCR reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:
inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 2 min
na 94°C; 35 ciklusa koji se sastoje od denaturacije 2
min na 94°C, hibridizacije 30 s na 57°C, elongacije
1 min na 72°C, praéeno finalnom elongacijom na
72°C u trajanju od 10 min.

Vizuelizacija dobijenih produkata izvr$ena
je nakon elektroforetskog razdvajanja u 1%
agaroznom gelu, koji je posle bojenja u rastvoru
etidijum-bromida finalne koncentracije 0,5 pg/
ml posmatran pod UV transiluminatorom. Za
odredivanje veli¢ine umnoZenog amplikona
kori$¢en je marker MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania).

Umnozeni fragmenti izolata 291-09 i 315-09,
nakon preti§¢avanja pomoéu QIAquick PCR
Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany)
poslati su na usluzno sekvencioniranje u oba
smera na ABI 3730XL Automatic Sequencer
u Macrogen, Inc (http://dna.macrogen.com,
Korea). Dobijene sekvence obradene su u
programu FinchT'V Version 1.4.0. a konsenzus
nukleotidne sekvence podnete su u GenBank
bazu podataka, gde im je dodeljen pristupni
broj (GenBank Accession Number). BLAST
analizom i vi$estrukim poredenjem sa dostupnim
sekvencama u GenBank bazi podataka (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) pomocu
CLUSTAL W programa (Thompson et al.
1994), obavljena je potvrda identifikacije.
Za proratun geneticke udaljenosti i najviSeg
stepena nukleotidne sli¢nosti dobijenih sekvenci
odabranih izolata sa odgovaraju¢im sekvencama
izolata iz drugih delova sveta, upotrebljen je
softverski paket MEGA verzija 5.0. (Tamura et
al. 2011).

Rezultati i diskusija

Simptomi bolesti i konvencionalna identiftkacija

Tokom preg!eda oglednih parcelasirkauBatkom
Petrovcu i u Cantaviru u periodu 2009-2011. na
zarazenim metlicama i zrnu gajenog sirka sorti
Alba, Gold, Primai Reform uoéena je nekroza tkiva
prekrivena micelijskom prevlakom tamnozute do
narandzaste ili crvenkaste boje. ZaraZena zrna su
smezurana i prozeta micelijom i slabije klijavosti.
U 16 pregledanih uzoraka semena ustanovljene
su mesSane zaraze gljivama iz rodova Epicoccum,
Fusarium i Alternaria koji su bili prisutni u svim
uzorcima, dok je prose¢an nivo zaraze bio 2,0%,
8,82% odnosno 5,03% (Tab.1). U po pet uzoraka
detektovane su i vrste iz rodova Aspergillus u
prose¢nom nivou zaraze od 0,78% i Penicillium
1,62%. Zaraza semena sirka sa Epicoccum  spp.
kretala se od 0,6-3,0%, u proseku 2%, $to je u
skladu sa nivom zaraze zabelezenim od strane
Levi¢ et al. (2008), koji su ustanovili i zna¢ajno visi
nivo zaraze drugim fitopatogenim gljivama. Sli¢an
nivo zaraze semena sirka sa E. nigrum zabelezen je
i u Saudijskoj Arabiji (1,76-2,44%) (Yassin et al.
2010) i Exiopiji naro¢ito posle perioda skladiStenja
(u proseku 2,46%) (Dejene et al. 2004).

Prilikom izolacije, na osnovu morfoloskih
karakeeristika izdvojen je 21 monosporni izolat,
poreklom iz svih 16 uzoraka semena, a koji su
po morfoloskim karakteristikama odgovarali E.
nigrum. U uslovima ve$tacke inokulacije sejanaca
sirka reprodukovani su simptomi prirodne infekcije.
Prve promene tkiva na stablu inokulisanih biljaka,
uodene su ve¢ 3-5 dana po inokulaciji, u vidu
crvenkastosmedih nekroti¢nih pega oko mesta
inokulacije u osnovi stabla (Sl 1d). Jasno vidljive
promene boje vaskularnog tkiva, primarnog korena
i ¢vora bokorenja uodene su sedam dana nakon
inokulacije. Iz svih inokulisanih biljaka sirka
sa simptomima, uspe$no je izvrsena reizolacija
patogena. Na biljkama koje su inokulisane kao
negativna kontrola, nije doslo do pojave simptoma,
niti bilo kakvih promena. Ispitujuéi krug domacdina
E. nigrum u uslovima ve$tatke inokulacije, Bruton et
al. (1993) ustanovili su osetljivost veéeg broja biljaka
domadina, kao $to su dinja, krastavac, jabuka, krugka,
graSak i paradajz na kojima se po inokulaciji razvila
smeda ili crvena trulez koja nije bila vlaznog tipa.

Za detaljno proucavanje morfoloskih osobina
E. nigrum odabrana su tri reprezentativna izolata,
291-09, 315-09 i 539-10. Ispitivani izolati
formirali su gustu vazdu$nu miceliju na PDA sa
uravnotezenim proseénim dnevnim porastom koji
se kretao 0d 0,75 do 1,41 cm (u proseku 0,87 cm).
Ovi rezultati su u saglasnosti sa navodima Favaro
et al. (2011) za Grupu 1 izolata E. nigrum, koji
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Tabela 1. Intenzitet zaraze semena razli¢itih sorti gajenog sirka u periodu 2009-2011.
Table 1. The intensity of seed infection of different sorghum cultivars in the period 2009-2011

Lokalitet Sorta Godina  Alternaria Aspergillus ~ Epicoccum  Fusarium  Penicillinm
Locality Cultivar Year spp- spp- spp- spp- spp-
Backi Petrovac Alba 2009 2,0 0 2,0 3,6 0
Backi Petrovac Gold 2009 2,0 0 2,0 6,0 0
Backi Petrovac Prima 2009 4,0 0 2.4 17,9 0
Backi Petrovac Reform 2009 5,0 0 3,0 7.5 0
Cantavir Alba 2009 12,6 L5 2,6 8.8 6,9
Cantavir Gold 2009 6,4 1,8 2,1 6,0 11,2
Backi Petrovac Alba 2010 1,3 0 1,2 2,3 0
Backi Petrovac Gold 2010 2,7 0 2,0 13,8 0
Backi Petrovac Prima 2010 6,2 0 2,0 3,0 0
Backi Petrovac Reform 2010 5,3 0 1,7 2,5 0
Cantavir Alba 2010 2,0 2,4 2,1 3,6 0,9
Cantavir Gold 2010 3,0 3.8 1,9 12,2 2,7
Backi Petrovac Alba 2011 8,8 0 2,0 19,7 0
Backi Petrovac Gold 2011 7,6 0 0,6 15,2 0
Cantavir Prima 2011 2,4 3,0 2,0 11,3 42
Cantavir Reform 2011 9,2 0 2,4 7.8 0

* Prosecan % zaraze semena sirka odreden iz &etiri ponavljanja po 100 semena po uzorku / Average % of seed
infection calculated from four replicates of 100 seeds per sample

A \ i %

Slika 1. Epicoccum nigrum: a) izgled kolonije na PDA podlozi; b) konidiofore; ¢) konidije; d) vestacki
zarazeni sejanci sirka i negativna kontrola (desno)

Fig. 1. Epicoccum nigrum: a) colony appearance on PDA media; b) conidiophores; ¢) conidia; d) artificially
inoculated sorghum seedlings with negative control (right)

su opisani kao izolati koje karakteri$e brz porast. micelijom nepravilnih margina (SL 1a). Izgled
Kolonija sva tri izolata je gusta, vunasta, intenzivno kolonije poneckad se moze dovesti u vezu sa
zute boje sa lica i narandzaste do tamno crvene izgledom kolonija vrsta Fusarium spp., a Cesto i
boje sa naligja, okruzena belom kompaktnom pogre$no identifikovati kao Ustilaginales (Navi
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et al. 1999). Konidije su formirane na kratkim
konidioforama koje se uzdizu sa diskretnih
sporodohija (Sl 1b). Konidje su gusto zbijene
u sporodohijama, sferi¢nog oblika i suzene pri
osnovi. Potpuno razvijene konidije su smede boje,
neravne episporije sa slabo izraZenim brojnim
septama (Sl. lc), dimenzija 12,5-27,5 x 12,5-30
um. Sve morfoloske makroskopske i mikroskopske
osobine u potpunoj su saglasnosti sa rezultatima
navedenim u literaturi (Mims & Richardson 2005,
Pitt & Hocking 2009).

Molekularna detekcija i identifikacija

Kod odabranih reprezentativnih izolata (291-
09, 315-09 i 539-10) bez obzira da li je ekstrakcija
obavljena iz micelije odgajene na te¢noj podlozi ili
iz vazdu$ne micelije sa povrsine kolonije, uspesno
je doslo do amplifikacije. Kod sva tri ispitivana
uzorka, u svim ponavljanjima, utvrdeno je prisustvo
trake procenjene veli¢ine oko 550 bp (SL 2) $to
odgovara opisanoj veli¢ini ITS regiona E. nigrum
(Arenal et al. 2000). Do amplifikacije nije doslo
kod uzorka koji je predstavljao negativnu kontrolu
(PCR smesa sa RNase-free vodom).

Nakon sekvencioniranja dva odabrana PCR
produkta dobijenih amplifikacijom uzoraka 291-
091315-09, kori§¢enjem para prajmera ITS1/1TS4
i njihove obrade u FinchT'V programu, konsenzus

nukleotidne sekvence deponovane su u GenBank
bazu podataka pod pristupnim  brojevima
JQ619838 i JQ619839. BLAST analiza sekvenci
produkata u duzini od 546 bp, pokazala je 99% do
100% nukleotidne identi¢nosti sa sekvencama 31
izolata E. nigrum.

Dalja karakeerizacija obavljena je viSestrukim
uparivanjem i proratunom nukleotidne sli¢nosti
odabranih sekvenci, nakon trimovanja sekvenci na
duzinu od 533 bp. Prora¢unom geneticke sli¢nosti
korid¢enjem softerskog paketa MEGA verzija 5.0.
(Tamura et al. 2011) dobijeni su precizniji rezultati
i izolati 291-09 i 315-09 pokazali su najvisi stepen
nukleotidne identi¢nosti od 100% sa sekvencama 23
izolata razli¢itog porekla prijavljena kao E. nigrum,
od &ega su 17 poreklom iz Spanije (FN868456,
FJ424232-37, FJ424242-45, FJ424250, FJ424251,
FJ424256, FJ424257, FJ424263, FJ424264), wi
izolata poreklom iz Kine (GU586847, AB470875,
AB470889), dva izolata porecklom iz Italije
(EU232716, EUS529998), kao i sa sekvencom
jednog izolata poreklom iz Kanade (JN689342).

Kilpatrick & Chilvers (1981) ispitali su
varijabilnost 2000 izolata Epicoccum i zakljudili da
pripadaju genetski varijabilnoj vrsti, $to je kasnije
potvrdeno i analizom 5.8S i ITS regiona rDNK
(Wang & Guo 2004). Na osnovu poredenja sckvenci
u podru¢ju ITS regiona, ustanovljena je znacajna

M 291-08 31509 53010 B

ITS1/T54

Slika 2. Epicoccum nigrum: Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih kori$¢enjem para prajmera
ITS1/ITS4. Kolone: M - MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 1
- izolat 291-09; 2 - izolat 315-09; 3 - izolat 539-10 DNK ckstrahovana iz micelije gajene u te¢noj kulturi i

4 — B negativna kontrola - PCR mix sa vodom

Fig. 2. Epicoccum nigrum: Electrophoretic analysis of PCR products obtained using primer pair ITS1/
ITS4. Lanes: M - Mass-Ruler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmgH, Lithuania); 1 - isolate
291-09; 2 - isolate 315-09; 3 - isolate 539-10 DNA extracted from mycelium grown in liquid culture and

4 - B negative control - PCR mix with water
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sli¢nost savrstom Cerebella andropogonis (Pazoutova
et al. 2003) $to ukazuje da su ovi rodovi sinonimi,
kao $to je i ranije bilo predlozeno (Schol-Schwarz
1959). Na osnovu morfoloskih osobina i ITS
analiza predloZeno je da Phoma epicoccina, jos jedna
srodna vrsta, i E. nigrum predstavljaju iste bioloske
vrste (Arenal et al. 2004), mada su izolati E. nigrum
izgubili sposobnost da formiraju piknide za razliku
od izolata P, epicoccina. Dalja istrazivanja Fvaro et
al. (2011) dokazala su geneti¢ku povezanost izmedu
izolata E. nigrum narazli¢itim biljkama domaéinima
kori3¢enjem sekvenci ITS regiona rDNK i f-tubulin
gena. Filogenetske analize pokazale su da izolati E.
nigrum mogu biti razdvojeni u dve odvojene grupe.
Grupa 1 obuhvata izolate tipi¢ne morfologije E.
nigrum (Zuta do narandzasta kolonija), sa kojom
i izolati poreklom iz Srbije ispitivani u ovim
istraZivanjima pokazuju najvecu sli¢nost. Grupa 2
obuhvata izolate varijabilne morfologije (siva, roze,
ljubi¢asta, crvena ili braon kolonija) koji su bliski
sa izolatima klasifikovanim kao E. andropogonis
i P epicoccina. Pomenuta istrazivanja ukazuju na
¢injenicu da su obe grupe Siroko rasprostranjene u
svetu. Primenjujudi sloZenije analize, kombinujuéi
morfoloske, fizioloske i molekularne analize, Fivaro
et. al. (2011) razlikuju dva klastera i postavljaju
hipotezu da E. nigrum treba da bude razdvojena u
dve vrste. Dalja istrazivanja ukazaée na opravdanost
razdvajanja ovih izolata u zasebne vrste, a time i
preciznije mesto koje pripada analiziranim izolatima
sa sitka u Srbiji. U isto vreme dobijeni rezultati
predstavljaju prvu karakterizaciju izolata E. nigrum
iz Srbije, §to s obzirom na specifi¢nu ulogu ove vrste
u prirodi otvara moguénost za dalja istrazivanja
narodito metabolita i njihove uloge u patogenezi i
epidemiologiji.

Zakljucak

E. nigrum javlja se redovno na semenu sirka u
Srbiji, urelativno niskom procentuzaraze, kojimoze
bitiznacajan zbog potencijalnog prisustva razli¢itih
toksi¢nih metabolita. Dobijeni izolati ispoljili
su patogenost na sejancima sirka, a morfoloska
karakterizacija ukazuje da izolati iz Srbije pripadaju
Grupi 1 E. nigrum. Uspe$na primena protokola za
molekularnu identifikaciju E. nigrum na osnovu
sekvence I'TS regiona rDNK, predstavljaju pocetak
i osnovu proucavanja filogeografske distribucije
ove vrste u Srbiji. Sekvencioniranje veéeg broja
izolata, uklju¢ivanje dodatnih delova genoma,
njihovo poredenje i odredivanje meduodnosa i
odnosa sa drugim izolatima doprineée boljem
poznavanju strukture populacije E. nigrum u
svetu, kao vrste sa specifitnom ulogom na svojim
biljkama doma¢inima.

Literatura

Arenal F, Platas G, Peldez F (2004): Taxonomic reconsideration
of Epicoccum nigrum and Phoma epicoccina based on DNA
sequences and morphological observations. Mycotaxon 89:
465-471

Bruton BD, Redlin SC, Collins JK, Sams CE (1993): Posthar-
vest decay of cantaloupe caused by Epicoccum nigrum. Plant
Dis 77: 1060-1062

Burgess LW, Summerell BA, Bullock S, Gott KP, Backhouse D
(1994): Laboratory Manual for Fusarium Research, 3rd ed. Uni-
versity of Sydney/Royal Botanic Gardens, Sydney, Australia

Dawson WAJM, Bateman GL (2001): Fungal communities on
roots of wheat and barley and effects of seed treatments contai-
ning fluquinconazole applied to control take—all. Plant Pathol.
50:5-82

Dejene M, Yuen J, Sigvald R (2004): The impact of storage met-
hods on storage environment and sorghum grain quality. Seed
Sci. Technol. 32: 511-529

Erpelding JE, Prom L (2006): Seed mycoflora for grain mold
from natural infection in sorghum germplasm grown at Isabe-
la, Puerto Rico and their association with kernel weight and
germination. Plant Pathol. J. 5: 106-112

Fakhrunnisa MHH, Ghaffar A (2006): Seed-borne mycoflora of
wheat, sorghum and barly. Pak. J. Bot. 38: 185-192

FAO (2004): Production year book, vol 58. FAO Statistical Seri-
es, Food and Agriculture Organization of the United Nations,
Rome, Italy

Favaro LCdL, de Melo FL, Aguilar-Vildoso CI, Aratjo WL
(2011): Polyphasic analysis of intraspecific diversity in Epi-
coccum nigrum warrants reclassification into separate species.
PloS ONE 6 (8): ¢14828. doi:10.1371/journal.pone.0014828

Gwary DM, Mailafiya DM, Jibrin TJ (2006): Survival of Colletotri-
chum sublineolum and other seed-borne fungi in sorghum seeds
after twenty months of storage. Int. J. Agri. Biol. 8: 676-679

Hashem M, Ali EH (2004): Epicoccum nigrum as biocontrol
agent of Pythium damping-off and root rot of cotton seedlin-
gs. Arch. Phythopathol. Plant. Prot. 37: 283-297

Keca N (2000): The most frequent discases in poplar plantations
in the region of R J. Potisje. Glasnik Sumarskog fakulteta, Uni-
verzitet u Beogradu, 82: 81-91

Kilpatrick JA, Chilvers GA (1981): Variation in a natural popu-
lation of Epicoccum purpurascens. Trans. Br. Mycol. Soc. 77:
497-508

Komlaga GA, Johnson PNT, Atokpele DK (2001): Physico-che-
mical propertics of four Ghanaian sorghum (Sorghum bicolor)
varieties, A project report submitted under the IFAD/FRI/
ICRISAT Sorghum Improvement Project, 18

Konstantinova P, Bonants PJM, van Gent-Pelzer MPE, van der
Zouwen P, R. van den Bulk R (2002): Development of speci-
fic primers for detection and identification of Alternaria spp.
in carrot material by PCR and comparation with blotter and
plating assays. Mycol. Res. 106: 23-33

Larena I, Torres R, De Cal MA, Lifidn M, Melgarejo P, Domeni-
chini, P. (2005): Biological control of postharvest brown rot
(Monilinia spp.) of peaches by field applications of Epicoccum
nigrum. Biol. Control. 32: 305-310

Levi¢ ], Kovacevi¢ T, Vukojevi¢ J, Stankovié¢ S (2008): Mikobiota
semena sirka. Zbornik rezimea IX Savetovanja o zatiti bilja,
Zlatibor, Srbija, 48-49

Mari M, Torres R, Casalini L, Lamarca N, Mandrin JE Lichou J,
Larena I, De Cal MA, Melgarcjo P, Usall J (2007): Control of
post-harvest brown rot on nectarine by Epicoccum nigrum and
physico-chemical treatments. J. Sci. Food Agric. 87: 1271-1277

Martini M, Musetti R, Grisan S, Plizzotto R, Borselli S, Pavan F,
Osler R (2009): DNA-dependent detection of the grapevine
fungal endophytes Aureobasidium pullulans and Epicoccum
nigrum. Plant Dis. 93: 993-998

Ratar. Povrt. 49:2 (2012) 160-166



166

Risti¢ D et al.

Mims CW, Richardson EA (2005): Ultrastructure of sporodoc-
hium and conidium development in the anamorphic fungus
Epicoccum nigrum. Can. J. Bot. 83: 1354-1363

Murty DS, Renard C (2001): Crop production in tropical Africa.
Sorghum CTA, 78

Navi SS, Bandyopadhyay R, Hall AJ, Bramel-Cox PJ (1999): A
pictorial guide for the identification of mold fungi on sor-
ghum grain. Information Bulletin no. 59 (In En. Summari-
es in En, Fr). Patancheru 502 324, Andhra Pradesh, India:
International Crops Research Institute for the Semi-Arid
Tropics. 118

Pazoutov4 S, Kolinska R (2003): Relationship of Cerebella to Epi-
coccumn and their closest relatives among Dothideales. Czech
Mycol. 54: 155-160

Pavlovi¢ SP, Stojanovi¢ SD, Starovi¢ MS, Josi¢ DLj, Menkovi¢
NR (2011): Parasitic mycobiota of yellow gentian (Gentia-
na lutea L.). Zbornik Matice Srpske za prirodne nauke 120:
177-182

Pieckenstain FL, Bazzalo ME, Roberts AMI, Ugalde RA (2001):
Epicoccum purpurascens for biocontrol of Sclerotinia head rot
of sunflower. Mycol. Res. 105: 77-84

Pitt JI, Hocking AD (2009): Fungy and Food Spoilage, 3rd Edi-
tion. Dordrecht, Springer 1-519

Schol-Schwarz MB (1959): The genus Epicoccum Link. Trans.
Br. Mycol. Soc. 42: 149-173

Sikora V, Berenji J (2005): Perspektive gajenja sirka za zrno u nas.
Zbornik radova Instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad
41:451-458

Singh K, Frisvad JC, Thrane U, Mather SB (1991): An Ilustra-
ted Manual on Identification of Some Seed-borne Aspergillus,
Fusaria, Penicillium and their mycotoxins. Jordbugsforlaget
Frederiksberg, Denmark, 133

Singh SD, Navi SS (2001): An iz vitro screening technique for
the identification of grain mold resistance in sorghum. Indian
Phytopathol. 54: 35-39

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar
S (2011): MEGAS: Molecular evolutionary genetics analysis
using maximum likelihood, evolutionary distance, and maxi-
mum parsimony methods. Mol. Biol. Evol. 28: 2731-2739,

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ (1994): CLUSTAL W:
Improving the sensitivity of progressive multiple sequence
alignment through sequence weighting, position-specific gap
penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 22:
4673-4680

Wang Y, Guo LD (2004): Morphological and molecular identi-
fication of an endophytic fungus Epicoccum nigrum. Mycosy-
stema 23: 474-479

Yassin MA, El-Samawaty AR, Bahkali A, Moslem M, Abd-Elsalam
KA, Hyde KD (2010): Mycotoxin-producing fungi occurring in
sorghum grains from Saudi Arabia. Fungal Diversity 44: 45-52

Epicoccum nigrum the New Pathogen of Sorghum Seed in Serbia

Danijela Risti¢ o Ivana Stankovi¢ ¢ Ana Vucurovi¢ e Jano$ Berenji
Slobodan Krnjaji¢ e Branka Krsti¢ e Aleksandra Bulaji¢

Summary: Sixteen samples of sorghum seed (Sorghum bicolor (L.) Moench.) ‘Alba, ‘Gold, ‘Prima’ and ‘Reform’ were
analyzed in the localities of Backi Petrovac and Cantavir in the period 2009-2011. The presence of species belonging to
the genera Epicoccum, Fusarium, Alternaria, Aspergillus and Penicillium was established in single and mixed infections.
From the infected sorghum seed, monosporial cultures identified as Epicoccum nigrum based on morphology, proved
their pathogenicity on artificially inoculated sorghum scedlings. Molecular identification was performed by PCR and
amplification of the ITS region of ribosomal DNA. Gene sequences of selected isolates 291-09 (JQ619838) and 315-
09 (JQ619839) exhibited 99-100% nucleotide identity with the sequences of 31 isolates of E. nigrum deposited in
the GenBank. The obtained results represent the first detailed characterization of E. zigrum in Serbia. The presence
of a large number of phytopathogenic fungi on sorghum seed should be further investigated in order to clarify their
relationships and relative significance.
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