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Sazetak

Gljive Monilinia laxa, M. fructigena i M. fructicola na koSti€avom vocCu uzrokuju palez
cvjetova i suSenje izbojaka te smedu truleZ plodova. Smeda trulez smatra se gospodarski
najvaznijom bolesti breskve, nektarine, Sljive, marelice, tre$nje i visSnje u svijetu. Vrste M.
laxa i M. fructigena udomacene su u Europi, dok je M. fructicola do 2014. godine za EU bila
regulirana kao karantenski Stetni organizam. Unato€ karantenskim mjerama, M. fructicola
utvrdena je 2001. na breskvi u Francuskoj, nakon €ega je potvrdena u brojnim europskim
zemljama. Kako bi se odredila raSirenost i bioraznolikost populacija vrsta iz roda Monilinia
u nasadima kosti¢avog voca u Hrvatskoj te eventualna prisutnost vrste M. fructicola, tijekom
2012. 1 2013. sakupljeni su uzorci plodova breskve, nektarine i Sljive sa simptomima smede
trulezi u 14 kontinentalnih i mediteranskih zupanija. Ukupno je sakupljen 361 Monilinia spp.
izolat. Zabiljezena su morfoloSka obiljezja svih izolata te su PCR-om identificirani do razine
vrste. Istrazena je pouzdanost koristenih PCR protokola, a identifikacija 13 izolata dodatno
je potvrdena sekvenciranjem i filogenetskom analizom. Prisutnost M. laxa i M. fructigena
potvrdena je u obje godine istrazivanja u svih 14 Zupanija, a njihova je ucestalost u ukupnoj
bioraznolikosti populacija bila gotovo izjednacena (37,1 % i 34,6 %). Prve je godine
istrazivanja M. fructicola nadena na samo jednoj lokaciji u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji,
dok je ve¢ sljedece potvrdena u jo$ pet drugih. Uz dva pozitivha nalaza M. fructicola 2016.,
njena je u€estalost u ukupnoj bioraznolikosti populacija iznosila 28,3 %. U€estalost M. laxa
bila je najveca u Osjecko-baranjskoj, M. fructigena u VirovitiCko-podravskoj, a M. fructicola
u Splitsko-dalmatinskoj zupaniji. Na breskvi se najucestalijom pokazala M. laxa (41,8 %),
na nektarini M. fructigena (50,9 %), a na 8ljivi M. fructicola (65,9 %). Nisu identificirane
druge Monilinia vrste, poput M. polystroma, M. mumeicola i M. yunnanensis. Ukupno je 62,7
% izolata M. laxa i 39,2 % izolata M. fructigena pokazalo morfolosSka obiljezja atipi¢na za
vrstu prema sinopti¢kom kljucéu, dok je 96,1 % izolata M. fructicola bilo tipi€no. Odredeni su
najzastupljeniji morfolo3ki profili sve tri Monilinia vrste u Hrvatskoj (Laxa-HR, Gena-HR i
Cola-HR). Za istrazivanje fenotipske varijabilnosti odabrano je po 10 izolata sve tri Monilinia
vrste, porijeklom iz mediteranskog i kontinentalnog dijela Hrvatske. lako su zabiljezene
razlike u porastu kolonija Monilinia spp. izolata na temperaturama od 7,5, 15, 20, 25 i 30
°C, temperatura od 35 °C inhibitorno je djelovala na porast micelija svih izolata, dok je
porast redovito bio najveci pri temperaturi od 25 °C. Patogenost svih Monilinia spp. izolata
dokazana je na plodovima breskve, nektarine i Sljive. Na plodovima breskve i nektarine nisu
utvrdene razlike u patogenosti izmedu izolata unutar istih Monilinia vrsta. Na plodovima
Sljive utvrdene su razlike izmedu izolata unutar vrsta M. laxa i M. fructigena, dok unutar
vrste M. fructicola razlike nisu utvrdene. Na plodovima breskve se M. fructigena pokazala
virulentnijom od M. fructicola, dok se patogenost M. laxa nije razlikovala od M. fructigena i
M. fructicola. Na plodovima nektarine i Sljive nije bilo razlika u patogenosti izmedu sve tri
Monilinia vrste. Na plodovima nektarine nisu utvrdene razlike u sporulaciji izmedu izolata
unutar vrsta M. fructigena i M. fructicola, ali jesu izmedu izolata unutar vrste M. laxa. Izmedu
Monilinia vrsta, najobilnije je sporulirala M. fructicola. Konidije svih Monilinia spp. izolata
zadrZale su sposobnost vijabilnosti na inokuliranim plodovima nektarine nakon devet
mjeseci izlozenosti vanjskim uvjetima, pri ¢emu su se konidije M. laxa pokazale
najvijabilnijima (66,8 %). UnatoC Sirokoj primjeni fungicida na osnovi piraklostrobina,
trifloksistrobina, difenkonazola, fenbukonazola, tebukonazola, boskalida, fluopirama,
fenheksamida i fludioksonila, nije zabiljezena smanjena osjetljivost hrvatskih Monilinia spp.
izolata na navedene fungicide. Medutim, utvrdena su Cetiri nisko rezistentna izolata M.
fructicola na tiofanat-metil, s ECso vrijednostima 5,754, 3,631, 2,570 i 2,399 pg/ml. Ovo
istraZivanje predstavlja prvi detaljan uvid u raSirenost, bioraznolikost populacija te prakti¢no
vazne fenotipske razlike fitopatogenih gljiva roda Monilinia na kosti€avom voc¢u u Hrvatskoj.
Saznanja dobivena istrazivanjem mogu doprinijeti razvoju ucinkovitijih strategija i pristupa
zastiti od smede truleZi breskve, nektarine i Sljive.

Kljuéne rijeci: Monilinia fructicola, Monilinia laxa, Monilinia fructigena, kosti€avo voce,
uCestalost, fenotip, patogenost, prezimljenje, osjetljivost, fungicidi



Identification, distribution and phenotypic variability of brown rot fungi (Monilinia
spp.) on peach, nectarine and plum in Croatia

SUMMARY

Introduction: Peach (Prunus persica), nectarine (P. persica var. nucipersica), apricot (P.
armeniaca), plum (P. domestica), sweet cherry (P. avium) and sour cherry (P. cerasus) are
commonly referred to as stone fruits. According to FAO, the world production of stone fruit
exceeded 44.32 million tonnes in 2017. In Croatia, the annual production of stone fruit
species reached 26528 tonnes in 2017, with sour cherry being the most represented.
Blossom blight and fruit brown rot are the two symptoms of the same disease caused by
polycyclic fungi of the genus Monilinia, affecting all stone fruit species and causing losses
in stone fruit production. Because infections with Monilinia spp. often remain latent in the
field, brown rot is also considered as one of the most important postharvest diseases of
stone fruit. Monilinia laxa and M. fructigena are species known to occur throughout Europe
and Croatia, while M. fructicola is widely distributed in Asia, North and South America,
Australia and Oceania. In Europe, it was first detected in 2001 in France, although it was
regulated as a quarantine organism for the European Union. In the following years, its
presence was confirmed in most European countries and it lost its quarantine status in 2014.
Nevertheless, M. fructicola is still listed on the EPPO A2. Besides M. laxa, M. fructigena
and M. fructicola, Prunus species can also be hosts for some relatively recently described
Monilinia species, such as M. polystroma, M. mumeicola and M. yunnanensis. Considering
the increased number of findings of M. fructicola across Europe, it is necessary to
investigate the possible presence of this pathogen in Croatia and to determine its potential
impact on Croatian stone fruit production. The objectives of this study were to identify
Monilinia species on peach, nectarine and plum fruits, to investigate their distribution and
incidence and to determine the phenotypic differences between Monilinia spp. isolates.

Materials and methods: During 2012 and 2013, 209 peach, 108 nectarine and 45 plum
fruits with visible brown rot symptoms were collected from orchards in 14 Croatian counties.
In 2016, two symptomatic plum fruits were additionally collected. Single spore isolates were
obtained from infected fruits and incubated on PDA at 22 °C in 12 h light/12 h dark regime.
After 10 days, morphological characteristics of each isolate were recorded. PCR-based
identification method was performed for 361 Monilinia spp. isolates in three separate
reactions, using forward and reverse species-specific primer pairs Laxa-R2/MO368-5
specific for M. laxa, MO368-8R/M0O368-5 for M. fructigena and MO368-10R/MO368-5 for
M. fructicola. Multiplex PCR reaction was also performed using the common reverse primer
MO368-5 and previously reported species-specific forward primers. Additionally, PCR
reaction was carried out using primer pair ITS1Mfc1l/ITS4Mfcl, specific for M. fructicola.
Common reverse primer Mon-R and forward primers Mume-F, specific for M. mumeicola,
and Ensis-F, specific for M. yunnanensis, were used to test the possible presence of these
species in Croatia. For 13 isolates, ITS region was amplified using the universal primer pair
ITS1/ITS4. Also, for seven isolates, gene fragments G3PDH and TUB2 were amplified in
separate PCR reactions, using primer pairs Mon-G3pdhF/Mon-G3pdhR and Mon-
TubF1/Mon-TubR1. Amplified PCR products were sequenced and compared to
representative sequences retrieved from GenBank database. Phylogenetic analysis was
performed using MEGA 7.0 software by UPGMA method. Morphological characteristics of
each isolate were compared to PCR identification results and the number of typical and
atypical Monilinia spp. isolates was determined. Morphological analysis was further used to
determine the most common morphological profile of M. laxa, M. fructigena and M. fructicola
in this study. Based on identification results, distribution of each Monilinia species and total
population biodiversity of Monilinia species was determined, as well as the population
biodiversity for each county, year and host. Based on their origin, ten representative isolates
of each Monilinia spp. were chosen to investigate their phenotypic variability. Mycelium
growth rate (mm/day) of each isolate was determined at 7.5, 15, 20, 25, 30 and 35 °C.



Pathogenicity assay was conducted by inoculation of peach, nectarine and plum fruits with
each Monilinia spp. isolate, following an incubation of inoculated fruits at 22 °C in 12 h
light/12 h dark regime and 95 % humidity. Lesion diameter was measured two to 14 days
after inoculation and lesion growth rate (mm/day) was recorded. After sporulation appeared
on nectarine fruits, the number of conidia per fruit surface (mm?) for all Monilinia spp.
isolates was determined microscopically using haemocytometer. Viability of Monilinia spp.
conidia was also determined on artificially inoculated nectarine fruits. After the appearance
of brown rot symptoms, fruits were transferred to open air and exposed to natural conditions
for nine months, from August to April next year. Overwintered mummified fruits were
rehydrated and conidial suspensions from stromatised tissue were inspected
microscopically using a haemocytometer. The number of viable and non-viable conidia for
each isolate was determined. Differences in pathogenicity, sporulation and conidial viability
were subjected to analysis of variance (ANOVA) at the significance level P=0.05. Multiple
comparisons of means were performed using XLSTAT 2014.5.03 software. In fungicide
sensitivity assay, mycelial growth inhibition of Monilinia spp. isolates was determined on
water agar for boscalid, fluopyram, difenoconazole, fenbuconazole, tebuconazole,
thiophanate-methyl and fenhexamid, while conidial germination inhibition was measured on
potato dextrose agar for boscalid, fluopyram, fludioxonil, trifloxystrobin and pyraclostrobin.
Percent inhibition relative to the control was calculated, and ECso or ECgo values (pg/ml)
were generated after regression analysis was performed.

Results and conclusions: Out of 364 isolates obtained, 361 were identified as Monilinia
spp. based on their morphological characteristics. PCR method using species-specific
primer pairs Laxa-R2/M0O368-5 and M0O368-8R/MO368-5 was shown to be reliable for
identification purposes of M. laxa and M. fructigena, since the expected 351-bp and 402-bp
PCR products were regularly amplified. On the other hand, amplification of the expected
535-bp product did not occur regularly for all M. fructicola isolates when specific primer pair
MO368-10R/M0O368-5 was used. The expected 356-bp PCR products for all M. fructicola
isolates were amplified when a different specific primer pair ITS1Mfcl/ITS4Mfcl was used,
and it was considered more reliable for diagnostic purposes of this pathogen. Duplex PCR
reaction produced 534-bp and 712-bp fragments with the common reverse primer Mon-R
and forward primers Ensis-F and Mume-F, specific for M. yunnanensis and M. mumeicola,
respectively. The results indicated the presence of these Asian Monilinia species in Croatia.
Nevertheless, sequencing and phylogenetic analysis of the ITS region, G3PDH and TUB2
gene fragments confirmed the species to be M. laxa, M. fructigena and M. fructicola, as
initially identified. Monilinia mumeicola and M. yunnanensis were not confirmed to be
present in Croatia and species-specific primers developed for their identification were found
not to be specific enough. During this survey, M. fructicola was found to be present for the
first time in Croatia. Its incidence in Croatian stone fruit orchards was found to be similar to
the incidence of M. laxa and M. fructigena. In total, 134 isolates (37.1 %) were identified as
M. laxa, 125 (34.6 %) as M. fructigena and 102 (28.3 %) as M. fructicola. Morphological
analysis showed that among 361 Monilinia spp. isolates collected within the study, 96.1 %
of M. fructicola isolates showed morphological features regarded as species-typical
according to the synoptic key used for Monilinia spp. identification. On the other hand, 62.7
% of M. laxa and 39.2 % of M. fructigena isolates showed morphological features regarded
as atypical for these species according to the synoptic key. Consequently, the identification
of Monilinia spp. using the synoptic key can be considered reliable for M. fructicola, but not
for M. laxa nor M. fructigena. The most common morphological profiles for all three Monilinia
species in Croatia were designated as Laxa-HR, Gena-HR and Cola-HR. Monilinia laxa and
M. fructigena were found to be present in all 14 monitored Croatian counties, while M.
fructicola showed more limited distribution, as it was found to be present in six counties.
The incidence of M. laxa was highest in Osijek Baranja County (78.6 %), M. fructigena was
the dominant species in Virovitica Podravina County (90.9 %), while M. fructicola was
prevalent in Split Dalmatia County (95 %). In 2012, the incidence of M. laxa and M.



fructigena was shown to be relatively similar, with 47.3 % and 41.4 % incidence,
respectively. In the same year, M. fructicola was found with 11.3 % incidence in the total
Monilinia spp. population. In 2013, the incidence of M. fructicola was found to be much
higher (42.6 %), while the incidence of M. laxa (28.4 %) and M. fructigena (29 %) was lower
than in 2012 and almost identical. Monilinia laxa was shown to be the most common
Monilinia spp. on peach (41.8 %), M. fructigena on nectarine (50.9 %) and M. fructicola on
plum (65.9 %). Phenotypic variability among 30 representative Monilinia spp. isolates was
further investigated. Different isolates expressed variable mycelium growth rate on
temperatures of 7.5, 15, 20, 25 and 30 °C. At 35 °C, no isolate grew. Monilinia laxa, M.
fructigena and M. fructicola showed the highest average colony growth rate on 25 °C, while
the lowest growth rate was recorded on 7.5 °C. Pathogenicity of 30 representative Monilinia
spp. isolates was confirmed on peach, nectarine and plum fruits, and Koch’s postulates
were fulfilled. There were no significant differences in pathogenicity on peach and nectarine
fruits between isolates of the same Monilinia species. On plum fruits, significant differences
in pathogenicity between isolates within M. laxa and within M. fructigena were recorded, but
not between isolates within M. fructicola. On peach fruits, the virulence of M. fructigena was
significantly higher than of M. fructicola. Still, there were no differences in pathogenicity
comparing M. laxa with M. fructigena and M. fructicola. On nectarine and plum fruits there
were no differences in pathogenicity between M. laxa, M. fructigena and M. fructicola.
Significant differences in the number of conidia produced per nectarine fruit surface (mm?)
were recorded comparing M. laxa and M. fructigena with M. fructicola, which sporulated
most abundantly. Differences in sporulation on nectarine fruits were also recorded between
two isolates of M. laxa (ZD 143/12 and ZD 145/12), while no differences were found within
M. fructigena and M. fructicola isolates. There were no differences in percentage of viable
conidia between isolates of the same Monilinia species on overwintered mummified
nectarine fruits, but differences were recorded comparing M. laxa (66.82 %) and M.
fructicola (36.62 %). There were no differences in percentage of viable conidia when
comparing M. fructigena with M. laxa and M. fructicola. All 30 tested Monilinia spp. isolates
were sensitive to boscalid, fluopyram, difenoconazole, fenbuconazole, tebuconazole and
fenhexamid in mycelium growth assay and to boscalid, fluopyram, fludioxonil, trifloxystrobin
and pyraclostrobin in conidial germination assay. The 50 % effective concentration (ECsg)
values in mycelium growth assay varied from 0.001 ug/mL (triazoles) to 0.631 ug/mL
(fenhexamid) for all Monilinia spp. isolates. In conidial germination assay, ECso values
varied from 0.000004 pg/mL (pyraclostrobin) to 0.933 pg/mL (fluopyram). All M. laxa and
M. fructigena isolates were sensitive to thiophanate-methyl in mycelium growth assay, with
ECso values ranging from 0.016 pyg/mL to 0.457 pg/mL (M. laxa) and from 0.013 ug/mL to
0.427 pg/mL (M. fructigena). For M. fructicola, four low resistant isolates to thiophanate-
methyl were identified, with ECso values being 5.754, 3.631, 2.570 and 2.399 pg/mL. This
work represents the first systematic study on the distribution and population biodiversity of
the genus Monilinia on stone fruit in Croatia. The results also provide insight into phenotypic
variability of Monilinia spp. bearing practical relevance for stone fruit producers in Croatia
and may lead to the development of more efficient strategies and approaches in the control
of peach, nectarine and plum brown rot.

Key words: Monilinia fructicola, Monilinia laxa, Monilinia fructigena, stone fruit, incidence,
phenotype, pathogenicity, overwintering, sensitivity, fungicides
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Popis kratica
bp

CZB

DMI

DNK

ECso

ECoo

EFSA

EPPO

EU

FAO

FRAC

G3PDH
HAPIH
ITS
KDA
KRI
MA
MAP
MBC
PCR
PP
Qol
rRNK

SAD

parovi baza (eng. base pair)

Centar za zastitu bilja

inhibitori demetilacije (eng. demethylation inhibitors)

deoksiribonukleinska kiselina

srednja ucinkovita koncentracija (eng. half maximal effective concentration)
90 %-tna ucinkovita koncentracija (eng. 90 % effective concentration)
Europska agencija za sigurnost hrane (eng. European Food Safety Authority)

Europska i mediteranska organizacija za za$titu bilja (eng. European and

Mediterranean Plant Protection Organization)
Europska unija

Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (eng. Food and
Agriculture Organization of the United Nations)

Akcijski odbor za rezistentnost na fungicide (eng. Fungicide Resistance
Action Committee)

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu

nekodiraju¢a intergenska regija (eng. internal transcribed spacer)
krumpir-dekstrozni agar

inhibitori keto reduktaze (eng. keto reductase inhibitors)

malt agar

mitogen-aktivacijski protein (eng. mitogen-activated protein)
metil benzimidazol karbamati (eng. methyl benzimidazole carbamates)
lan¢ana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction)
fenilpiroli eng. (phenylpyrroles)

vanjski inhibitori kvinona (eng. quinone outside inhibitors)
ribosomska ribonukleinska kiselina

Sjedinjene Americke Drzave



SDHI inhibitori sukcinat-dehidrogenaze (eng. succinate dehydrogenase inhibitors)

SGD eng. spiral gradient dilution

SHAM salicil hidroksamska kiselina (eng. salicyl hydroxamic acid)
SsuU mala podijedinica (eng. small subunit)

TAE tris-acetat-EDTA

TUB2 beta-tubulin

UK Ujedinjeno Kraljevstvo

UPGMA eng. unweighted pair group method with arithmetic mean
VA vodeni agar

Popis tablica

Tablica 1. Zbirni prikaz ukupnog broja uzorkovanih plodova prema Zupaniji, godini i

domacdinu
Tablica 2. PCR reakcijske smjese po jednom izolatu

Tablica 3. Parovi pocCetnica specificnih za M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (Coté i
sur., 2004a)

Tablica 4. Temperaturne faze PCR reakcije (C6té i sur., 2004a)
Tablica 5. Par pocetnica specifiCnih za M. fructicola (loos i Frey, 2000)
Tablica 6. Temperaturne faze PCR reakcije (loos i Frey, 2000)

Tablica 7. Parovi pocetnica specificnih za M. mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur.,
2011)

Tablica 8. Temperaturne faze PCR reakcije s parovima pocetnica specificnih za M.

mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur., 2011)
Tablica 9. Parovi univerzalnih pocetnica ITS1iITS4 (White i sur., 1990)

Tablica 10. Temperaturne faze PCR reakcije s univerzalnim pocetnicama ITS1 i ITS4
(loos i Frey, 2000)

Tablica11. Parovi poCetnica za sekvenciranje fragmenata gena G3PDH i TUB2 (Hu i
sur., 2011)

Tablica 12. Temperaturne faze PCR reakcije s pocCetnicama za sekvenciranje
fragmenata gena G3PDH i TUB2 (Hu i sur., 2011)



Tablica 13.

Tablica 14.

Tablica 15.

Tablica 16.

Tablica 17.

Tablica 18.

Tablica 19.

Tablica 20.

Tablica 21.

Tablica 22.

Tablica 23.

Tablica 24.

Tablica 25.

Tablica 26.

Tablica 27.

Tablica 28.

Tablica 29.

Pristupni brojevi i opisi reprezentativnih sekvenci iz baze podataka GenBank,

koristeni za usporedbu i filogenetske analize
Reprezentativni izolati M. laxa, M. fructigena i M. fructicola
Aktivne tvari koriStene u testu osjetljivosti na fungicide i metode pripreme

Broj tipicnih i atipi¢nih izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola sukladno

sinopti¢kom klju¢u (Lane, 2002)

Broj i postotak izolata M. laxa s odredenim morfoloSkim obiljezjem (Lane,
2002)

Broj i postotak izolata M. fructigena s odredenim morfoloSkim obiljezjem
(Lane, 2002)

Broj i postotak izolata M. fructicola s odredenim morfoloSkim obiljezjem
(Lane, 2002)

Najces¢i morfoloski profil Monilinia vrsta u Hrvatskoj

Zastupljenost Monilinia vrsta prema Zupanijama i lokacijama (voénjacima)

obuhvacenima istrazivanjem

Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta obuhvaéenu istrazivanjem u Republici Hrvatskoj

Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu
populaciju Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama
Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta u 2012., 2013. i 2016. godini

Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta na breskvi, nektarini i Sljivi

Brzina rasta micelija izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (mm/dan)

na VA na razli¢itim temperaturama

Prosje€an porast lezije na plodovima breskve inokuliranim izolatima M. laxa,

M. fructigena i M. fructicola

Prosje€an porast lezije M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na inokuliranim

plodovima breskve

Prosjean porast lezije na plodovima nektarine inokuliranim izolatima M.

laxa, M. fructigena i M. fructicola



Tablica 30.

Tablica 31.

Tablica 32.

Tablica 33.

Tablica 34.

Tablica 35.

Tablica 36.

Tablica 37.

Tablica 38.

Popis slika

Slika 1.

Slika 2.

Slika 3.

Slika 4.

Slika 5.

Slika 6.

Prosje€an porast lezije M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na inokuliranim

plodovima nektarine

Prosje€an porast lezije na plodovima $ljive inokuliranim izolatima M. laxa, M.

fructigena i M. fructicola

Prosje€an porast lezije M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na inokuliranim
plodovima Sljive
Prosje€an broj spora na plodovima nektarine inokuliranim izolatima M. laxa,

M. fructigena i M. fructicola

Prosje€an broj spora M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na inokuliranim

plodovima nektarine

Prosje€an postotak vijabilnih konidija na prezimjelim plodovima nektarine

inokuliranim izolatima M. laxa, M. fructigena i M. fructicola

Prosje€an postotak vijabilnih konidija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na

prezimjelim plodovima nektarine

Srednje ucinkovite koncentracije (ECsp) Monilinia vrsta u in vitro testu rasta

micelija na fungicidima (ug/ml)

Srednje (ECso) i 90 % ucinkovite (ECq0) koncentracije Monilinia vrsta u in vitro

testu rasta kli¢nih cijevi na fungicidima (ug/ml)

Prikaz karakteristicnog oblika lanca makrokonidija Monilinia spp. skupine

Junctoriae pod mikroskopom.

Prikaz raSirenosti M. fructigena u svijetu; izvor: EPPO Global Database
(preuzeto s: https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Prikaz raSirenosti M. fructicola u svijetu; izvor: EPPO Global Database
(preuzeto s: https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Prikaz raSirenosti M. polystroma u svijetu; izvor: EPPO Global Database
(preuzeto s: https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Zivotni ciklus Monilinia vrsta na kostiéavom voéu; izvor: Plant Pathology, 3™
Edition. Autor: George N. Agrios. Academic Press, 1988 (Agrios, 1988).
Tipi€ni simptomi smede trulezi kosti€avog voca prilikom uzorkovanja

plodova: a) smezurani plodovi §ljive sa sporonosnim nakupinama Monilinia


https://gd.eppo.int/
https://gd.eppo.int/
https://gd.eppo.int/

Slika 7.

Slika 8.

Slika 9.

Slika 10.

Slika 11.

Slika 12.

Slika 13.

Slika 14.

Slika 15.

spp.; b) otpali plodovi breskve zahvaéeni smedom trulezi na tlu u voénjaku;
c) zarazeni plod breskve; d)-f) zarazeni plodovi nektarine prorasli micelijem

Monilinia spp.

Ispitivanje patogenosti Monilinia spp. izolata na plodovima breskve i

nektarine u klima komori.

Priprema plodova nektarine za test vijabilnosti konidija: a) suSenje plodova
nektarine u laboratoriju nakon sterilizacije; b) omatanje mjesta inokulacije s

Monilinia spp. parafiimom.

Plodovi nektarine zaraZzeni s Monilinia spp. te izloZzeni vanjskim uvjetima u
testu vijabilnosti konidija: a) mumificirani plodovi nektarine u zastitnoj

konstrukciji; b) zastitna konstrukcija.

MorfoloSka obiljeZja izolata M. laxa ZD 150/12 (lijevo), BA 27/13 (sredina) i
ZD 128/13 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati
tame/12 sati svjetlosti.

MorfoloSka obiljeZja izolata M. fructigena OS 67/13 (lijevo), PL 8/13 (sredina)
i PO 114/12 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati

tame/12 sati svjetlosti.

Morfoloska obiljezja izolata M. fructicola ZG 26/13 (lijevo), VZ 24/13 (sredina)
i VD 45/12 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati

tame/12 sati svjetlosti.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 402 bp (M. fructigena) i 351 bp
(M. laxa) u 1,5 % agaroznom gelu umnozenih parovima pocetnica MO368-
8R/M0O368-5 (M. fructigena) i Laxa-R2/M0O368-5 (M. laxa) u 'duplex' PCR
reakciji (Coté i sur., 2004a). Jazice 1-2: M. fructigena; jazice 3-6: M. laxa;

jazica 7: DNK ljestvica 1000 bp; jazice 8-18: M. laxa.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 535 bp u 1,5 % agaroznom gelu
umnozenih parom pocéetnica MO368-10R/MO368-5 (Coté i sur., 2004a).
Jazice 1-15: M. fructicola; jazica 16: M. laxa; jazica 17: M. fructigena; jazica
18: DNK ljestvica 1000 bp.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€ine 356 bp u 1 % agaroznom gelu
umnozenih parom pocetnica ITS1Mfc1/ITS4Mfc1 (loos i Frey, 2000). JazZice
1-15: M. fructicola; jaZica 16: M. laxa; jaZica 17: M. fructigena; jazica 18: DNK
ljestvica 1000 bp.



Slika 16.

Slika 17.
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Kolonija izolata ZD 167/12 na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12

sati tame/12 sati svjetlosti.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€¢ine 534 bp (M. yunnanensis) i 712
bp (M. mumeicola) u 1,2 % agaroznom gelu umnozenih parovima pocetnica
Ensis-F/Mon-R (M. yunnanensis) i Mume-F/Mon-R (M. mumeicola) u 'duplex’
PCR reakciji (Hu i sur., 2011). Jazica 1: DNK ljestvica 1500 bp; jazice 2-6:
M. yunnanensis; jaZice 7-8: M. mumeicola; jazica 9: M. fructicola; jazica 10:

M. fructigena; jazica 11: M. laxa.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€ine 538 bp (Monilinia spp.) u 1,5 %
agaroznom gelu umnozenih univerzalnim parovima pocetnica ITS1 i ITS4
(White i sur., 1990) u PCR reakciji (loos i Frey, 2000). Jazice 1-7: M. laxa;
jazice 8-11: M. fructigena; jazice 12-13: M. fructicola; jazica 14: DNK ljestvica
1000 bp.

Filogenetsko stablo dobiveno analizom nukleotidnih sekvenci fragmenta ITS
genske regije, uz koristenje UPGMA metode i modela 'number of
differences'. Brojevi u Cvoristu grana predstavljaju vrijednosti dobivene
statistickom metodom 'bootstrap' uz 1000 ponavljanja. Za ukorjenjivanje
stabla koriStene su sekvence vrsta B. dothidea i T. deformans, a u analizu
su uvrstene i sekvence drugih Monilinia vrsta. Na stablu su vidljivi pristupni
brojevi sekvenci iz baze podataka GenBank (Tablica 13) te oznake izolata iz

ovog istrazivanja (Prilog 4).

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€ine 786 bp (Monilinia spp.) u 1,5 %
agaroznom gelu umnozenih parovima pocetnica Mon-G3pdhF/Mon-G3pdhR
u PCR reakciji (Hu i sur., 2011). Jazice 1-7: Monilinia spp.; jazica 8: DNK
ljestvica 1500 bp.

Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 1630 bp (Monilinia spp.) u 1,5
% agaroznom gelu umnoZzenih parovima poc¢etnica Mon-TubF1/Mon-TubR1
u PCR reakciji (Hu i sur., 2011). Jazica 1: DNK ljestvica 1500 bp; jazice 2-8:
Monilinia spp.

Filogenetsko stablo dobiveno analizom nukleotidnih sekvenci fragmenta
gena za TUBZ2, uz koristenje UPGMA metode i modela 'number of
differences'. Brojevi u Cvoristu grana predstaviljaju vrijednosti dobivene
statistickom metodom 'bootstrap’ uz 1000 ponavljanja. Za ukorjenjivanje

stabla koriStena je sekvenca vrste B. cinerea, a u analizu su uvrstene i
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sekvence drugih Monilinia vrsta. Na stablu su vidljivi pristupni brojevi
sekvenci iz baze podataka GenBank (Tablica 13) te oznake izolata iz ovog

istrazivanja (Prilog 4).

Mjerenje radijalnog porasta lezije izolata VZ 25/13 (M. fructigena) na

plodovima breskve (lijevo), nektarine (u sredini) i Sljive (desno).

Mikroskopski prikaz ocitanja broja spora izolata ZD 143/12 (M. laxa), prvo
ponavljanje (A), prvi isjeak (1) na hemocitometru, prilikom odredivanja

razlika u sporulaciji Monilinia vrsta.

Mikroskopski prikaz o&itanja broja spora izolata VZ 25/13 (M. fructigena),
prvo ponavljanje (A), drugi isje€ak (2) na hemocitometru, prilikom

odredivanja razlika u sporulaciji Monilinia vrsta.

Mikroskopski prikaz ocitanja broja spora izolata VD 4/13 (M. fructicola),
drugo ponavljanje (B), prvi isjeCak (1) na hemocitometru, prilikom
odredivanja razlika u sporulaciji Monilinia vrsta.

Mumificirani plodovi nektarine nakon devetomjesecne izloZzenosti vanjskim

uvjetima u testu vijabilnosti konidija. S lijeva na desno: plodovi inokulirani s

M. laxa, M. fructigena i M. fructicola.

Mikroskopski prikaz o€itanja vijabilnih i nevijabilnih konidija izolata ZD 145/12

(M. laxa) s prezimjelog ploda nektarine, prvo ponavljanje (A).

Mikroskopski prikaz ogitanja vijabilnih i nevijabilnih konidija izolata VZ 19/13

(M. fructigena) s prezimjelog ploda nektarine, prvo ponavljanje (A).

Mikroskopski prikaz ocitanja vijabilnih i nevijabilnih konidija izolata VD 4/13

(M. fructicola) s prezimjelog ploda nektarine, drugo ponavljanje (B).

Popis grafikona

Grafikon 1.

Grafikon 2.

Grafikon 3.

Zastupljenost M. laxa, M. fructigena i M. fructicola unutar ukupne istrazivane

populacije Monilinia vrsta.

Broj tipicnih i atipi€nih izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola te svih
Monilinia spp. izolata temeljen na usporedbi morfoloskih obiljezja (Lane,
2002) i identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Cbété i sur., 2004a).

Ukupna bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u

Republici Hrvatskoj.



Grafikon 4.

Grafikon 5.

Popis karata

Karta 1.

Karta 2.

Karta 3.

Bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u istrazivanju
2012. i 2013. godine.

Bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na breskvi,

nektarini i Sljivi.

Prikaz ra8irenosti vrste M. laxa u hrvatskim Zupanijama prema lokacijama na
kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-neretvanska (Modric,
Metkovi¢ i Vrbovci), Splitsko-dalmatinska (Umc&ani), Zadarska (Podgradina,
Kasi¢, Smilgié, Bastica i Skabrnja), Istarska (Finida i Kaldir), Varazdinska
(Biskupec), Medimurska (VratiSinec), Zagrebacka (Staro Ci¢e, Novo Cige i
Bukovje Bistransko), Sisatko-moslavacka (Velika Ludina), VirovitiCko-
podravska (Vukosavljevica), Bjelovarsko-bilogorska (Rovisée), Koprivni¢ko-
krizevacka (Novigrad Podravski), OsjeCko-baranjska (Kamenac i Tovljac),

Brodsko-posavska (Zavrsje) i Vukovarsko-srijemska (Borinci).

Prikaz raSirenosti vrste M. fructigena u hrvatskim Zzupanijama prema
lokacijama na kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-
neretvanska (Vrbovci), Splitsko-dalmatinska (Umc&ani i KroSka), Zadarska
(Podgradina, Kasi¢, Smilgié, Bastica i Skabrnja), Istarska (Finida i Kaldir),
Varazdinska (Biskupec), Medimurska (Vrati$inec), Zagrebacka (Staro Cige),
Sisacko-moslavacka (Velika Ludina), Viroviticko-podravska (Vukosavljevica,
Vukosavljevica - Brdo i Vukosavljevica - Potok), Bjelovarsko-bilogorska
(Rovisc¢e), Koprivni¢ko-krizevacka (Novigrad Podravski), Osjecko-baranjska
(Kamenac i Tovlja€), Brodsko-posavska (Zavr$je) i Vukovarsko-srijemska

(Borinci).

Prikaz rasirenosti vrste M. fructicola u hrvatskim Zupanijama prema
lokacijama na kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-
neretvanska (Vrbovci), Splitsko-dalmatinska (Umcani, KroSka, Veliki Prolog
i Dusina), Istarska (Kaldir), Medimurska (VratiSinec), Zagrebacka (Staro

Cige) i Vukovarsko-srijemska (Borinci).



1. UVOD

Breskva (Prunus persica (L.) Batsch), nektarina (Prunus persica var. nucipersica (L.) C.K.
Schneider), marelica (Prunus armeniaca L.), $ljiva (Prunus domestica L.), treSnja (Prunus
avium (L.) L.) i viSnja (Prunus cerasus L.) svrstavaju se u kostiCave vocne vrste.
Sistematizirane su u carstvo Plantae, diviziju Magnoliophyta, razred Magnoliopsida, red
Rosales, porodicu Rosaceae, potporodicu Amygdaloideae, rod Prunus. Arheolo$ki nalazi iz

zapadne Kine ukazuju na kultivaciju breskve jos 3000 pr. n. e. (Li, 1984).

Prema podacima FAOSTAT-a za 2017. godinu, ukupne svjetske povrsine pod breskvom,
nektarinom, marelicom, Sljivom, treSnjom i viSnjom iznosile su viSe od 5 milijjuna hektara, s
godisnjom proizvodnjom ve¢om od 44 milijuna tona. Od toga, viSe od polovice svjetske
proizvodnje zauzimaju breskva i nektarina s vise od 24,5 milijuna tona. U 2017. godini,
najvedi svjetski proizvodac¢ breskve i nektarine bila je Kina s viSe od 14,5 milijuna tona, a
Kina prednjaci i u proizvodnji 8ljiva s oko 6,7 milijuna tona. Turska je u 2017. godini bila
svjetski predvodnik u proizvodnji marelice i treSnje s godiSnjom proizvodnjom od oko
985000 i 627000 tona, a Ruska federacija viSnje s oko 186000 tona (FAO, 2018).

Kako navodi EUROSTAT, u Europskoj je uniji (EU) godiSnja proizvodnja breskve u 2017.
godini iznosila 2,9 milijuna tona. S vise od 90 % ukupnog proizvodnog udjela, Spanjolska
(37,2 %), ltalija (27,1 %) i Gr¢ka (26,9 %) vodecéi su proizvodaci breskve u EU (Europska
unija, 2018).

Kosticave vocne vrste su se u Hrvatskoj u 2017. godini uzgajale na povrsini od 9128
hektara, od Cega je Sljiva zauzimala 4364 hektara. Ukupna godiSnja proizvodnja kostiCavog
voca u Hrvatskoj iznosila je 26528 tona, od Cega je proizvodnja viSnje bila najveca s
ukupnom godisnjom proizvodnjom od 8770 tona (Drzavni zavod za statistiku Republike
Hrvatske, 2018).

Fitopatogene vrste gljiva najceS¢i su uzrocnici bolesti na svim vrstama kosticavog voca.
Medu brojnim gljivama uzro€nicima raznih bolesti, vrste roda Monilinia ubrajaju se u
najvaznije. Monilinia vrste na kostiCavom voéu uzrokuju dva tipa simptoma, palez cvjetova
i suSenje izbojaka te smedu trulez plodova (Byrde i Willetts, 1977). Monilinia laxa (Aderh. &
Ruhland) Honey, Monilinia fructigena (Aderh. & Ruhland) Honey i Monilinia fructicola (G.
Winter) Honey naj€esc¢i su uzro€nici smede truleZi plodova u Europi. Smeda trulez smatra
se i gospodarski najznacajnijom skladiSnom bolesti kosti€avog voéa (Casals i sur., 2010;
Cvjetkovi¢, 2010).

Vrste M. laxa i M. fructigena nazivaju se i ,vrstama Staroga svijeta“ (Coté i sur., 2004a) te

su Siroko rasprostranjene, kako u Hrvatskoj, tako i cijelim europskim kontinentom
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(Cvjetkovi¢, 2010; EPPO, 2019). Bez obzira na te spoznaje, u Hrvatskoj su znanstvena
istrazivanja Monilinia vrsta vrlo oskudna (Ki$pati¢ i sur., 1976; Cvjetkovi¢, 2010; Jemri¢ i
sur., 2011). Za razliku od njih, vrsta M. fructicola je u Europi potvrdena tek 2001. godine u
Francuskoj (EPPO, 2002), nakon ¢ega su brojne europske zemlje, od kojih mnoge i
susjedne Hrvatskoj, potvrdile njenu prisutnost (Petrdczy i Palkovics, 2006; Pellegrino i sur.,
2009; Munda i Virs€ek Marn, 2010; Hrusti¢ i sur., 2013).

Monilinia fructicola je do 2014. godine imala status karantenskog Stetnog organizma u EU
te su administrativne mjere zastite ukljuCivale i sprie€avanje unosa u nova podrucja te
Sirenja unutar podrucja u kojima je ve¢ utvrdena (Europska unija, 2000). Obzirom da se
glavnim nacinom Sirenja vrste M. fructicola na medunarodnoj razini smatra trgovina svjezim
zaraZzenim plodovima i sadnim materijalom (EPPO, 2009), karantenski je status tog
patogena omogucavao bolju kontrolu i primjenu karantenskih mjera zastite prilikom uvoza
iz izvaneuropskih zemalja. Danas se M. fructicola nalazi na A2 listi Europske i mediteranske
organizacije za zastitu bilja (EPPO), ¢ime se drzavama Clanicama EPPO-a preporuca
regulacija Stethog organizma unutar sustava karantene, bez obzira na prisutnost unutar
EPPO regije (EPPO/CABI, 1996). Takve se preporuke mogu smatrati opravdanima,
obzirom da se smeda trulez uzrokovana gljiivom M. fructicola smatra jednom od
najdestruktivnijin bolesti kostiCavog voc¢a (Michailides i Morgan, 1997; Hong i sur., 1998;
Fulton i sur., 1999).

Osim vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola, biljke roda Prunus mogu parazitirati i neke
druge Monilinia vrste. Od prvog nalaza (Van Leeuwen i sur., 2002), posljednjih se godina u
Europi na kosti¢avom vocu sve vise opisuje vrsta Monilinia polystroma (G.C.M. Leeuwen)
Kohn (Hilber-Bodmer i sur., 2012; Poniatowska i sur., 2013; Martini i sur., 2014; Munda,
2015), dok su nalazi vrsta Monilinia mumeicola (Y. Harada, Y. Sasaki & Sano) Sand.-Den.
& Crous i nedavno opisane Monilinia yunnanensis (M.J. Hu & C.X. Luo) Sand.-Den. & Crous
do danas ograni¢eni samo na Japan i Kinu (Harada i sur., 2004; Hu i sur., 2011; Yin i sur.,
2014a; Yin i sur., 2014b).

Sa sve veéim brojem nalaza vrste M. fructicola u Europi, javila se potreba za utvrdivanjem
njene eventualne prisutnosti u nasadima kosti¢avog vo¢a u Hrvatskoj, kao i potreba za
sustavnim istrazivanjem ra$irenosti i populacije Monilinia vrsta u razli€itim dijelovima
Hrvatske na breskvi, nektarini i ljivi. Ulaskom Hrvatske u EU 2013. godine, ona je postala
dio jedinstvenog europskog trziSta, ¢ime se povecao i fitosanitarni rizik od prodora
invazivnih stranih patogena na ovo podrucje. Obzirom da je i M. fructicola invazivni strani
patogen za Europu, istrazivanje fenotipskih obiljeZja triju Monilinia vrsta na kostiCavom vocu

omogucilo bi bolji uvid u fitopatoloSke znacajke koje bi M. fructicola mogla imati u odnosu
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na udomacéene vrste M. laxa i M. fructigena. Saznanja o osjetljivosti Monilinia vrsta na
fungicide pruzila bi znanstveno utemeljen doprinos istrazivanjima suzbijanja smede trulezi
u nasadima kostiCavog voca u Hrvatskoj te omoguéila unaprjedenje ucinkovitosti mjera

zastite od te bolesti.

1.1. Hipoteze i ciljevi istrazivanja
Postavljene su sljedece hipoteze ovog istrazivanja:

1. Struktura populacije Monilinia vrsta na plodovima breskve, nektarine i $ljive razli¢ita je

ovisno o voénjaku.
2. Monilinia vrste medusobno se razlikuju u patogenosti.
3. Monilinia vrste medusobno se razlikuju u brzini rasta i vijabilnosti konidija.

4. Monilinia vrste medusobno se razlikuju u osjetljivosti na fungicide.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Determinirati Monilinia vrste na zaraZenim plodovima breskve, nektarine i $ljive te istraZiti

njihovu rasirenost i zastupljenost.
2. Utvrditi razlike u patogenosti izmedu izolata Monilinia vrsta.
3. Utvrditi razlike u brzini rasta i vijabilnosti konidija izmedu izolata Monilinia vrsta.

4. Utvrditi razlike u osjetljivosti na fungicide izmedu izolata Monilinia vrsta.



2.  PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Fitopatogene vrste gljiva iz roda Monilinia i njihov gospodarski
znacaj

Vrste roda Monilinia su prema mreznoj bazi podataka MycoBank (preuzeto s:

http://www.mycobank.org)  klasificirane u  odjeljak  Ascomycota, pododjeljak

Pezizomycotina, razred Leotiomycetes, podrazred Leotiomycetidae, red Helotiales,
porodicu Sclerotiniaceae. NesavrSeni (anamorfni) oblici M. laxa, M. fructigena i M. fructicola
su Monilia laxa (Ehrenb.) Sacc. & Voglino, Monilia fructigena (Pers.) Pers. i Monilia
fructicola L.R. Batra. Vrste roda Monilinia dijele se na skupinu Junctoriae i skupinu
Disjunctoriae (Honey, 1936; Batra, 1991).

Vrste M. laxa, M. fructigena i M. fructicola pripadaju skupini Junctoriae, za koju je uobiajen
Sirok krug domacina (Honey, 1936; Batra, 1991) te imaju medusobno spojene
makrokonidije koje sacCinjavaju lanac i tako poprimaju karakteristiCan izgled ogrlice (lat.

Monile, monilis — ogrlica) (Slika 1).

Slika 1. Prikaz karakteristicnog oblika lanca makrokonidija Monilinia spp. skupine

Junctoriae pod mikroskopom.

Za razliku od njih, vrste skupine Disjunctoriae karakteriziraju lanci sacinjeni od
makrokonidija izmedu kojih su smjestene manje stanice zvane disjunktori (Honey, 1936;
Batra, 1991). Ovoj skupini pripadaju Monilinia vrste koje su visoko specijalizirane, kao Sto
su Monilinia linhartiana (Prill. & Delacr.) N.F. Buchw. koja parazitira na dunji (Cydonia
oblonga Mill.) ili Monilinia vaccinii-corymbosi (J.M. Reade) Honey na americkoj borovnici

(Vaccinium corymbosum L.).


http://www.mycobank.org/

Monilinia laxa, M. fructigena i M. fructicola srodne su vrste (Byrde i Willetts, 1977), koje na
breskvi, nektarini, marelici, Sljivi, tresn;ji i viSnji mogu uzrokovati dva tipa simptoma, palez

cvjetova i susenje izbojaka te smedu trulez plodova (Byrde i Willetts, 1977).

Smeda trulez plodova smatra se gospodarski najvaznijom bolesti kostiCavog voéa (Hu i
sur., 2011). Bolest je koja uzrokuje znacajne gubitke u vocéarskoj proizvodniji, kako prije,
tako i nakon berbe (Byrde i Willetts, 1977) te se diliem svijeta smatra i najzna¢ajnijom
skladidnom bolesti na plodovima kosti€avog voc¢a (Casals i sur., 2010). Gubici u proizvodnji
kostiCavog voca mogu znacajno varirati te uvelike ovise o klimatskim uvjetima u razdoblju
dozrijevanja plodova i oko berbe (Van Leeuwen i sur., 2001). Obzirom da se smeda trulez
moze pojaviti i tijekom skladiStenja, prijevoza ili prerade plodova, gubici nakon berbe mogu
biti puno veci u usporedbi s onima prije berbe (Hong i sur., 1998; Larena i sur., 2005). Hong
i sur. (1998) navode kako je u Kaliforniji uslijed zaraze s M. fructicola uobi¢ajeno propadanje
Cak 50 % plodova nakon berbe, bez obzira na u€estalost zaraze u nasadu. Ipak, Villarino i
sur. (2010) utvrduju pozitivnhu korelaciju izmedu broja mumificiranih plodova na stablu
breskve i uCestalosti pojave smede truleZzi nakon berbe. U svijetu se provode brojna
istrazivanja patogenosti Monilinia vrsta (Hong i sur., 1998; Hu i sur., 2011; Hrusti¢ i sur.,

2015; Papavasileiou i sur., 2015a).

Vrsta M. laxa prisutna je u svim dijelovima svijeta i smatra se naj¢e$¢éim patogenom iz roda
Monilinia na kosti€avom voc¢u u Europi (Villarino, 2010) te najées$éim uzronikom palezi
cvjetova i izbojaka kosti¢avog vocéa (Byrde i Willetts, 1977). Calavan i Keitt (1948) navode
kako M. laxa rjede parazitira plodove nego cvjetove i izbojke. Cvjetkovi¢ (2010) navodi kako
kod Sljive, breskve i nektarine moZe uzrokovati trulez plodova, ali i palez cvjetova i izbojaka.
Istrazivanja pokazuju kako je M. laxa globalno rasprostranjeni patogen (Batra, 1991), a
status karantenskog Stetnog organizma ima jo§ samo u Jordanu (EPPO, 2019).
Specijalizirana forma (forma specialis) M. laxa f.sp. mali Harrison moze zaraziti i cvjetove

jezgri¢avog voca (Spiegel i Stammler, 2006).

Osim vrste M. laxa, trulez plodova na vrstama roda Prunus moze uzrokovati i vrsta M.
fructigena, radirena u Europi i u nekim dijelovima Afrike i Azije (Byrde i Willetts, 1977; EPPO,
2019). Status karantenskog Stetnog organizma ima u Kanadi, Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (SAD-u), Novom Zelandu i Cileu (EPPO, 2019) (Slika 2). Dominantan je uzro&nik
trulezi plodova jabuke (Malus domestica Borkh.) i kruSke (Pyrus communis L.) (Byrde i
Willetts, 1977) te se bolest koju uzrokuje Cesto naziva i ,smeda trulez jabuke* (Jones, 1990).
Ces¢i je parazit jezgritavog, nego kostitavog voéa (Batra, 1991), a neki autori navode kako
je na kostiCavom voc¢u manje patogena u odnosu na M. fructicola (Byrde i Willetts, 1977,

Villarino i sur., 2012a). Cvjetkovi¢ (2010) navodi kako M. fructigena na $ljivi uzrokuje trulez
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ploda, a ¢esto na plodovima parazitira zajedno s M. laxa. Kod breskve i nektarine rijetko
uzrokuje trulez plodova, a napad najceSc¢e nije jak (Cvjetkovi¢, 2010). Osim na vrstama
roda Prunus, Malus i Pyrus, domacini M. fructigena mogu biti i vrste rodova Cydonia,
Chaenomeles, Corylus, Rubus i Sorbus (EPPO, 2019). Smatra se kako je pojava smede

trulezi na plodovima naj¢es¢i simptom kojeg izaziva M. fructigena (Jones, 1990).

Legend: O Present @ Transient

Slika 2. Prikaz rasirenosti M. fructigena u svijetu; izvor: EPPO Global Database (preuzeto
s: https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Opcéenito se smatra kako smedu truleZ plodova kosti¢avog vo¢a u mediteranskom dijelu
Europe prvenstveno uzrokuju vrste M. laxa i M. fructigena (De Cal i Melgarejo, 1999) te se

stoga u literaturi katkad nazivaju i ,vrstama Staroga svijeta“ (Coté i sur., 2004a).

Monilinia fructicola smatra se najvaznijom Monilinia vrstom na kosti€avom vocu u isto¢noj
Aziji, Sjevernoj i Juznoj Americi, Australiji i Oceaniji (Corbin, 1963; Byrde i Willetts, 1977;
Landgraf i Zehr, 1982; Biggs i Northover, 1985; Biggs i Northover, 1988; Cruickshank i
Wade, 1992; Ogawa i sur., 1995; Zhu i sur., 2011) (Slika 3) te se zbog toga ponekad naziva
i ,wrstom Novog svijeta“ (Coté i sur., 2004a). Do poCetka 21. stolje¢a M. fructicola nije bila
poznata u Europi te je do 2014. godine Direktivom Vije¢a 2000/29/EC bila administrativho
regulirana kao karantenski Stetni organizam za EU i Hrvatsku (Europska unija, 2000).
Usprkos karantenskim mjerama, M. fructicola utvrdena je 2001. na breskvi u Francuskoj
(EPPO, 2002). U sljedec¢ih petnaest godina nakon prvog nalaza, M. fructicola je na
kostiGavom voéu utvrdena u brojnim europskim zemljama, kao $to su Svicarska (Bosshard
i sur., 2006), Madarska (Petréczy i Palkovics, 2006), Italija (Pellegrino i sur., 2009),
Spanjolska (De Cal i sur., 2009a), Njemacka (EPPO, 2010), Slovenija (Munda i Virséek

Marn, 2010), Poljska (Poniatowska i sur., 2013), Srbija (Hrusti¢ i sur., 2013), Gr¢ka
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(Papavasileiou i sur., 2015b) i Crna Gora (Latinovi¢ i sur., 2017), dok je u Austriji i Slovackoj
sluzbeno eradicirana (EPPO, 2006; Ondejkova i sur., 2010). Danas se nalazi na EPPO A2
listi (EPPO/CABI, 1996), a status reguliranog $tetnog organizma ima u Cileu, Bahreinu,
Kazahstanu, Rusiji, Turskoj, Ukrajini, lzraelu, Jordanu i Norveskoj (EPPO, 2019). Osim
vrsta rodova Malus, Pyrus i Prunus, kao domacdini tog patogena zabiljezene su i vrste
rodova Chaenomeles, Cornus, Crataegus, Cydonia, Eriobotrya i Vitis (EPPO, 2019). Iste
godine kada je M. fructicola prvi puta potvrdena u Europi, Van Leeuwen i sur. (2001)
provode analizu rizika te predvidaju kako bi daljnje Sirenje M. fructicola u Europi dovelo do
znaCajnog smanjenja priroda marelice, breskve i nektarine, Sto bi za posljedicu imalo
povecanje troSkova zastite te povecanje rizika od razvoja rezistentnosti na fungicide. Deset
godina kasnije, analizu rizika od M. fructicola provodi i Europska agencija za sigurnost
hrane (eng. European Food Safety Authority — EFSA) koja zaklju€uje kako za suzbijanje
ovog patogena nisu potrebne dodatne mjere u odnosu na mjere koje se u praksi primjenjuju
za suzbijanje M. laxa i M. fructigena (EFSA, 2011).

Legend: O Present @ Transient

Slika 3. Prikaz raSirenosti M. fructicola u svijetu; izvor: EPPO Global Database (preuzeto s:
https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Osim vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola, na kostiCavom su voc¢u kao uzroc€nici trulezi
plodova opisane i neke druge Monilinia vrste. Monilinia polystroma opisana je kao zasebna
vrsta kada su Van Leeuwen i sur. (2002) utvrdili kako se izolati iz Japana, za koje se prvotno
smatralo da pripadaju vrsti M. fructigena, morfoloSki i genetski razlikuju od europskih
izolata. IstraZzivanja su pokazala kako M. polystroma moZe biti uzro¢nik smede trulezi na
jezgricavom (Van Leeuwen i sur., 2002; Petréczy i Palkovics, 2009; EPPO, 2011; Vasi¢ i

sur., 2013; Poniatowska i sur., 2013; Di Francesco i sur., 2015) te na kostiCavom vocu (Van
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Leeuwen i sur., 2002; Zhu i Guo, 2010; Hilber-Bodmer i sur., 2012; Poniatowska i sur.,
2013; Martinii sur., 2014; Munda, 2015). RaSirenost vrste M. polystroma u svijetu prikazana

je na Slici 4.

Legend: O Present @ Transient

Slika 4. Prikaz raSirenosti M. polystroma u svijetu; izvor: EPPO Global Database (preuzeto
s: https://gd.eppo.int; 1.11.2019.).

Vrsta M. mumeicola prvi je puta izolirana u Japanu s japanske marelice (Prunus mume
(Siebold) Siebold & Zucc.) (Harada i sur., 1990; Nakao, 1992) te je kasnije klasificirana kao
zasebna vrsta (Harada i sur., 2004). Potvrdena je i kao uzro¢nik smede trulezi visnje (Yin i
sur., 2014a), marelice (Yin i sur., 2014b), breskve i nektarine (Hu i sur., 2011) te papaje
(Carica papaya L.) (Shao, 2009).

Vrsta M. yunnanensis opisana je kao uzro¢nik smede trulezi breskve i nektarine u Kini (Hu
i sur., 2011) te jezgriCavog voc¢a (Zhu i sur., 2016). Nadena je i na kineskom glogu

(Crataegus pinnatifida var. major) (Zhao i sur., 2013).

U Republici Hrvatskoj nedovoljno je istrazena prisutnost i rasirenost Monilinia vrsta na
kostiCavom vocu. Cvjetkovi¢ (2010) navodi kako je M. laxa dominantan uzro¢nik palezi
cvjetova i suSenja mladica breskve, nektarine, marelice, Sljive, vidnje i treSnje, dok smedu
trulez plodova uzrokuju i M. fructigena i M. laxa sa sli€nom ucestalo$¢u. Bez obzira na takve
tvrdnje, sustavnih istraZzivanja zastupljenosti razlicitih Monilinia vrsta na kostiCavom vocéu u
Hrvatskoj nije bilo. Ulaskom i Sirenjem vrste M. fructicola u Europi, posljednjih su godina u

nekim zemljama zabiljeZzene znaCajne promjene u strukturi, odnosno bioraznolikosti
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populacija Monilinia vrsta (Petroczy i sur., 2012; Poniatowska i sur., 2013; Hrusti¢ i sur.,
2015; Abate i sur., 2018). Medutim, neke zemlje, a medu njima i Hrvatska, ne raspolazu
prijasnjim podacima koji bi omogucili odgovarajuéu usporedbu, ve¢ se istrazivanja
raSirenosti i bioraznolikosti populacija provode po prvi puta (Papavasileiou i sur., 2015a).
lako je M. fructicola na ameri¢kom kontinentu udomacena vrsta, ve¢ osamdesetih godina
proSlog stolje¢a Michailides i sur. (1987) primje€uju povecanje zastupljenosti te vrste u
kalifornijskim nasadima S$ljive i marelice, pripisujuci je pojavi rezistentnosti na fungicid
benomil. Monilinia fructicola identificirana je i kao dominantan uzroCnik smede truleZi

plodova kosti€avog voca u Kini (Zhu i sur., 2011).

2.2. Biologija Monilinia vrsta na kostiCavom vocu

Biologija Monilinia vrsta iz skupine Junctoriae vrlo je sliéna (Byrde i Willetts, 1977) (Slika 5).
Prezimljuju u pazuscima listova i pupova, rak-ranama na izbojcima i granCicama te na
mumificiranim plodovima (mumijama) u obliku micelija (Byrde i Willetts 1977; Landgraf i
Zehr 1982; Biggs i Northover 1985). U povoljnim uvjetima sporuliraju i stvaraju konidije
(Byrde i Willetts, 1977), koje u nasadu uzrokuju primarne zaraze. lzvor primarnih zaraza
mogu biti i askospore (Byrde i Willetts, 1977; Landgraf i Zehr, 1982). Za razliku od M.
fructicola na americkom kontinentu, M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u Europi vrlo rijetko
stvaraju apotecije (Ogawa i sur., 1995). Kako savrSeni stadij Monilinia vrsta nikada nije
zabiljeZen u uvjetima u Hrvatskoj, smatra se kako nema zna€ajnu ulogu u ostvarivanju

zaraza u nasadu (Cvjetkovi¢, 2010).

Pri povoljnim vremenskim uvjetima u proljece, konidije ili askospore mogu zaraziti cvjetove
i izbojke, a nakon toga i nedozrele plodove (Biggs i Northover, 1985; Gell i sur., 2009). lako
svi dijelovi cvijeta mogu posluziti kao mjesta primarne zaraze, Holb (2008a) navodi kako su
osjetljivost dijelova cvijeta mozZe razlikovati kod razli¢itih voc¢nih vrsta. Tako su kod pojave
palezi na cvjetovima viSnje, njuska tucka, prasnici i latice naj¢eS¢a mjesta zaraze s Monilinia
vrstama (Calavan i Keitt, 1948), dok se kod marelice i Sljive svi dijelovi cvijeta smatraju vrlo
osjetljivima (Holb, 2008a). Marelica se ujedno smatra i najosjetljivijom Prunus vrstom na
pojavu paleZi cvijeta, dok se nesSto manje osjetljivima smatraju treSnja, breskva, visSnja i
Sljiva (Holb, 2008a). Prvi simptomi paleZi cvjetova pojavljuju se u vidu smedih lezija na
laticama, prasnicima i tu¢ku (Holb, 2008a). Pri vlaznom vremenu, zarazeni dijelovi cvijeta
omeksaju i po€inju trunuti, dok pri suhom vremenu mogu nastupiti promjene u boji, a cvjetovi
se sude i postaju lomljivi (Holb, 2008a). Promjena boje moze se prosiriti na peteljku i mlade

plodove (Byrde i Willetts, 1977). Micelij gljive, preko zaraZenih latica i prasnika, moze
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doprijeti i do cvjetne ¢aske (Weaver, 1950) i tako dalje zaraziti susjedne cvjetove (Holb,
2008a). Zarazeni cvjetovi mogu otpasti ili ostati na stablu, poprimajuéi izgled tipiéne palezi,
a zaraza se moze proSiriti na listove i izbojke koji se pocinju susiti (Byrde i Willetts, 1977;
Holb, 2008a). Listovi mogu postati vodenasti te poprimiti svijetlo-smedu boju (Cvjetkovic,
2010). U nekim se slucajevima na izbojcima mogu pojaviti rak-rane (Cvjetkovi¢, 2010) ili
eksudat gumaste konzistencije (Weaver, 1950). U uvjetima nepovoljnima za razvoj palezi,
latentno zaraZeni cvjetovi mogu se razviti u latentno zarazene plodove (Northover i
Cerkauskas, 1994), a zaraze mogu ostati latentne sve dok ne nastupe uvjeti povoljni za rast
gljive u plodu i pojavu trulezi (Byrde i Willetts, 1977; Cruickshank i Wade, 1992; Ogawa i
sur., 1995; Gell i sur., 2008). Zehr (1982) navodi kako inokul sa zaraZenih cvjetova moze
biti izvor zaraze za nedozrele plodove ili za ranije sorte breskve, ali ne i za one kasnije.
Byrde i Willetts (1977) navode kako je smeda trulez ploda najdestruktivnija faza bolesti
uzrokovana zarazom s Monilinia vrstama. Prva indikacija pojave smede truleZi jest pojava
manje, okrugle smede pjege na plodu koja se postupno Siri (Byrde i Willetts, 1977;
Cvjetkovi¢, 2010). Kako bolest napreduje, micelij probija epidermu ploda i stvara nakupine
sporodohija u obliku jastuci¢a na povrSini ploda (Byrde i Willetts, 1977; EPPO, 2009).
Sporodohiji €esto stvaraju karakteristiCan oblik koncentri¢nih krugova oko mjesta zaraze
(Byrde i Willetts, 1977; Cvjetkovi¢, 2010). U kasnijim stadijima bolesti, plod moze potpuno
izgubiti boju i vlagu te poprimiti karakteristi¢an oblik mumije (Byrde i Willetts, 1977).

Mumije se formiraju ispreplitanjem hifa na povrsini ploda i stvaranjem strome, koja se u
liethom razdoblju razvija osam do 16 tjedana. Predstavljaju tvorevine sastavljene od strome
i stanica domacina, vrlo su Cvrste strukture te se teSko razgraduju (Roberts i Dunegan,
1924; Terui i Harada, 1966; Willetts i Harada, 1984; Batra, 1991). Villarino i sur. (2010)
upravo mumificirane plodove na stablu identificiraju kao glavne izvore primarnih zaraza u
nasadu, dok mumije koje nastaju od otpalih plodova na tlu smatraju manje znacajnim
izvorom inokula. Razlog tome moguce je antagonisti¢ko djelovanje drugih mikroorganizama

u tlu na gljive roda Monilinia (Hong i sur., 2000).

Holtz i sur. (1998) provode istrazivanje razvoja apotecija kod vrste M. fructicola na
plodovima breskve i nektarine u Kaliforniji. Zaklju€uju kako do njihovog formiranja dolazi
samo u veljadi ili po€etkom ozZujka na mumificiranim plodovima zaostalima u vo¢njaku u
listopadu, studenom ili prosincu prijasnje godine, i to na povrSinama koje nisu obradivane
te na kojima nisu primijenjeni herbicidi. Osim toga, mumificirani plodovi trebaju proci
razdoblje inkubacije na niskim temperaturama od najmanje osam tjedana te trebaju biti u
doticaju s tlom. Razvoj apotecija izostaje kod plodova koji nisu bili u potpunosti

stromatizirani te kod mumija koje su u vocnjaku ostavljene u kolovozu, rujnu, sijecnju ili
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veljaci, dok pozicija plodova (na ili ispod povrsine tla) nema uc€inak na njihov razvoj. Willetts
i Harada (1984) takoder utvrduju kako je razdoblje stvaranja strome kriti€no za razvoj
apotecija M. fructicola u Japanu. To razdoblje treba ukljuCivati Cetiri do osam tjedana na
temperaturi izmedu 15 20 °C, Cetiri do osam tjedana na temperaturi izmedu 20 i 30 °C te

tri do Cetiri mjeseca na nizim temperaturama (0-15 °C).

Monilinia vrste mogu zaraziti plod u bilo kojem stadiju razvoja, ali se osjetljivost plodova na
zarazu povecava s njihovim dozrijevanjem (Ogawa i sur., 1995; Xu i sur., 2007; Gell i sur.,
2008; Villarino i sur., 2011). Ipak, zaraza Cesto ostaje latentna Cak i nakon berbe, a u takvim
sluajevima do pojave simptoma dolazi tijekom skladiStenja plodova (Byrde i Willetts, 1977).
Smatra se kako su uCestalost latentnih zaraza s Monilinia vrstama i uéestalost pojave
simptoma smede trulezi u vrijeme i nakon berbe u pozitivnoj korelaciji (Northover i
Cerkauskas, 1994; Emery i sur., 2000; Luo i Michailides, 2001; Gell i sur., 2008). Monilinia
vrste zarazu mogu vrsiti preko rana na plodovima (Xu i Robinson, 2000; Holb, 2006; Van
Brouwershaven i sur., 2010; Hrusti¢ i sur, 2015), no mogu zaraziti i neosteceni plod
(Michailides i Morgan, 1997; Rungjindamai i sur., 2014; Hrusti¢ i sur, 2015). Ipak, oStecenja
na plodovima mogu ubrzati propadanje plodova breskve (Jerome, 1958), marelice (Wade,
1956) i Sljive (Valleau, 1915). Michailides i Morgan (1997) navode kako se kod plodova
Sljive koje na stablu rastu u skupini mogu stvoriti povoljniji uvjeti za zarazu s M. fructicola.
Razlog tome je smanjena koli€ina epikutikularnog voska na povrsini ploda koji predstavlja
barijeru za ulazak gljive u plod. Gell i sur. (2009) utvrduju kako je pojavnost latentnih i
simptomati¢nih zaraza bila znatno viSa na nektarinama u usporedbi s breskvama, $to se
moze pripisati razliCitoj gradi povrSine ploda (Lee i Bostock, 2006). Cvjetkovi¢ (2010)

takoder navodi kako su plodovi nektarine osobito osjetljivi na smedu trulez.

Sekundarni inokul Monilinia vrsta stvara se na zarazenim biljnim organima (Landgraf i Zehr,
1982). Kako su Monilinia vrste policikli¢ni patogeni, sekundarni inokul ima zna¢ajan ucinak
na pojavnost i jaginu razvoja bolesti (Byrde i Willetts, 1977; Hong i sur., 1997). Osim toga,
moze se razviti na bilo kojem dijelu zarazenog tkiva u kojem je dovoljno vlage za sporulaciju
gljiive (Landgraf i Zehr, 1982). Sve od trenutka pojave prvih simptoma na plodu pa do berbe,
u zraku se neprekidno povecava koncentracija spora Monilinia vrsta u vo¢njaku (Corbin i
sur., 1968; Holb, 2008b). Northover i Biggs (1995) navode kako u nasadu brzo nastupa
propadanje neostecenih plodova breskve i treSnje od smede trulezi uslijed visokih
koncentracija inokula vrste M. fructicola. U istrazZivanju provedenome u dolini rijeke Ebro u
Spanjolskoj, Villarino i sur. (2012a) utvrduju kako se praéenjem dinamike sekundarnog
inokula u vocnjaku moze predvidjeti pojava smede trulezi breskve prije, ali i nakon berbe.

Fry (1982) takoder navodi kako je predvidanje pojave smede truleZi potrebno temeljiti
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upravo na koli€ini sekundarnog inokula u nasadu ili na broju sekundarnih ciklusa bolesti. To
potvrduje podatak kako broj spora Monilinia vrsta na povrsini ploda breskve i nektarine u
trenutku berbe moze iznositi od 1000 do 100000 spora po plodu (Gell i sur., 2009). Hong i
sur. (1997) navode kako jedan plod breskve zarazen s M. fructicola moze proizvesti od 3,5
do 11,7 milijuna konidija tijekom vegetacije. Villarino i sur. (2012a) utvrduju kako do
propadanja cjelokupnog uroda breskve nakon berbe moze doci pri u€estalosti smede trulezi
od 30 % u trenutku berbe.
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Slika 5. Zivotni ciklus Monilinia vrsta na koti¢avom voéu; izvor: Plant Pathology, 3 Edition.
Autor: George N. Agrios. Academic Press, 1988 (Agrios, 1988).

Konidije Monilinia vrsta mogu se Siriti vjetrom, vodom, kukcima, pticama ili ljudskim
aktivnostima (Byrde i Willetts, 1977). Njihovo prezivljavanje, kolonizacija biljnih organa,
latentnost, klijanje, razmnozZavanje, preno$enje i depozicija usko su vezani uz okolisne
uvjete kao Sto su temperatura, relativna viaznost zraka, koliCina oborina te smjer vjetra
(Corbin i sur., 1968; Bannon i sur., 2009). Ipak, najvazniji abiotski ¢imbenici koji utje€u na
klijanje konidija i razvoj propagula na povrsini ploda su temperatura i relativna viaznost

zraka (Magan i Lacey, 1988; Casals i sur., 2010). Visoka vlaZznost zraka i umjerene
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temperature predstavljaju povoljne uvjete za zarazu s M. fructicola (Biggs i Northover,
1988), a slobodna vlaga neophodna je za klijanje spora (Clayton, 1942). Weaver (1950)
navodi kako je temperatura zraka od 25 °C optimalna za zarazu cvjetova breskve i treSnje
te da se jacina zaraze povecava s relativnom vlagom zraka, $to kasnije potvrduju Biggs i
Northover (1988) te Watson i sur. (2002). Weaver (1950) takoder navodi kako je
temperatura zraka od 15 do 25 °C optimalna za pojavu smede trulezi. Najkraée inkubacijsko
razdoblje zapaZeno je kod visokih razina inokula i veéih oSte¢enja na pokozici zrelih plodova
(Corbin, 1963), dok uslijed zaraze s M. fructicola inkubacija mozZe trajati znatno krace u
uvjetima duzeg trajanja vlaznosti (Biggs i Northover, 1988). Hong i Michailides (1998)
navode kako je stopostotna klijavost askospora zabiljezena nakon inkubacijskog perioda
od 24 sata na temperaturama od 15, 20 i 25 °C. Xu i sur. (2001) navode kako su konidije
vrste M. fructigena sposobne klijati u rasponu temperatura od 3 do 30 °C. Kod vrste M. laxa,
najvece klijanje konidija zabiljeZeno je pri rasponu temperatura od 15 do 25 °C te izloZenosti
stopostotnoj relativnoj vlaznosti zraka, dok je 88 % konidija proklijalo u rasponu temperatura
od 5 do 30 °C (Tamm i Fluckiger, 1993). Tian i Bertolini (1999) zabiljezZili su klijanje konidija
vrste M. laxa pri temperaturi -4 °C. Klijanje konidija vrste M. fructigena slabije je kod
relativne vlaznosti zraka nize od 97 %, dok se optimalnom temperaturom smatra raspon od
23 do 25 °C (Casals i sur., 2010). Isti autori utvrduju kako u in vitro uvjetima konidije
Monilinia vrsta mogu Klijati u rasponu temperatura od 0 do 35 °C, dok do inhibicije klijanja
dolazi kod temperature od 38 °C. Papavasileiou i sur. (2015a) usporeduju razlike u rastu
micelija i klijanju konidija vrsta M. laxa i M. fructicola na razli¢itim temperaturama te utvrduju
kako su te razlike znaCajnije kada se promatra rast micelija. Test rasta micelija Monilinia
vrsta na razli€itim temperaturama takoder je predmet istrazivanja u Italiji i Srbiji (Abate i
sur., 2018; Hrusti¢ i sur., 2018). Jos u proSlom stolje¢u, Harada (1977) utvrduje kako trajanje
dnevnog i no¢nog osvjetljenja utje€e na rast i sporulaciju Monilinia vrsta te na formiranje

strome.

Brojni autori navode fitopatoloSke znalajke vrste M. fructicola zbog kojih se smatra
potencijalno opasnijom u odnosu na M. laxa i M. fructigena. Naime, M. fructicola raste brze
i sporulira obilnije (Byrde i Willetts, 1977; Ogawa i sur., 1995; Lane, 2002; Hu i sur., 2011,
Abate i sur., 2018), ima vecu klijavost konidija (Villarino, 2010) te ¢e3¢&e razvija teleomorfni
(spolni) stadij (Byrde i Willetts, 1977; Landgraf i Zehr, 1982). Ce$ée stvaranje apotecija u
prirodi pridonosi povec¢anju mogucih izvora primarnog inokula, ¢ime se povec¢ava i njen
evolucijski potencijal (Free i sur., 1996). Visoka genetska heterogenost izolata M. fructicola
iz SAD-a i Kine (Forster i Adaskaveg, 2000; Fan i sur., 2010) ukazuje na pojavu seksualne
rekombinacije u podrucjima u kojima je savrSeni stadij ovog patogena uobiCajen.

IstraZivanja genetske varijabilnosti izolata vrste M. fructicola provode se i u Europi (Jansch
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i sur., 2012; Villarino i sur., 2012b; De Cal i sur., 2014; Papavasileiou i sur., 2015b), gdje u
prirodnim uvjetima jo$ nije zabiljezeno stvaranje spolnog stadija (Jansch i sur., 2012;
Villarino i sur., 2012b; De Cal i sur., 2014). Villarino (2010) predvida kako ¢e u Europi na
kostiCavom vocéu M. fructicola djelomi¢no potisnuti vrstu M. laxa, dok ¢e obje vrste gotovo

u potpunosti potisnuti vrstu M. fructigena.

2.3. ldentifikacija Monilinia vrsta

Na plodovima koje parazitiraju, Monilinia vrste uzrokuju vrlo sli¢ne simptome na temelju

kojih ih nije moguc¢e medusobno razlikovati (Van Leeuwen, 2000; Hrusti¢ i sur., 2015).

U tu su svrhu u svijetu razvijene brojne metode identifikacije Monilinia vrsta, od kojih se
neke temelje na morfoloskim obiljezjima pojedinih vrsta u in vitro uvjetima, dok neke na

molekularnoj razini omoguéuju brzu i pouzdanu detekciju te identifikaciju.

Identifikacija Monilinia vrsta prema morfoloSkim obiljezjima u Cistoj kulturi temelji se na
identifikacijskim klju€evima te se takve metode ne mogu smatrati u potpunosti pouzdanima.
Naime, identifikaciju na temelju morfologije otezava Cesta pojava morfoloski atipiCnih
izolata, kao i pojava zajednickih morfoloSkih obiljezja razli€itih vrsta (Byrde i Willetts, 1977,
loos i Frey, 2000; Gell i sur., 2007). Ve¢ je sedamdesetih i osamdesetih godina proslog
stoljeéa zabiljezeno kako identifikacija Monilinia vrsta u Cistoj kulturi moZze biti oteZzana zbog
velike fenotipske varijabilnosti izmedu pojedinih izolata unutar iste vrste, koji se mogu
morfolo3ki zna¢ajno razlikovati (Penrose i sur., 1976; Byrde i Willetts, 1977; Harada, 1977;
Batra, 1979; Wilcox, 1989). Opcenito se smatra kako je identifikacija na temelju morfologije
dugotrajna, podlozna uvjetima okoline te €esto nepouzdana (Ma i Michailides, 2007,
Petréczy i sur., 2012; Hrusti¢ i sur., 2015; Abate i sur., 2018; Wang i sur., 2018).

Unato¢ nedovoljnoj pouzdanosti metoda koje se baziraju na analizi morfoloskih obiljezja
Monilinia vrsta u svrhu identifikacije, njihova primjena omoguc¢ava promatranje i utvrdivanje
razli¢itih fenotipskih obiljezja pojedinih izolata, poput boje, brzine i na€ina rasta ili duljine
klicne cijevi (Van Leeuwen i Van Kesteren, 1998; De Cal i Melgarejo, 1999). Usporedbu
razli€itih fenotipskih obiljezja, kako izmedu vrsta, tako i unutar same vrste, omogucéava
odredivanje morfoloskih profila Monilinia vrsta. Lane (2002) razvija sinopticki klju¢ za
identifikaciju Monilinia vrsta na temelju morfoloskih obiljezja u dCistoj kulturi, a isti
dijagnosticki protokol preporuca i EPPO (2009). Uvjeti inkubacije te hranjiva podloga mogu
uvelike utjecati na ispoljavanje morfoloskih obiljeZja u vidu boje i oblika kolonije, veli€ine
konidija ili formiranja kli€nih cijevi (Lane, 2002). Lane (2002) takoder navodi kako ova

metoda nije prikladna za identifikaciju Monilinia vrsta prilikom izravne izolacije sa zarazenog
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bilinog materijala, ali je njena prednost s$to zahtijeva samo osnovne mikrobioloSke vjestine

i opremu.

Upravo zbog otezane identifikacije Monilinia vrsta klasi€nim metodama koje se temelje na
morfologiji i identifikacijskim klju¢evima, pojavila se potreba primjene suvremenijih i
pouzdanijih nacina identifikacije, kao $to je metoda lan¢ane reakcije polimerazom (eng.
polymerase chain reaction — PCR). Primjena ove metode omogudila je relativno brzu i
pouzdanu dijagnostiku invazivnih i udomacenih biljnih patogena, pa tako i razlikovanje vrste
M. fructicola od vrsta M. laxa i M. fructigena u Europi. Martin i sur. (2000) navode kako se
primjena dijagnostickih metoda temeljenih na analizi deoksiribonukleinske kiseline (DNK)

progresivno povecava, posebice za potrebe identifikacije karantenskih Stetnih organizama.

U svrhu identifikacije Monilinia vrsta, u svijetu su razvijene relativno brojne PCR metode
(Fulton i Brown, 1997; Snyder i Jones, 1999; Forster i Adaskaveg, 2000; loos i Frey, 2000;
Boehmisur., 2001; Mai sur., 2003a; Cété i sur., 2004a; Gell i sur., 2007). Odredene metode
pruzaju moguénost identifikacije pojedine Monilinia vrste, dok istovremeno ne omoguéavaju
identifikaciju ostalih. Fulton i Brown (1997) razvijaju metodu pomocéu koje je moguce
razlikovati vrstu M. fructicola od vrsta M. laxa i M. fructigena, ali ne i vrste M. laxa i M.
fructigena medusobno (loos i Frey, 2000). S druge strane, Snyder i Jones (1999) razvijaju
PCR metodu koja omogucava razlikovanije vrste M. laxa od vrste M. fructicola. EPPO (2009)
navodi kako neke metode (Fulton i Brown, 1997; Snyder i Jones, 1999) nisu dovoljno
pouzdane jer se temelje na maloj podjedinici (eng. small subunit — SSU) ribosomske DNK
grupe | introna, za koju je kasnije utvrdeno da nedostaje kod nekih M. fructicola izolata
(Fulton i sur., 1999; Cété i sur., 2004b). loos i Frey (2000) razvijaju PCR metodu na temelju
nekodirajuée intergenske regije (eng. internal transcribed spacer — ITS) izmedu 18S i 28S
ribosomske ribonukleinske kiseline (rRNK) gena vrsta M. fructigena i M. laxa te navode
kako je analiza ITS sekvenci pokazala najmanji polimorfizam izmedu navedenih vrsta.
Kasnije, C6té i sur. (2004a) navode kako sekvenciranje ITS regija genoma vrsta M.
fructigena, M. fructicola, M. laxa i M. polystroma nije dovoljno pouzdano upravo radi velike
sli¢nosti unutar samog roda. Spomenuti autori razvijaju PCR metodu koja u jednoj reakciji
istovremeno (eng. multiplex) detektira i razlikuje vrste M. fructigena, M. fructicola, M. laxa i
M. polystroma. Za usporedbu, u metodi razvijenoj od strane autora loos i Frey (2000), u
svrhu identifikacije M. laxa, M. fructigena i M. fructicola potrebne su tri zasebne PCR
reakcije jer stvaraju PCR produkte iste veliine (Cété i sur., 2004a). Abate i sur. (2018)
modificiraju PCR metodu prema Cbté i sur. (2004a) koja omoguéava provodenje izravne

PCR reakcije bez prethodne ekstrakcije DNK iz micelija ili konidija.
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U suvremenoj se dijagnostici gljiva danas sve viSe primjenjuju filogenetske analize koje
ukljucuju direktno sekvenciranje te analizu dobivenih sekvenci. White i sur. (1990) razvijaju
PCR protokol za umnazanje i direktno sekvenciranje rRNK gena kod gljiva te pocetnice
ITS1i1TS4 koje umnazaju ITS regiju. Osim identifikacije do razine vrste, analize sekvenci

mogu pruziti i bolji uvid u filogenetske odnose izmedu vrsta.

Posljednjih se godina za identifikaciju Monilinia vrsta razvijaju i metode lan¢ane reakcije
polimerazom u realnom vremenu (eng. real time PCR — RT-PCR) (Van Brouwershaven i
sur., 2010; Fan i sur., 2014; Papavasileiou i sur., 2016; Garcia-Benitez i sur., 2017; Abate i
sur., 2018; Wang i sur., 2018). Wang i sur. (2018) isticu kako je, u odnosu na
konvencionalne, najve¢a prednost RT-PCR metoda veéa osjetljivost i specifi€nost te
razvijaju RT-PCR metodu za detekciju M. laxa, M. fructigena, M. fructicola, M. polystroma,
M. yunnanensis i M. mumeicola s plodova jabuke. Osim u svrhu identifikacije, suvremene
RT-PCR metode potencijalno omogucavaju i kvantifikaciju gusto¢e spora Monilinia vrsta u

samom nasadu (Luo i sur., 2007).

DijagnostiCki protokol za identifikaciju vrste M. fructicola razvijen od strane EPPO-a (2009)
preporuc¢a konvencionalnu PCR metodu autora loos i Frey (2000) te RT-PCR metodu

autora Van Brouwershaven i sur. (2010).

2.4. Mijere suzbijanja Monilinia vrsta

Zastita od bolesti kostiCavog voc¢a u suvremenoj intenzivnoj voc¢arskoj proizvodnji temelji se
na nacelima integralne, odnosno integrirane zastite bilja, koja podrazumijeva integraciju
svih kemijskih i nekemijskih mjera, u svrhu smanjenja gubitaka u proizvodnji na najmanju
mogucu mjeru. Uobi¢ajene mjere suzbijanja bolesti uzrokovanih Monilinia vrstama prema
nacelima integrirane zastite bilja ukljuCuju uklanjanje zarazenih biljnih dijelova, uklanjanje
mumificiranih plodova, paZljivu manipulaciju plodovima kako bi se smanjila mogucnost
njihova oStecenja i primjenu sredstava za za$titu bilja (Cvjetkovi¢, 2010). Brannen i
Schnabel (2005) navode kako strategija kontrole smede trulezi treba ukljuCivati higijenske,
agrotehniCke i kemijske mjere. U takvom je sustavu zastite bilja primjena fungicida
dopustena samo uz odredena ogranicenja, tek kada druge mjere nisu u potpunosti smanjile
opasnost od gospodarskih Steta koje mogu izazvati Stetni organizmi (Ministarstvo
poljoprivrede, 2013). U svrhu racionalizacije primjene kemijskih mjera suzbijanja u nasadu
breskve, Fazini¢ i sur. (2017) istraZzuju upotrebu prognoznog modela za Monilinia vrste. lako
prognozni model predvida vrijeme ostvarenih zaraza u nasadu koriste¢i podatke s
agrometeoroloske stanice, autori zakljuuju kako je njegova primjena ograni¢ena, upravo
jer su zaraze s Monilinia vrstama u nasadu vrlo €esto latentne te do intenzivhe pojave
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simptoma na plodovima najCeS¢e dolazi blizu berbe ili u skladistu. Larena i sur. (2005)
navode kako primjena fungicida prije berbe Cesto nije dovoljno ucinkovita. U Repubilici
Hrvatskoj trenutno nema registriranih fungicida za zastitu jezgri¢avog i kosti¢avog voéa od
smede trulezi nakon berbe (Ministarstvo poljoprivrede, 2019). Iz tog razloga, veliki potencijal
u zastiti plodova kosti¢avog vocéa od skladisnih bolesti ima primjena bioloskih mjera zaStite,
a u svijetu i Hrvatskoj istrazuju se i fizikalne mjere zastite od pojave smede trulezi na

plodovima.

2.4.1. AgrotehniCke mjere suzbijanja Monilinia vrsta

Kljuénu mjeru kontrole pojave smede trulezi u nasadima kostiCavog voca predstavija
uklanjanje zarazenih biljnih organa iz vocnjaka, odnosno uklanjanje izvora primarnog
inokula (Kovacevic i sur., 1960; KiSpati¢ i Maceljski, 1981; Landgraf i Zehr, 1982; Holtz i
sur., 1998; Cvjetkovi¢, 2010). Gell i sur. (2009) potvrduju kako uklanjanje mumificiranih
plodova te nekroti¢nih grancica sa stabala i s tla znatno doprinosi smanjenju primarnog
inokula u Spanjolskim voénjacima. Uklanjanjem mumija smanjuje se i mogucnost stvaranja
apotecija, posebno kod gljive M. fructicola u dijelovima svijeta u kojima je to Cesta pojava
(Ivié¢ i Novak, 2012). Standardna agrotehni¢ka mjera u nasadima kosti¢avog voca je i
prorjedivanje plodova, a upravo zarazeni prorijedeni plodovi koji zaostaju na tlu mogu
predstavljati vazan izvor sekundarnog inokula (Landgraf i Zehr, 1982; Hong i sur., 1997). U
svrhu smanjenja pojave smede trulezi u voénjaku, prorjedivanje plodova potrebno je
provesti rano u vegetacijskoj sezoni (Landgraf i Zehr, 1982), a prorijedene je plodove
potrebno unistiti ili ukloniti iz nasada (Hong i sur., 1997). Kako kontakt izmedu plodova
olakS8ava S8irenje smede trulezi, Michailides i Morgan (1997) naglaSavaju vazZnost
prorjedivanja plodova $ljive koji rastu skupini i Eesto se dodiruju. Holb (2006) navodi kako i
zaoravanje otpalih plodova moze znatno smanijiti koli¢inu inokula u vo¢njaku, a Villarino i
sur. (2010) kako vazan izvor sekundarnog inokula mogu predstavljati i neoplodeni plodovi
koji tijekom zime zaostaju na stablu te je i takve plodove potrebno ukloniti iz nasada. Vaznu
agrotehniCku mjeru predstavlja i uklanjanje mumificiranih plodova te zarazenih izboja
tijekom zimske rezidbe u vocénjaku (KiSpati¢ i Maceljski, 1981; Holtz i sur., 1998; Cvjetkovi¢,
2010). Osim toga, smanjenju moguénosti pojave biljnih bolesti u nasadu doprinosi i redovno
odrzavanje prozracnosti kroSnje te izbjegavanje podizanja nasada na lokacijama na kojima
je visa vlaznost zraka ili na kojima se zadrZava voda (Ivi¢ i Novak, 2012). Isti autori navode
kako je prilikom berbe i transporta potrebna pazljiva manipulacija plodovima radi

izbjegavanja mehanickih oStecenja, Cime je olakSan prodor gljive u plod.
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Istrazivanje provedeno na Novom Zelandu pokazalo je kako folijarna prihrana kalcijem
moze znatno smanijiti pojavu smede trulezi na plodovima breskve prije i nakon berbe (Elmer
i sur., 2007).

U literaturi se takoder navode podaci o razli€itoj osjetljivosti Prunus vrsta na palez cvijeta i
smedu trulez te se opcenito smatra kako su neke kosti¢ave voéne vrste osjetljivije na zarazu
s Monilinia vrstama od drugih. Tako Cvjetkovi¢ (2010) navodi kako su plodovi tre$nje
osjetljivi plodovi nektarine (lvanovi¢ i Ivanovi¢, 2005; Cvjetkovi¢, 2010). Kao posebno
osjetljiva na palez cvijeta i izbojaka istice se marelica, kod koje uslijed zaraze s M. laxa
moze doci do sudenja Citavog stabla (Cvjetkovi¢, 2010). Izborom otpornijih sorti takoder je
moguce smanjiti pojavu smede truleZi u nasadu. Prema Turecheku i sur. (2001),
najosjetljivije sorte breskve na zarazu s M. fructicola su Mayflower, Halehaven, Southhaven
i Summercrest, osjetljive su Cresthaven, Early Sunhaven, Monroe, Redhaven i Sunhaven,
a relativno su otporne Glohaven i Elberta. U odnosu na breskvu, nektarina se smatra
osjetljivijom na smedu trulez (Ivi¢ i Novak, 2012). Kao vrlo osjetljive sorte istiCu se Armking
i Caldesi 2010 (Turechek i sur., 2001), dok se sorte marelice Pannonia, Madarska najbolja,
Keckemetska ruza, Ceglédi Bibor i Rakovszky spominju kao relativno otporne na palez
cvijeta (Holb, 2006; Holb, 2008a). Cacanska lepotica navodi se u kontekstu relativno
otporne sorte Sljive, a President, Stanley i California Blue kao osjetljive (Dragoyski i sur.,
2005; Holb, 2008a). Kako bi se sprijecilo ili usporilo Sirenje smede trulezi, Michailides i
Morgan (1997) preporucuju uzgoj sorti Sljive €iji plodovi ne rastu u skupinama. lvanovi¢ i
Ivanovi¢ (2005) te Milatovi¢ i sur. (2011) govore o osjetljivosti sorata treSnje i viSnje. Tako
se sorte treSnje Celeste, Bing, Van, Stella, Lapins i Newstar te viSnje Oblacinska, Keleris
16 i Hajmanova mogu svrstati u osjetljive. Sorte viSnje Rexelle i Keleris 14 smatraju se

umijereno osjetljivima, a Cadanski rubin i Richmorency relativno otpornima.

2.4.2. Kemijske mjere suzbijanja Monilinia vrsta

Primjena sredstava za za$titu bilja u svrhu suzbijanja uzro&nika palezi cvjetova i susSenja
mladica te smede trulezi plodova, takoder je uobiCajena mjera zastite u gotovo svim
intenzivnim nasadima kostiCavog voéa u svijetu. Cvjetkovi¢ (2010) preporuca do tri tretiranja
tijekom cvatnje u zastiti breskve, Sljive, marelice, treSnje i viSnje od zaraze s M. laxa, ovisno
o0 osjetljivosti sorte, kiSnim razdobljima te trajanju same cvatnje. Kod osjetljivih sorti treSanja
preporuCa se primjena sredstava za zastitu bilja na poCetku cvatnje, a ako za vrijeme
cvatnje potraju kidna razdoblja, tretiranje se preporuc¢a ponoviti na kraju cvatnje (Subié,

2016). Zimsko tretiranje fungicidima na osnovi bakarnih spojeva u Hrvatskoj uobi€ajena je
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kemijska mjera zastite kostic¢avog voéa (Cvjetkovié, 2010; Subi¢, 2016). Broj primjena
nekog fungicida u nasadu prvenstveno ovisi 0 hjegovim karakteristikama, vrsti i sorti biljke
domacina te vremenu i intenzitetu pojave bolesti. Spiegel i Stammler (2006) navode kako
su za suzbijanje palezi cvjetova potrebna do tri tretiranja fungicidima, a za suzbijanje smede

trulezi do pet tretiranja tijekom razvoja ploda i dozrijevanja.

U svrhu suzbijanja gljiva roda Monilinia na kosti€avom vocu, u Hrvatskoj je registriran vedi
broj sredstava za za$titu bilja. Za tu namjenu odobreni su fungicidi na osnovi bakarnih
spojeva, boskalida, ciprodinila, difenkonazola, fluopirama, fludioksonila, fenheksamida,
fenbukonazola, piraklostrobina, tebukonazola, trifloksistrobina i tiofanat-metila (Ministarstvo
poljoprivrede, 2019). UCinkovitost navedenih fungicida, izmedu ostalog, ovisi i 0 osjetljivosti

jedinki unutar populacije Monilinia vrsta u voénjaku, ali i o koli¢ini inokula u samom nasadu.

Pojava rezistentnosti patogena moZze znacajno utjecati na ucinak pojedinog fungicida u
praksi. Rezistentnost na fungicide sloZena je pojava, koja ponajprije ovisi 0 sklonosti samog
patogena da razvije mehanizme rezistentnosti, moguénosti fungicida da potakne pojavu
rezistentnosti u patogenu na temelju mehanizma i nacina djelovanja te agronomskoj praksi
koja podrazumijeva uzgojni sustav, sortiment i program zastite unutar nasada (Kuck i
Russell, 2006; Miessner i Stammler, 2010). U svijetu postoje brojna istrazivanja osjetljivosti
Monilinia vrsta na fungicide. FRAC (2014) svrstava gljive roda Monilinia u skupinu patogena
kod kojih postoji srednji rizik od razvoja rezistentnosti na fungicide. Unutar roda Monilinia,
najvedi broj slu¢ajeva zabiljezene rezistentnosti ili smanjene osjetljivosti na fungicide veze
se uz vrstu M. fructicola (Schnabel i Dai, 2004; Amiri i sur., 2010; May-de Mio i sur., 2011,
Chen i sur., 2013a; Hrusti¢ i sur., 2018). Naime, ona pokazuje najvecu sposobnost
prilagodbe na izlozenost fungicidima (Schnabel i Dai, 2004; Luo i Schnabel, 2008). Osim
toga, u svijetu se provode i brojna istrazivanja osjetljivosti na fungicide srodnih vrsta gljiva
iz porodice Sclerotiniaceae (McManus i sur., 1999; Baroffio i sur., 2003; Matheron i
Porchas, 2004; Forster i sur., 2007; Myresiotis i sur., 2007; Fillinger i sur., 2008; Weber,
2010; Esterio i sur., 2011; Leroch i sur., 2011; Weber i Hahn, 2011; Moorman i sur., 2012;
Fernandez-Ortufio i sur., 2016a; Fernandez-Ortuio i sur., 2016b; Ren i sur., 2016; Amiri i

sur., 2017; Fernandez-Ortuiio i sur., 2017).

Prvi slu€aj rezistentnosti fitopatogenih gljiva u Hrvatskoj zabiljezen je 1992. godine, kod
vrste Erysiphe necator Schwein. na triadimefon, aktivnu tvar iz kemijske skupine triazola
(Cvjetkovi¢ i Isakovi¢, 1992), koja danas viSe nije odobrena na razini EU. U Hrvatskoj je
sedamdesetih godina proslog stolje¢a istrazivana ucinkovitost fungicida u zastiti visnje
Maraske od pojave paleZi izboja uzrokovanom gljivom M. laxa, (KiSpati¢ i sur., 1976). lako

u Hrvatskoj nisu provodena istrazivanja osjetljivosti Monilinia vrsta na fungicide novijeg
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datuma, provode se istrazivanja osjetljivosti nekih drugih vrsta gljiva kao $to su E. necator
(Cvjetkovi¢ i Isakovi¢, 1992) i Botrytis cinerea Pers (MiliCevi¢, 2005), kao i ispitivanja

ucinkovitosti fungicida (Cvjetkovi¢ i sur., 1987; Tomi¢, 1993).

Skupina fungicida metil benzimidazol karbamati (eng. methyl benzimidazole carbamates —
MBC), kemijske skupine tiofanati, inhibira rad motornih proteina i stani¢ni skelet (skupina
B), odnosno inhibira stvaranje beta-tubulina tijekom mitoze (skupina B1) (FRAC, 2020).
Jones i Ehret (1976) u SAD-u te Whan (1976) u Australiji jo§ sedamdesetih godina proslog
stoljeCa utvrduju rezistentnost vrste M. fructicola na fungicide iz skupine metil benzimidazol
karbamata, a rezistentnost Monilinia vrsta potvrdena je i u kasnijim istrazivanjima (Ogawa i
sur., 1984; Michailides i sur., 1987; Penrose, 1990; Zehr i sur., 1991; Sanoamuang i Gaunt,
1995; Ma i sur., 2003b; Yoshimura i sur., 2004; Amiri i sur., 2008; Luo i Schnabel, 2008;
May-De Mio i sur., 2011; Weger i sur., 2011; Malandrakis i sur., 2012; Chen i sur., 2013a;
Eglen i sur., 2015; Eguen i sur., 2016). Upravo se smanjena osjetljivost vrste M. fructicola
na metil benzimidazol karbamate navodi kao jedan od mogucih razloga sve veée
zastupljenosti te vrste u zemljama diljem svijeta (Michailides i sur., 1987). FRAC (2020)
takoder metil benzimidazol karbamate svrstava u visoko rizi€hu skupinu od pojave
rezistentnosti, a za ovu je skupinu fungicida karakteristi¢na i pojava unakrsne rezistentnosti
(Brent i Hollomon, 2007). Brent i Hollomon (2007) navode kako se rezistentnost na
benzimidazole javila ve¢ krajem Sezdesetih godina proslog stolje¢a, samo jednu do dvije
godine nakon njihove introdukcije. U ovu se skupinu fungicida ubraja i aktivna tvar tiofanat-

metil.

Boskalid pripada skupini inhibitora sukcinat-dehidrogenaze (eng. succinate dehydrogenase
inhibitors — SDHI), kemijskoj skupini piridin karboksamida. Inhibitor je respiracije (skupina
C), odnosno inhibitor kompleksa Il sukcinat-dehidrogenaze (skupina C2) (FRAC, 2020).
Boskalid je ponajprije botriticid, no pokazuje Siri spektar djelovanja. Inhibira razliCite
razvojne stadije gljiva, kao $to su klijanje spora i rast micelija (Bartlett i sur., 2002; Stammler
i sur., 2007; Myresiotis i sur., 2008). Chen i sur. (2013b) utvrduju rezistentnost vrste M.
fructicola s breskve na boskalid, §to je u skladu s navodima FRAC-a (2020) koji ga svrstava
u srednje do visoko rizicnu skupinu od pojave rezistentnosti. Osjetljivost Monilinia vrsta na
boskalid istraZuje se u sklopu mnogih istrazivanja (Spiegel i Stammler, 2006; Amiri i sur.,
2010; Hrustic¢ i sur., 2018). Rezistentnost srodne vrste B. cinerea na boskalid zabiljezena je
na brojnim domacinima, pa tako i na jabuci (Kim i Xiao, 2010), vinovoj lozi (Vitis vinifera L.)
(Leroch i sur., 2011) te jagodi (Fragaria x ananassa Duch.) (Weber i Hahn, 2011;
Fernandez-Ortufio i sur., 2016a), dok neka istrazivanja pokazuju zadovoljavaju¢u razinu

osjetljivosti izolata B. cinerea na boskalid (Myresiotis i sur., 2008).
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Fluopiram, kao i boskalid, pripada skupini SDHI fungicida, ali je svrstan u kemijsku skupinu
piridin-etil-benzamida. Kao i boskalid, inhibitor je respiracije (skupina C), odnosno inhibitor
kompleksa Il sukcinat-dehidrogenaze (skupina C2) (FRAC, 2020). FRAC (2020) takoder
navodi kako je rizik od pojave rezistentnosti patogena na fluopiram srednji do visok. U Srhbiji,
Hrusti¢ i sur. (2018) nalaze izolate M. fructicola smanjene osjetljivosti na fluopiram, dok
Abate i sur. (2018) u ltaliji utvrduju manju osjetljivost vrste M. fructigena na fluopiram, u
odnosu na vrste M. laxa i M. fructicola. U svijetu se provode i istrazivanja osjetljivosti drugih
gljiva iz porodice Sclerotiniaceae na fluopiram (Amiri i sur., 2017; Fernandez-Ortufio i sur.,
2017).

Aktivne tvari piraklostrobin i trifloksistrobin ubrajaju se u skupinu vanjskih inhibitora kvinona
(eng. quinone outside inhibitors — Qol). Piraklostrobin pripada kemijskoj skupini metoksi-
karbamata, a trifloksistrobin skupini oksimino-acetata. Inhibitori su respiracije (skupina C),
pri Eemu inhibiraju kompleks Il citokroma bc1 (ubikvinol oksidaza) (skupina C3) (FRAC,
2020). Razvijeni su iz prirodnih fungicidnih spojeva, a veZzu se na specificno mjesto
ubihidrokvinon te inhibiraju prijenos elektrona u mitohondrijskom respiratornom lancu
kompleksa bcl (Amiri i sur.,, 2010). FRAC (2020) navodi kako je rizik od pojave
rezistentnosti za ovu skupinu fungicida visok te kako je izmedu aktivnih tvari iz ove skupine
moguca pojava unakrsne rezistentnosti. lako inhibitori respiracije mogu snazno djelovati na
razliCite razvojne stadije gljiva (Bartlett i sur., 2002; Stammler i sur., 2007; Myresiotis i sur.,
2008), dominira njihov inhibitorni u¢inak na klijanje spora (Bartlett i sur., 2002; Mondal i sur.,
2005; Pasche i sur., 2005). Rezistentnost na vanjske inhibitore kvinona zabiljezena je kod
brojnih patogena kao $to su Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter (Steinfeld i sur., 2002) i
B. cinerea (Jiang i sur., 2009; Weber i Hahn, 2011). Brojna istrazivanja u svijetu pokazuju
razliCitu razinu osjetljivosti Monilinia vrsta na Qol fungicide. Neki autori biljeZze pojavu
smanjene osjetljivosti (Amiri i sur., 2010; Chen i sur., 2014; Pereira i sur., 2017; Hrusti¢ i
sur., 2018), dok neki nalaze samo osjetljive populacije (Spiegel i Stammler, 2006; Luo i
Schnabel, 2008; May-De Mio i sur., 2011; Chen i sur., 2013a). Prilikom izloZzenosti Qol
fungicidima kod gljiva moZe doci do pojave alternativne respiracije, metaboliCkog puta kojim
se izbjegava prijenos elektrona preko ciljanog mjesta, citokroma b (Mondal i sur., 2005), pri
¢emu je aktivnost fungicida smanjena. U laboratorijskim istraZivanjima osjetljivosti na Qol
fungicide, u svrhu sprje€avanja pojave alternativne respiracije (Weber i Hahn, 2011), Cesto
se u medije na kojima se istrazuje reakcija gljive dodaje salicil hidroksamska kiselina (eng.
salicylhydroxamic acid — SHAM), a njegovi ucinci na gljive iz porodice Sclerotiniaceae
predmet su mnogih istrazivanja u svijetu (Schnabel i sur., 2003; Amiri i sur., 2008; Luo i
Schnabel, 2008; Myresiotis i sur., 2008; Amiri i sur., 2010; May-De Mio i sur., 2011; Weber

i Hahn, 2011; Cheni sur., 2014; Pereira i sur., 2017; Abate i sur., 2018; Hrusti¢ i sur., 2018).
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Fludioksonil pripada skupini i kemijskoj skupini fenilpirola (eng. phenylpyrroles — PP) koji
inhibiraju prijenos signala (skupina E2) u kompleksu mitogen-aktivacijskih proteinskih
kinaza (MAP) (FRAC, 2020). FRAC (2020) navodi kako je rizik od pojave rezistentnosti
patogena na ovu skupinu fungicida nizak do sredniji. Fludioksonil inhibira rast micelija i
klijanje spora, a moze utjecati i na morfologiju kli¢nih cijevi (Hilber, 1992; Leroux i Descotes,
1996; Zhao i sur., 2010; Ren i sur., 2016), iako neki autori navode kako ucinkovitije djeluje
na rast micelija (Forster i sur., 2004; Forster i sur., 2007). U in vitro testu rasta micelija,
Forsterisur. (2007) te Abate i sur. (2018) istraZuju osjetljivost Monilinia vrsta na fludioksonil,
a u svijetu se provode i istraZivanja osjetljivosti drugih vrsta gljiva iz porodice
Sclerotiniaceae (Leroux i Descotes, 1996; Matheron i Porchas, 2004; Férster i sur., 2007;
Myresiotis i sur., 2007; Leroch i sur., 2011; Weber i Hahn, 2011; Fernandez-Ortufio i sur.,
2016b; Ren i sur., 2016).

Difenkonazol, fenbukonazol i tebukonazol fungicidi su iz skupine inhibitora demetilacije
(eng. demethylation inhibitors — DMI), kemijske skupine triazola. Inhibitorno djeluju na
biosintezu sterola u stani¢noj membrani (skupina G), odnosno na C-14 demetilazu tijekom
biosinteze sterola (skupina G1). Triazoli su svrstani u srednje rizi€nu skupinu od pojave
rezistentnosti (FRAC, 2020) te se diliem svijeta smatraju vrlo uc€inkovitima u suzbijanju
palezi cvjetova i smede trulezi plodova (Schnabel i sur., 2004; Holb i Schnabel, 2007). Ipak,
Zehr i sur. (1999) navode kako se smanjena osjetljivost vrste M. fructicola na triazole moze
javiti ve¢ nakon 12 ftretiranja u samo tri godine. U nasadima kosti¢avog vo¢a u SAD-u
(Schnabel i sur., 2004; Parker i sur., 2006; Luo i sur., 2008; Villani i Cox, 2011; Chen i sur.,
2013a; Janisiewicz i sur., 2013) i Brazilu (May-De Mio i sur., 2011) utvrdena je smanjena
osjetljivost i rezistentnost vrste M. fructicola na triazole. Osjetljivost Monilinia vrsta na
triazole istrazuje se i u Europi (Abate i sur., 2018; Hrusti¢ i sur., 2018). Rezistentnost vrste
M. fructicola na triazole Eesto se povezuje s insercijom sekvence ,Mona*“, veli¢ine 65 baznih
parova (eng. base pair — bp), smjesStene uzvodno od gena 14a-demetilaza (MfCYP51)
(Chen i sur., 2013b).

Aktivna tvar fenheksamid pripada skupini inhibitora keto reduktaze (eng. keto reductase
inhibitors — KRI), kemijskoj skupini hidroksianilida, kod koje je rizik od pojave rezistentnosti
nizak do srednji (FRAC, 2020). Hidroksianilidi inhibiraju sintezu sterola u stani¢noj
membrani (skupina G), odnosno inhibiraju enzim 3-ketoreduktazu koji katalizira demetilaciju
C-4 tijekom biosinteze ergosterola (skupina G3) (Malandrakis i sur., 2013; FRAC, 2020). U
nizim koncentracijama, fenheksamid inhibira izduzivanje kli¢nih cijevi i rast micelija, a u
viSim klijanje spora (Baroffio i sur., 2003; Schnabel i sur., 2004). lako neki autori istrazuju

osjetljivost Monilinia vrsta na fenheksamid (Forster i sur., 2007; Malandrakis i sur., 2013;
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Abate i sur., 2018), veci se broj istrazivanja temelji na ispitivanju osjetljivosti vrste B. cinerea,
koja takoder pripada porodici Sclerotiniaceae. O smanjenoj osjetljivosti vrste B. cinerea na
fenheksamid govore brojni autori (Myresiotis i sur., 2007; Fillinger i sur., 2008; Weber, 2010;

Esterio i sur., 2011; Moorman i sur., 2012).

Dok primjena fungicida predstavlja izravnu kemijsku mjeru suzbijanja, primjena insekticida
na neizravan nacin pridonosi zastiti kostiCavog vo¢a od smede trulezi. Naime, suzbijanjem
Stetnika smanjuje se mogucnost ostecenja ploda, a Cvjetkovi¢ (2010) nagladava kako je
suzbijanje Stetnika obavezna mjera zastite. Tako se u praksi gotovo uvijek suzbijaju
treSnjina muha (Ragholetis cerasi Linnaeus, 1758), §ljivin savijaC (Grapholita (Aspila)
funebrana Treitschke, 1835), breskvin moljac (Anarsia lineatella Zeller, 1839) i breskvin
savija¢ (Grapholita (Aspila) molesta (Busck, 1916)) (Holb, 2006).

Osim fungicida u uzem smislu, u svijetu se istrazuje i potencijal koriStenja nekih drugih
kemijskih spojeva u suzbijanju smede trulezi. Metoda umakanja zarazenih plodova breskve
u razlicite otopine kalcijevih soli pokazala se kao potencijalno ucinkovita u smanjenju zaraze
s M. fructicola, pri éemu su se kao najbolie pokazale otopine kalcijevog propanoata,
kalcijevog silikata, kalcijevog oksida i kalcijevog hidroksida (Biggs i sur., 1997). El Ghaouth
i sur. (1995) istrazuju djelovanje Secernih spojeva na smanjenje zaraze s M. fructicola na
plodovima breskve i zaklju€uju kako 2-deoksi-D-glukoza ima najveci potencijal u kontroli

smede trulezi nakon berbe.

2.4.3. BioloSke mjere suzbijanja Monilinia vrsta

U svrhu suzbijanja Monilinia vrsta prije i nakon berbe, provode se brojna istrazivanja
u€inkovitosti bioloSkih fungicida na osnovi mikroorganizama. Prvi antagonisticki
mikroorganizmi izolirani su iz tla, a koriSteni su u bioloSkoj zastiti voc¢nih vrsta od skladisnih
bolesti (Tronsmo i Raa, 1977; Pusey i Wilson, 1984). U kasnijim su istraZivanjima epifitski
mikroorganizmi s antagonistiCkim djelovanjem nadeni i na jabuci (Janisiewicz, 1987).
Sharma i sur. (2009) navode kako se najveéa djelotvornost pripravaka na osnovi
antagonisti¢kih mikroorganizama postiZze primjenom nakon berbe, a ucinkovitijom se
pokazala i primjena mijeSanih populacija mikroorganizama u odnosu na one pojedinacne.
NajceS¢i mehanizmi djelovanja antagonisti¢kih mikroorganizama su kompeticija za hranjiva
i prostorna kompeticija, a mikroorganizmi mogu djelovati i putem izravnog parazitizma, imati
antibiotsko djelovanje, ali i pridonositi otpornosti domacina (Sharma i sur., 2009). Primjena
bioloSkih pripravaka na bazi antagonistiCke gljive Epicoccum nigrum Link pokazala se vrlo
uspjeSnom u smanjenju broja konidija Monilinia vrsta na povrSini plodova breskve i

nektarine te opéenito u smanjenju pojave smede trulezi na plodovima (Madrigal i sur., 1994;
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Larena i sur., 2005; De Cal i sur., 2009b). Gljiva Penicillium frequentans Westling svojim
antibiotskim i antagonistiCkim djelovanjem moze znatno inhibirati vrstu M. laxa na
grancicama breskve (Melgarejo i sur., 1986; De Cal i sur., 1988; De Cal i sur., 1990), kao i
vrsta Penicillium purpureogenum Stoll (Melgarejo i sur., 1986; Larena i Melgarejo, 1993).
Hong i sur. (1998) navode kako gljive Trichoderma atroviride P. Karst. i Trichoderma viride
Pers. imaju veliki potencijal za kontrolu smede trulezi u skladistu. U istrazivanju
provedenom na vrstama M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (Mari i sur., 2012), sojevi
kvasca vrste Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud uspjeSno su smanijili pojavu
smede trulezi na breskvi i nektarini, dok je primjena bakterije Pantoea agglomerans (Ewing
& Fife) Gavini i sur. soja EPS125 smanjila promjer lezije smede trulezi uzrokovane vrstom
M. laxa na plodovima breskve, nektarine i marelice (Bonaterra i sur., 2003). Primjena soja
B-3 bakterije Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn moze smanijiti pojavu smede truleZi nakon
berbe (McKeen i sur., 1986; Hong i sur., 1998), a vrsta Pseudomonas corrugata Roberts &
Scarlett i Burkholderia (Pseudomonas) cepacia (Palleroni & Holmes) Yabuuchi i sur.
smanijiti propadanje umjetno zarazenih plodova breskve i nektarine (Smilanick i sur., 1993;
Hong i sur., 1998).

Antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja poznata su jo$ od 19. stolje¢a (Chamberlain, 1887). U
suvremenim se istrazivanjima primjena eteri¢nih ulja pokazala kao vrlo uspjeSna metoda
kontrole biljnih patogena. Veliki potencijal za suzbijanje vrsta roda Monilinia pokazala su
eteriéna ulja timijana (Thymus vulgaris L.) (Tanovi¢ i sur., 2013; Elshafie i sur., 2015),
bosiljka (Ocimum spp.) (Carovi¢-Stanko i sur., 2013), limunske mirte (Backhousia citriodora
F.Muell.) (Lazar-Baker i sur., 2011) te verbene (Verbena officinalis L.) (Elshafie i sur., 2015).
EteriCna se ulja u biljkkama mogu stvarati uslijed djelovanja razli€itih patogena u sklopu

obrambene reakcije te zapravo predstavljaju njihov ,imuni“ odgovor (Oxenham, 2003).

Osim Sto primjena bioloSkih sredstava u suvremenoj zastiti bilja ima veliki komercijalni
potencijal, ona potencijalno omoguéava i smanjenje broja primjena kemijskih sredstava, sto

je u skladu s odrednicama Zakona o odrzivoj uporabi pesticida (Narodne novine, 2014).

2.4.4. Fizikalne mjere suzbijanja Monilinia vrsta nakon berbe

Kao alternativa kemijskim mjerama zastite kostiCavog voc¢a od smede trulezi, istrazuju se i
one fizikalne. Jemric i sur. (2011) navode kako tretmani vru¢om vodom znacajno smanjuju
klijavost konidija vrste M. laxa na plodovima breskve i nektarine, zaraza na plodovima je
manja, pri Cemu ne dolazi do oSteCenja plodova uslijed izlozenosti visokim temperaturama.
S druge strane, Karabulut i sur. (2010) navode kako tretmani plodova breskve, nektarine i

Sljive vodom temperature iznad 65 °C mogu dovesti do pojave simptoma fitotoksi¢nosti i
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uzrokovati umjerena do jaka ostecenja. Ipak, mnogi autori navode kako tretmani plodova
vruéom vodom imaiju veliki potencijal, posebice u ekoloskoj proizvodnji u kojoj izostaju
kemijske mjere zastite, a gubici nakon berbe mogu biti vrlo visoki (Mari i sur., 2007;
Karabulut i sur., 2010; Jemri¢ i sur., 2011). Tretmani plodova vruéom vodom u kombinaciji
s nekim drugim metodama takoder su pokazali vrlo dobre rezultate u suzbijanju patogena
nakon berbe (Jemri¢ i sur., 2011). To mogu biti kombinacije s dodatkom etilnog alkohola

(Margosan i sur., 1997), natrijevih soli (Palou i sur., 2002) ili antagonista (Mari i sur., 2007).

De Vries-Paterson i sur. (1991) nalaze kako fumigacija plodova tre$nje ugljicnim dioksidom
moze usporiti i smanijiti pojavu lezija uslijed zaraze s M. fructicola za jedan do sedam dana.
Ipak, kako se propadanje plodova ne moze izbjeci nakon vra¢anja u normalne uvjete, autori

zaklju€uju kako tretmani ugljicnim dioksidom imaju fungistati¢ni, ali ne i fungicidni ucinak.

Sholberg i Gaunce (1996) navode kako kod fumigacije zarazenih plodova breskve,
nektarine, marelice i breskve octenom kiselinom postoji velika mogucnost pojave osteéenja.
Ipak, takvi tretmani imaju veliki potencijal kod plodova namijenjenim industrijskoj preradi,
kod kojih sam izgled ploda nije presudan. Stevens i sur. (1996) nalaze kako niske doze
ultraljubi¢astog svjetla imaju pozitivan ucinak, uslijed kojeg dolazi do znacajno manjeg
propadanja plodova breskve nakon berbe. Desetak godina kasnije, Stevens i sur. (2005)
utvrduju kako se izlaganje peteljike plodova ultraljubi¢astom svjetlu, u usporedbi s
konvencionalnim nacinom okretanja plodova prilikom izlaganja, pokazalo uspjesnijim

nacinom poticanja razvoja otpornosti domacina na zarazu s M. fructicola.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

3.1. Uzorkovanje plodova breskve, nektarine i Sljive

U svrhu prikupljanja izolata Monilinia vrsta, 2012. i 2013. godine provedeno je uzorkovanje
plodova breskve, nektarine i Sljive na kojima su zapaZeni simptomi smede truleZi.
Uzorkovanije je provedeno u sklopu sluzbenog nadzora kojim je istraZivana prisutnost vrste
M. fructicola u Hrvatskoj, ali i rasirenost ostalih prisutnih Monilinia vrsta u nasadima breskve,
nektarine i $ljive. Nadzor je proveden sukladno Medunarodnom fitosanitarnom standardu
za pracenje organizama S$tetnih za bilje br. 6 (FAO, 2006). U 2016. godini dodatno su
uzorkovana dva ploda Sljive sa simptomima smede trulezi. Uzimani su plodovi sa stabla, a
na lokacijama na kojima nisu nadeni simptomati¢ni plodovi, sakupljeni su otpali truli plodovi

s tla u voénjaku (Slika 6).

Slika 6. Tipi¢ni simptomi smede trulezi kostiCavog vocéa prilikom uzorkovanja plodova: a)

smezurani plodovi $ljive sa sporonosnim nakupinama Monilinia spp.; b) otpali plodovi
breskve zahvaceni smedom trulezi na tlu u vocnjaku; c) zarazeni plod breskve; d)-f)

zarazeni plodovi nektarine prorasli micelijem Monilinia spp.
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Tijekom srpnja 2012. godine, uzorkovanje je provedeno u 24 mjeSovita nasada breskve i
nektarine u 13 Zupanija (Dubrovacko-neretvanska, Splitsko-dalmatinska, Zadarska,
Istarska, Zagrebacka, Varazdinska, Medimurska, Sisactko-moslavacka, Bjelovarsko-
bilogorska, Viroviticko-podravska, Koprivni¢ko-krizevacka, Brodsko-posavska i Osjecko-
baranjska). Ukupno su sakupljena 172 ploda na kojima su zapazeni simptomi smede trulezi,

od ¢ega 114 plodova breskve i 58 plodova nektarine.

Tijekom lipnja, srpnja i kolovoza 2013. godine, sakupljeno je 190 plodova sa simptomima
smede trulezi, od ¢ega 95 plodova breskve, 50 plodova nektarine i 45 plodova Sljive.
Simptomati¢ni plodovi sakupljeni su u 17 mjeSovitih nasada breskve i nektarine te u dva
nasada Sljive u 12 Zupanija (Dubrovacko-neretvanska, Splitsko-dalmatinska, Zadarska,
Istarska, Zagrebalka, Varazdinska, Medimurska, Viroviticko-podravska, Koprivni¢ko-

krizevacka, Brodsko-posavska, Osjecko-baranjska i Vukovarsko-srijemska).

U kolovozu 2016. godine sakupljena su dva ploda Sljive sa simptomima smede trulezZi u

Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji.

Ukupno su tijekom 2012., 2013. i 2016. godine uzorkovana 364 ploda sa simptomima

smede trulezi, od ¢ega 209 plodova breskve, 108 plodova nektarine i 47 plodova $ljive.

Sakupljeni plodovi stavljeni su u vrecice i oznaceni, zabiljezeni su datum i lokacija njihovog
uzorkovanja te biljka domacin s kojeg potje€e simptomati¢ni plod. Svi uzorkovani plodovi
sa simptomima smede trulezi prikazani su zbirno u Tablici 1 prema Zupaniji, godini i
domacinu, dok je cjelovit popis svih uzetih uzoraka naveden u Prilogu 1. Uzorci su
preneseni u Laboratorij za mikologiju Centra za zastitu bilja (CZB) pri Hrvatskoj agenciji za

poljoprivredu i hranu (HAPIH).
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Tablica 1. Zbirni prikaz

ukupnog broja uzorkovanih plodova prema Zzupaniji, godini i

domacdinu
Zupanija Domagin Broj uzorkovanih plodova
2012.
i i Breskva 3
Bjelovarsko-bilogorska i
Nektarina 2
Brodsko-posavska Breskva 7
Dubrovacko-neretvanska Breskva 5
Breskva 20
Istarska .
Nektarina 11
Koprivni¢ko-krizevacka Breskva 5
, Breskva 2
Medimurska .
Nektarina 4
L. . Breskva 6
Osjecko-baranjska )
Nektarina 4
_ Breskva 4
Sisacko-moslavacka ]
Nektarina 6
) ) Breskva 9
Splitsko-dalmatinska i
Nektarina 11
Varazdinska Breskva 6
Viroviticko-podravska Breskva 7
Breskva 27
Zadarska .
Nektarina 18
Breskva 13
Zagrebacka .
Nektarina 2
2013.
Brodsko-posavska Breskva 5
Dubrovacko-neretvanska Breskva 17
Istarska Sljiva 15
Koprivni¢ko-krizevacka Breskva 10
Medimurska Nektarina 5
Osjecko-baranjska Nektarina 5
. . Breskva 28
Splitsko-dalmatinska ..
Sljiva 30
Varazdinska Nektarina 5
VirovitiCko-podravska Nektarina 5
Vukovarsko-srijemska Breskva 20
Zadarska Nektarina 30
Zagrebacka Breskva 15
2016.
Splitsko-dalmatinska Sljiva 2
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3.2. lzolacija i uzgoj izolata Monilinia vrsta

Kao hranjiva podloga za izolaciju i uzgoj gljiva roda Monilinia u €istoj kulturi koriten je
krumpir dekstrozni agar — KDA (Biolife, Italija). U laboratorijsku bocu volumena 1000 ml
uliveno je 750 ml destilirane vode te je dodan 31,5 g KDA. Nakon mije$anja, pripremljena
hranjiva podloga autoklavirana je 15 minuta na 121 °C. Hranjiva podloga ohladena je na
50-60 °C i izlivena u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Malen dio povrSine ploda
zahvacéenog smedom trulezi uzet je laboratorijskom iglom te prenesen u tublicu (Eppendorf,
Njemacka) napunjenu s 2 ml sterilne vode. Suspenzija je promijeSana pomocéu vorteks
mijesSalice (Combi-spin PCV-2400, Grant Instruments, UK) te izlivena u prethodno
pripremljene Petrijeve zdjelice na KDA. ViSak suspenzije je izliven, a Petrijeve su zdjelice
postavljene okomito i inkubirane na sobnoj temperaturi. Nakon Cetiri do pet sati inkubacije,
proklijale konidije pregledane su stereomikroskopom (Carl Zeiss 200S, Njemacka), nakon
Cega su izrezane i prebacene u nove Petrijeve zdjelice na KDA. Kolonija razvijena iz jedne
konidije opisanom metodom monosporne izolacije smatrana je izolatom. lzolati su
inkubirani u 'walk-in' klima komori (Kambi¢ RK-3, Kambi¢, Slovenija) na 22 °C, reZzimu 12

sati tame/12 sati svjetlosti (Lane, 2002).

3.3. Analiza morfoloskih obiljezja izolata Monilinia vrsta

Ukupno sakupliena 364 Monilinia spp. izolata inkubirana su na 22 °C i rezimu 12 sati
tame/12 sati svjetlosti. Nakon 10 dana zabiljezena su njihova morfoloSka obiljezja prema
identifikacijskom klju¢u (Lane, 2002):

1. Boja kolonije vidljiva na licu Petrijeve zdjelice:

a) sive boje (A),

b) Zute boje (B) ili

c) krem/bijele boje (C).

2. Brzina rasta:

a) prosjecan promijer kolonije > 80 mm — raste brzo (D),

b) prosje€an promjer kolonije 70—80 mm — raste umjereno (E) ili

¢) prosje¢an promijer kolonije < 70 mm — raste sporo (F).
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3. Sporulacija:
a) obilna (G) ili

b) oskudna (H).

4. Sporulacija u koncentri¢nim krugovima:
a) prisutna (1) ili

b) nije prisutna (J).

5. Izgled ruba kolonije vidljivog na nali€ju Petrijeve zdjelice:
a) valovit (K) ili

b) ravan (L).

6. Rozete:
a) prisutne (M) ili

b) nisu prisutne (N).

7. Reznjevi:

a) crni reznjevi ili krugovi uz rozete (O),

b) crni tockasti dijelovi ili smedi reznjevi ili krugovi (P) ili

c) reznjevi nisu prisutni (Q).

Prema identifikacijskom kljuu (Lane, 2002), sinopticki klju¢ za identifikaciju odredene
Monilinia vrste je sljedeci:

M. laxa: A, (C), (E), F, H, J, K, M, (N), O.

M. fructigena: B, (C), (D), E, (F), (G), H, (), J, L, N, Q.

M. fructicola: A, D, (E), G, |, (3), L, (M), N, (P), Q.

Slova u zagradi oznacavaju obiljezje koje nije Cesto prisutno kod odredene Monilinia vrste,
ali se moze pojaviti kod pojedinih izolata.

Zabiljezena morfoloSka obiljezja svakog Monilinia spp. izolata usporedena su s rezultatima

identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Co6té i sur., 2004a) te je odredena pripadnost

.....

.....
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populaciji Monilinia vrsta. Osim toga, utvrden je broj izolata M. laxa, M. fructigena i M.
fructicola koji pokazuje odredeno morfoloSko obiljezje te su usporedeni s rezultatima
identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Cété i sur., 2004a). Dobiveni podaci omogucili su
izradu naj¢eSéeg morfoloSkog profila M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u Hrvatskoj te
usporedbu s morfoloSkim profilom prema identifikacijskom klju¢u (Lane, 2002). Naj¢es¢i
morfoloski profili sve tri Monilinia vrste oznaeni su kao Laxa-HR (M. laxa), Gena-HR (M.

fructigena) i Cola-HR (M. fructicola).

Morfologija izolata analizirana je i prema opisima koje navode Hu i sur. (2011), koji u svom
istraZivanju opisuju novu vrstu M. yunnanensis te detaljnije morfoloski i genetski opisuju
vrstu M. mumeicola. lako Hu i sur. (2011) ne navode sinopticki klju¢ za razlikovanje vrsta
M. mumeicola i M. yunnanensis od M. laxa, M. fructigena i M. fructicola, navode kako je kod
vrsta M. mumeicola i M. laxa zabiljeZzen rast micelija u koncentri¢nim krugovima s valovitim
rubom kolonije, dok glavnu razliku predstavlja boja kolonije. Navode kako je kod M. laxa
boja kolonije na KDA naj¢e$ce siva, a kod M. mumeicola sivo-zelena. Boja kolonije kod M.
yunnanensis takoder je Cesto sivo-zelena, dok je kod M. fructigena siva. Osim toga, navode
kako su kod vrste M. fructigena Cesto zapazene fragmentirane kruzne kolonije koje su
rijetko bile prisutne kod M. yunnanensis. Za izolate koji su prema morfoloskim obiljezjima
nalikovali opisanom, provedena je PCR metoda prema protokolu koji navode Hu i sur.
(2011).

3.4. Identifikacija izolata Monilinia vrsta PCR metodom

Identifikacija PCR metodom s poCetnicama specifi€nim za vrstu (loos i Frey, 2000; Cété i

sur., 2004a; Hu i sur., 2011) provedena je za 361 izolat iz roda Monilinia.

3.4.1. Priprema pocetnica i izolata za PCR

Prije upotrebe, sve su pocetnice koristene u ovom istrazivanju razrijedene sterilnom vodom

do koncentracije od 10 uM te su €uvane sukladno uputama proizvodaca.

Dio micelija monospornih Monilinia spp. izolata prenesen je laboratorijskom iglom u sterilne
Petrijeve zdjelice promjera 90 mm na KDA. Kako bi DNK Monilinia spp. izolata bila
zadovoljavajuce kakvoce, na povrSinu KDA stavljen je celofanski pokrov. Nakon desetak
dana je s celofanskog pokrova sterilnom €ackalicom sastrugan dio micelija svakog izolata,

stavljen u tubicu od 2 ml (Eppendorf, Njemacka) te homogeniziran pomocu teku¢eg dusika.
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3.4.2. Ekstrakcija i spektrofotometrijsko mjerenje DNK

Ekstrakcija DNK provedena je koristenjem kompleta DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Njemac¢ka) prema uputama proizvodada. Cistoéa i koncentracija DNK
izmjerena je na spektrofotometru (Genova Nano, Jenway), uz omjer apsorbancija
A260/A280. Kada je naknadno koriStena, ekstrahirana DNK pohranjena je na -20 °C.

3.4.3. Lanc€ana reakcija polimerazom (PCR)

U sklopu ovog su istraZzivanja sve PCR reakcije provedene u PCR uredaju Thermal cycler
2720 ABI (Applied Biosystems, SAD), a koridtene reakcijske smjese pripremljene su u
laminarnom kabinetu. Sastojci reakcijskih smjesa po jednom izolatu prikazani su u Tablici
2.

Tablica 2. PCR reakcijske smjese po jednom izolatu

Sastojak Volumen (pl)
Ekstrahirana DNK 5
GoTag® G2 Colorless Master Mix, 2X (Promega, SAD)* 12,5
Uzvodna pocetnica, 10 yM 1
Nizvodna pocetnica, 10 uM 1
Sterilna voda 55
Ukupno 25

* sadrzi GoTaq® G2 DNK polimerazu, reakcijski pufer (pH 8,5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM
dCTP, 400uM dTTP i 3 mM MgCl2

PCR metoda za identifikaciju Monilinia vrsta provedena je za sve izolate sakupljene 2012.
i 2013. godine s pocCetnicama specificnim za vrstu u tri odvojene reakcije (C6té i sur.,
2004a). Parovi poCetnica specifiCnih za vrstu te oCekivane veli€ine fragmenta u bp prikazani
su u Tablici 3.

Tablica 3. Parovi poCetnica specificnih za M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (Coté i sur.,
2004a)

Vrsta Pocetnice Sekvenca (5’ - 3’) bp

M. laxa Laxa-R2 (uzvodna) TGC ACA TCA TAT CCC TCG AC 351
MO368-5 (nizvodna) GCA AGG TGT CAAAAC TTC CA

M. fructigena MO368-8R (_uzvodna) TGC ACATCATAT CCC TCG AC 402
MO368-5 (nizvodna) GCA AGG TGT CAAAAC TTC CA

M. fructicola MO368-10R (uzvodna) AAG ATT GTC ACC ATG GTT GA 535
MO368-5 (nizvodna) GCA AGG TGT CAAAACTTC CA
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Dodatno su provedene 'multiplex’ ili ‘duplex' PCR metode koje omogucavaju identifikaciju
sve tri ili dvije vrste u jednoj reakciji (C6té i sur., 2004a) sa zajedni¢kom nizvodnom
pocetnicom MO368-5 te uzvodnim pocetnicama specifiCnim za vrste M. laxa (Laxa-R2), M.
fructigena (MO368-8R) ili M. fructicola (MO368-10R). Volumen sterilne vode smanjen je
sukladno povecanju volumena pocetnica do ukupnog volumena 25 pl. Temperaturne faze

PCR reakcije (Coté i sur., 2004a) prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Temperaturne faze PCR reakcije (Cété i sur., 2004a)

Faza Broj ciklusa Temperatura  Trajanje
Pocetno razdvajanje (eng. initial denaturation) 1 95 °C 2 minute
Razdvajanje (eng. denaturation) 35 95°C 15 sekundi
Polijeganje (eng. annealing) 35 60 °C 15 sekundi
Produljenje (eng. extension) 35 72°C 1 minuta
Zavrsno produljenje (eng. final extension) 1 72°C 3 minute

Za potvrdu identifikacije izolata vrste M. fructicola iz 2012., 2013. i 2016. godine, provedena
je i PCR metoda koju opisuju loos i Frey (2000), koristec¢i par specificninh pocetnica
prikazanih u Tablici 5. U istoj je tablici prikazana i oCekivana veli€ina fragmenta u bp, dok

su temperaturne faze PCR reakcije prikazane u Tablici 6.

Tablica 5. Par poCetnica specificnih za M. fructicola (loos i Frey, 2000)

Vrsta Pocetnice Sekvenca (5’ — 3’) bp
. ITS1Mfcl (uzvodna) TAT GCT CGC CAG AGG ATAATT
M. fructicola . 356
ITS4Mfcl (nizvodna) TGG GTTTTG GCAGAAGCACACT

Tablica 6. Temperaturne faze PCR reakcije (loos i Frey, 2000)

Faza Broj ciklusa Temperatura  Trajanje
Pocgetno razdvajanje (eng. initial denaturation) 1 94 °C 3 minute
Razdvajanje (eng. denaturation) 35 94 °C 30 sekundi
Polijeganje (eng. annealing) 35 63 °C 30 sekundi
Produljenje (eng. extension) 35 72 °C 1 minuta
Zavrsno produljenje (eng. final extension) 1 72°C 10 minuta

Kako bi se utvrdila eventualna prisutnost vrsta M. mumeicola i M. yunnanensis u Hrvatskoj,
za 10 je izolata provedena 'duplex’ PCR metoda koja u jednoj reakciji omogucuje
identifikaciju obje vrste, prema metodologiji koju opisuju Hu i sur. (2011). Volumen sterilne

vode u PCR reakcijskoj smjesi smanjen je sukladno povecéanju volumena pocetnica do
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ukupnog volumena 25 ul. Parovi pocetnica specificnin za vrstu i oCekivane veli€ine

fragmenata u bp prikazani su u Tablici 7, a u Tablici 8 temperaturne faze PCR reakcije.

Tablica 7. Parovi pocetnica specifi¢nih za M. mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur., 2011)

Vrsta Pocetnice Sekvenca (5’ - 3’) bp

M. mumeicola Mume-F (uzvodna) AAA GGT AGA AGA CAT CTT AAG G 712
Mon-R (nizvodna) ATC TCC AAG ATC CGT GAG GAG

M. yunnanensis Ensis-F (L'szodna) GGA AAC CAA GTG GTT GAG AT 534
Mon-R (nizvodna) ATC TCC AAG ATC CGT GAG GAG

Tablica 8. Temperaturne faze PCR reakcije s parovima pocetnica specificnih za M.

mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur., 2011)

Faza Broj ciklusa Temperatura  Trajanje
Pocetno razdvajanje (eng. initial denaturation) 1 94 °C 3 minute
Razdvajanje (eng. denaturation) 35 94 °C 30 sekundi
Polijeganje (eng. annealing) 35 58 °C 30 sekundi
Produljenje (eng. extension) 35 72°C 40 sekundi
Zavrsno produljenje (eng. final extension) 1 72°C 5 minuta

3.4.4. Elektroforeza u agaroznom gelu

Pufer za elektroforezu (1X TAE) pripremljen je razrjedivanjem 10X TAE pufera
(UltraPure™, Thermo Fisher Scientific, SAD; sastava 40 mM Tris-acetate i 1 mM EDTA) u
redestiliranoj vodi. Agarozni gel pripremljen je otapanjem 1, 1,2 i 1,5 g agaroze u 100 ml 1X
TAE pufera, a njegova koncentracija ovisila je o oCekivanoj veli¢ini PCR produkta: 1 % (loos
i Frey, 2000), 1,2 % (Hu i sur., 2011) i 1,5 % (Co6té i sur., 2004a). Ohladeni agarozni gel
obojan je s GelRed™ Dropper Bottle (Olerup SSP®, Svedska) te izliven u kalup. Nakon
stavljanja u uredaj za elektroforezu (Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad, SAD) s 1X TAE puferom,
jazice su punjene s 3-5 pl PCR produkta pomijeSana s 1 yl pufera za nanoSenje uzoraka
(BlueJuice™ 10X Gel Loading Buffer, Invitrogen, SAD). Kao standardi za odredivanje
molekularne mase DNK koriStene su dvije DNK ljestvice (BioBasic, Kanada): DNK ljestvica
od 100 do 1000 bp koja sadrzi 13 fragmenata duljine 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 i 1031 bp (na slikama oznaCena kao 1000 bp) i DNK ljestvica od 100 do
1500 bp koja sadrzi 9 fragmenata duljine 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 i 1500
bp (na slikama ozna&ena kao 1500 bp). Nakon elektroforeze pri stalnom naponu od 70 V i
trajanju od 60 minuta, gel je pregledan i fotografiran preko sustava UVidoc HD2 (UViltec,
UK).
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3.5. Sekvenciranje i analiza sekvenci

Kako bi se dodatno potvrdila identifikacija PCR metodom s po&etnicama specificnim za
vrste M. laxa i M. fructigena (Cété i sur., 2004a) te M. fructicola (loos i Frey, 2000), za 13 je
izolata umnozZen dio ITS regije za direktno sekvenciranje u jednom smjeru. PCR reakcija
provedena je koriStenjem univerzalnog para pocetnica ITS1 i ITS4 (White i sur., 1990).
Koristene pocetnice te oekivane veli¢ine fragmenta u bp prikazane su u Tablici 9, a u

Tablici 10 prikazane su temperaturne faze PCR reakcije (loos i Frey, 2000).

Tablica 9. Parovi univerzalnih po¢etnica ITS1 i ITS4 (White i sur., 1990)

Regija Pocetnice Sekvenca (5’ - 3’) bp
IS ITS1 TCC GTA GGT GAACCT GCG G 538
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

Tablica 10. Temperaturne faze PCR reakcije s univerzalnim poc¢etnicama ITS1i ITS4 (loos
i Frey, 2000)

Faza Broj ciklusa Temperatura  Trajanje
Pocetno razdvajanje (eng. initial denaturation) 1 94 °C 3 minute
Razdvajanje (eng. denaturation) 30 94 °C 30 sekundi
Polijeganje (eng. annealing) 30 55°C 30 sekundi
Produljenje (eng. extension) 30 72°C 1,5 minuta
Zavrsno produljenje (eng. final extension) 1 72°C 10 minuta

Za sedam izolata koji su podvrgnuti PCR metodi s parovima pocetnica specifi¢nim za vrste
M. mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur., 2011), provedene su zasebne PCR reakcije s
parovima pocetnica za direkino sekvenciranje fragmenata gena gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (G3PDH) i beta-tubulin (TUB2) u dva smjera (Hu i sur., 2011). Parovi
poCetnica za sekvenciranje fragmenata gena G3PDH i TUB2 te ocekivane veli€ine

fragmenta u bp prikazani su u Tablici 11, a u Tablici 12 temperaturne faze PCR reakcije.

Tablica 11. Parovi poCetnica za sekvenciranje fragmenata gena G3PDH i TUB2 (Hu i sur.,
2011)

Gen Pocetnice Sekvenca (5’ - 3’) bp

G3PDH Mon-G3pdhF (uzvodna) ACG GTC AAT TCA AGG GTG AT 786
Mon-G3pdhR (nizvodna) ATC GAA GAT GGA GGA GTG GT

TUB2 Mon-TubF1 (uzvodna) ATG CGT GAG ATT GTA CGT AT 1630

Mon-TubR1 (nizvodna) GTA CCA ATG CAAGAAAGCCT
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Tablica 12. Temperaturne faze PCR reakcije s poCetnicama za sekvenciranje fragmenata
gena G3PDH i TUB2 (Hu i sur., 2011)

Faza Broj ciklusa Temperatura  Trajanje
Pocetno razdvajanje (eng. initial denaturation) 1 94 °C 3 minute
Razdvajanje (eng. denaturation) 30 94 °C 1 minuta
Polijeganje (eng. annealing) 30 50 °C 1 minuta
Produljenje (eng. extension) 30 72 °C 2 minute
Zavrdno produljenje (eng. final extension) 1 72°C 5 minuta

Umnozeni dijelovi ITS regije te fragmenti gena za G3PDH i TUB2 poslani su na
sekvenciranje u Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska) (dostupno na:

https://dna.macrogen.com). Nakon $to je odredena primarna struktura molekule DNK,

dobivene sekvence usporedene su sa sekvencama iz baze podataka GenBank (dostupno

na: https://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank) koristenjem mreznog programa BLAST (Zhang

i sur., 2000; Morgulis i sur., 2008). Pomoc¢u racunalnog programa Sequencher™ 4.10.

Demo (dostupno na: http://www.genecodes.com), sekvence su usporedene s odabranim

reprezentativnim sekvencama te je provjerena njihova kvaliteta. Osim reprezentativnih
sekvenci vrsta M. laxa, M. fructigena, M. fructicola, M. polystroma, M. mumeicola, M.
yunnanensis, M. linhartiana i B. cinerea, za usporedbu su koriStene i reprezentativne
sekvence vrsta Monilinia cassiopes (Rostr.) L. Holm, Botryosphaeria dothidea (Moug. ex
Fr.) Ces. & De Not. i Taphrina deformans (Berk.) Tul. Svi pristupni brojevi te opisi
reprezentativnih sekvenci prikazani su u Tablici 13.

Sekvence izolata viSestruko su poravnate s reprezentativnim sekvencama pomocu
racunalnog programa ClustalX 2.0, &ime je omoguceno pronalaZzenje promjena medu
sekvencama (Thompson i sur.,, 1997; Larkin i sur., 2007) (dostupno na:

http://www.clustal.org). Filogenetske analize provedene su koriStenjem programa MEGA

7.0 (Kumar i sur., 2016) (dostupno na: http://www.megasoftware.net), UPGMA metodom
(eng. unweighted pair group method with arithmetic mean — UPGMA) (Sneath i Sokal,
1973). Za raCunanje udaljenosti nukleotidnih sljedova koriSten je model 'number of
differences’ (Nei i Kumar, 2000), a za procjenu pogreSke modela iterativna statisticka

metoda 'bootstrap' (Felsenstein, 1985) uz 1000 ponavljanja.
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Tablica 13. Pristupni brojevi i opisi reprezentativnih sekvenci iz baze podataka GenBank,

koristeni za usporedbu i filogenetske analize

Regija/gen  Pristupni broj Vrsta Domagéin Porijeklo
ITS HQ166417 M. fructigena M. domestica Svicarska
KC515383 M. laxa P. persica Srbija
FJ411110 M. fructicola P. persica var. nucipersica  Italija
MH863200 M. polystroma Malus pumila Japan
HQ908787 M. mumeicola P. persica var. nucipersica  Kina
HQ908788 M. yunnanensis - Kina
LN908896 M. linhartiana C. oblonga Madarska
Z73776 M. cassiopes Cassiope tetragona Norveska
JN607086 B. dothidea - Srbija
AB505447 T. deformans P. persica Japan
TUB2 HQ908771 M. fructigena P. persica Kina
LT615160 M. laxa Prunus triloba Madarska
HM051380 M. fructicola P. persica SAD
LT615164 M. polystroma P. domestica Madarska
HQ908775 M. mumeicola P. persica Kina
HQ908773 M. yunnanensis  P. persica Kina
LN908895 M. linhartiana C. oblonga Madarska
MH680908 B. cinerea V. corymbosum Argentina
G3PDH JQ036027 M. fructigena - -

3.6. Odredivanje rasirenosti i bioraznolikosti populacija Monilinia vrsta

na kostiCavom vocu u Hrvatskoj

Nakon provedene identifikacije svih Monilinia spp. izolata, utvrden je broj identificiranih

Monilinia vrsta te je odredena njihova raSirenost. Identifikacija je omogucila i odredivanje

bioraznolikosti populacija Monilinia vrsta na lokacijama na kojima je provedeno istrazivanje.

Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta na kosti€avom voéu u Hrvatskoj odredena je

utvrdivanjem udjela (%) pojedinih Monilinia vrsta u: (1) ukupnoj populaciji Monilinia vrsta

obuhvaéenoj ovim istraZzivanjem, (2) populaciji Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama

obuhvacenim ovim istraZivanjem, (3) populaciji Monilinia vrsta prema godini provodenja

istraZivanja te (4) populaciji Monilinia vrsta prema domacinu.
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Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta odredena je prema sljedeéim formulama:
(1) Uio (%) pojedine Monilinia vrste u ukupnoj populaciji (% (Msp_) UP)

Bryp (Msp)
% (Msp.) UP = m x 100
Pri Cemu je:

Bry, (Msp.) — broj izolata identificiranih kao pojedina Monilinia vrsta u ukupnoj populaciji

Bry, (Mspp_) — ukupna populacija Monilinia vrsta
(2) Udio (%) pojedine Monilinia vrste u pojedinoj Zupaniji (% (Msp_) ZUP)

5 Bryyp (MSp-)
% (Msp.) ZUP = m x 100
Pri ¢emu je:

Bryyp (Msp_) — broj izolata identificiranih kao pojedina Monilinia vrsta u pojedinoj Zupaniji

Bryup (Mgpp.) — ukupna populacija Monilinia vrsta u pojedinoj Zupaniji

(3) Udio (%) pojedine Monilinia vrste prema godini istrazivanja (% (Msp_) GOD)

Brgod (Msp.)

—— X100
Brgod (Mspp.)

% (Mgp) GOD =
Pri ¢emu je:

Brgoq (Msp_) — broj izolata identificiranih kao pojedina Monilinia vrsta u pojedinoj godini

Brgoq (Mspp,) — ukupna populacija Monilinia vrsta u pojedinoj godini

(4) Udio (%) pojedine Monilinia vrste na pojedinom domacinu (% (Msp_) DOM)

BI'dom (Msp.)

——— X100
BI'dom (Mspp.)

% (Mgp) DOM =
Pri ¢emu je:

Braom (Msp.) — broj izolata identificiranih kao pojedina Monilinia vrsta na pojedinom domacinu

Braom (Mspp,) — ukupna populacija Monilinia vrsta na pojedinom domacéinu
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3.7. Odabir reprezentativnih izolata Monilinia vrsta

Za daljnja istrazivanja fenotipske varijabilnosti odabrano je 10 reprezentativnih izolata vrste
M. laxa, 10 izolata M. fructigena i 10 izolata M. fructicola. Kako bi izolati $to reprezentativnije
predstavljali ukupnu populaciju Monilinia vrsta, odabrani su izolati koji obuhvacaju sve tri

godine istrazivanja, razliCite domacine te dijelove Republike Hrvatske (Tablica 14).

Tablica 14. Reprezentativni izolati M. laxa, M. fructigena i M. fructicola

Izolat Zupanija Lokacija (voénjak) Godina Domacdin
M. laxa
ZD 139/12 Zadarska Kasic 2012. Breskva
ZD 143/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Breskva
ZD 145/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Breskva
ZD 149/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Breskva
ZD 152/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Nektarina
ZD 153/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Nektarina
ZD 155/12 Zadarska Kasi¢ 2012. Nektarina
ZG 29/13 Zagrebacka Staro Cige 2013. Breskva
VZ 20/13 Varazdinska Biskupec 2013. Nektarina
BA 27/13 Vukovarsko-srijemska Borinci 2013. Breskva
M. fructigena
BR 71/12 Sisatko-moslavacka Velika Ludina 2012. Nektarina
VZ 19/13 Varazdinska BiSkupec 2013. Nektarina
VZ 21/13 Varazdinska Biskupec 2013. Nektarina
VZ 22/13 Varazdinska BiSkupec 2013. Nektarina
VZ 23/13 Medimurska VratiSinec 2013. Nektarina
VZ 25/13 Medimurska VratiSinec 2013. Nektarina
VZ 26/13 Medimurska VratiSinec 2013. Nektarina
VZ 27/13 Medimurska VratiSinec 2013. Nektarina
BA 17/13 Vukovarsko-srijemska Borinci 2013. Breskva
BA 18/13 Vukovarsko-srijemska Borinci 2013. Breskva
M. fructicola

PL 1/13 Dubrovacko-neretvanska  Vrbovci 2013. Breskva
NS 30/13 Splitsko-dalmatinska Umcani 2013. Sljiva

VD 2/13 Splitsko-dalmatinska Veliki Prolog 2013. Breskva
VD 4/13 Splitsko-dalmatinska Dusina 2013. Breskva
ZG 26/13 Zagrebacka Staro Cige 2013. Breskva
VZ 24/13 Medimurska VratiSinec 2013. Nektarina
BA 28/13 Vukovarsko-srijemska Borinci 2013. Breskva
PO 129/13 Istarska Kaldir 2013. Sljiva
VRG 1/16 Splitsko-dalmatinska Dusina 2016. Sljiva
VRG 3/16 Splitsko-dalmatinska Dusina 2016. Sljiva
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3.8. Odredivanje fenotipske varijabilnosti Monilinia vrsta

IstraZivanje fenotipske varijabilnosti reprezentativnih izolata Monilinia vrsta obuhvacalo je
odredivanje razlika u brzini rasta micelija na razli¢itim temperaturama, odredivanje razlika
u patogenosti na plodovima breskve, nektarine i Sljive, odredivanje razlika u sporulaciji na
plodovima nektarine, odredivanje razlika u vijabilnosti konidija na plodovima nektarine te
odredivanje razlika u osjetljivosti na fungicide, pri éemu su usporedene razlike izmedu
izolata unutar vrste M. laxa, unutar vrste M. fructigena i unutar vrste M. fructicola te razlike

izmedu vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola.

3.8.1. Analiza brzine rasta micelija na razli€itim temperaturama

Istrazivanje brzine rasta micelija na razli€itim temperaturama provedeno je za 30 odabranih
Monilinia spp. izolata, prema metodologiji koju opisuju Papavasileiou i sur. (2015a) u dva
ponavljanja. Rubni dio rastu¢e kolonije promjera 5 mm svakog izolata na KDA izrezan je
laboratorijskom iglom te je dio micelija s KDA prenesen na svjezi KDA u Petrijevu zdjelicu
promjera 90 mm. Petrijeve zdjelice drzane su u mraku na temperaturama od 15, 20, 25, 30
i 35 °C u inkubatoru (Binder KB 115, Binder GmbH, Austrija) te u laboratorijskom hladnjaku
kod izloZzenosti temperaturi od 7,5 °C. Od drugog do 15. dana izloZenosti, izmjeren je porast
rastu¢e Kkolonije svakog izolata na razliitim temperaturama. Prema dobivenim
vrijednostima, odreden je radijalni porast kolonije svakog izolata (mm/dan), a rast micelija

svakog izolata na testiranim temperaturama prikazan je graficki u Prilogu 2.

3.8.2. Analiza patogenosti na plodovima breskve, nektarine i Sljive

Patogenost 30 odabranih Monilinia spp. izolata ispitana je na plodovima breskve, nektarine
i Sljive u dva ponavljanja za svaki izolat, prema metodologiji koju opisuju Hu i sur. (2011).
Ukupno je 60 plodova breskve (sorta Redhaven), 60 plodova nektarine (sorta Caldesi 2020)
i 60 plodova Sljive (sorta Stanley) povrSinski sterilizirano 70 %-tnim etilnim alkoholom,
isprano u sterilnoj vodi te osuseno na sobnoj temperaturi. Svaki plod zarezan je skalpelom
i inokuliran rubnim fragmentom Cetiri dana stare kolonije na KDA, koji je izrezan kruznim
rezaCem promjera 5 mm. Zarazeno mjesto omotano je parafilmom te su plodovi odloZeni u
oznacCene plasti¢ne podloSke. Plodovi su stavljeni u ‘walk-in' klima komoru (Kambi¢ RK-3,
Kambi€, Slovenija) na 22 °C, reZim 12 sati tame/12 sati svjetlosti i relativnu vlaznost zraka
od 95 % (Slika 7). Kontrolni plodovi breskve, nektarine i Sljive inokulirani su fragmentom
Cistog KDA te stavljeni u iste uvjete kao i plodovi inokulirani fragmentom micelija gljive.
Nakon pojave prvih simptoma smede trulezi, patogen je reizoliran na KDA, a morfolo$ka su

obilieZja izolata s plodova usporedena s onima iz Ciste kulture. Parafilm je uklonjen od
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drugog do 14. dana nakon inokulacije te je u dva navrata izmjeren radijalni promjer lezije
na svakom zarazenom plodu breskve, nektarine i sljive (mm/danu). Odredena je prosje€na
brzina rasta lezije svakog izolata. Kako bi se odredile razlike u patogenosti izmedu izolata
unutar vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola te izmedu vrsta M. laxa, M. fructigena i M.
fructicola na plodovima breskve, nektarine i Sljive, dobiveni podaci transformirani su
logaritamskom transformacijom (xtrans = logio(x)) te statisti¢ki obradeni analizom varijance
(ANOVA) uz standardnu pogresku od 5 % (P=0,05). Prosje¢ne vrijednosti porasta lezije
usporedene su Newman-Keulsovim (SNK) testom za viSestruku usporedbu prosjeka
koriStenjem programske podrske XLSTAT 2014.5.03 (Addinsoft, 2014).
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Slika 7. Ispitivanje patogenosti Monilinia spp. izolata na plodovima breskve i nektarine u

klima komori.

3.8.3. Analiza sporulacije na plodovima nektarine

Nakon pojave sporulacije na plodovima nektarine (sorta Caldesi 2020), odredivanje razlika
u sporulaciji izmedu izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola provedeno je prema
metodologiji koju opisuju Hu i sur. (2011). S inokuliranih su plodova nektarine kruznim
rezacem promjera 5 mm (r = 2,5 mm) izrezana Cetiri sporuliraju¢a isjeCka s povrSine ploda
za svaki izolat, po dva s razli€itih plodova (ponavljanja). Svaki je isjeCak zasebno odlozen
u Falcon epruvetu od 50 ml te je dodano 8 ml sterilne vode. Epruvete su stavljene jednu
minutu na vorteks mijesalicu (Combi-spin PCV-2400, Grant Instruments, UK) te jedan sat
na stolnu tresilicu (Orbital Shaker SO1, Stuart, UK). Suspenzije spora ostavljene su preko
noc¢i na sobnoj temperaturi te je sljedeci dan pomocéu mikroskopa (Olympus BX51, Japan)

s programskom podrSkom analySIS docu© (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
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Njemacka) ocitan broj spora na Cetiri dijagonalna kvadrata hemocitometra, ¢ineci ukupno
16 ocitanja po izolatu (4 isjeCka x 4 kvadrata). Za svaki je isje€ak odreden broj spora po

povrsini ploda (mm?) prema sliedeéim formulama:

Broi / sini ploda ( 2)_Br0iSp0rau8mlvode
rojspora/povisint plocatmm™) = p ;v rtina isjecka ploda

Broj spora u 8 ml vode = Broj spora/isjecku x 10* x 8 ml

Povrsina isjecka ploda (mm) = r’n

Kako bi se na plodovima nektarine utvrdile razlike u sporulaciji izmedu izolata unutar vrsta
M. laxa, M. fructigena i M. fructicola te izmedu vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola,
dobivene vrijednosti broja spora po povrsini ploda logaritmirane su (logiox) prije statistiCke
obrade podataka te je provedena analiza varijance (ANOVA) uz standardnu pogreSku od 5
% (P=0,05). Prosjecne vrijednosti broja spora usporedene su Newman-Keulsovim (SNK)
testom za viSestruku usporedbu prosjeka koriStenjem programske podrSske XLSTAT
2014.5.03 (Addinsoft, 2014).

3.8.4. Analiza vijabilnosti konidija na plodovima nektarine

Ukupno je 60 plodova nektarine (sorta Caldesi 2020) povrsinski sterilizirano 70 %-tnim
etilnim alkoholom, isprano destiliranom vodom te osudeno na sobnoj temperaturi (Slika 8a).
Plodovi su zarezani skalpelom te inokulirani fragmentom micelija u Cistoj kulturi na KDA
svakog od po 10 izolata vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u dva ponavljanja. Mjesto
inokulacije omotano je parafiimom (Slika 8b) te su plodovi odloZeni u plastiCne podloske i

oznaceni na nacin da je napravljena shema svakog izolata i svakog ponavljanja.
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Slika 8. Priprema plodova nektarine za test vijabilnosti konidija: a) suSenje plodova
nektarine u laboratoriju nakon sterilizacije; b) omatanje mjesta inokulacije s Monilinia spp.

parafiimom.

Zarazeni plodovi drzani su dva tjedna u 'walk-in" klima komori (Kambi¢ RK-3, Kambic,
Slovenija) na 22 °C i rezimu 12 sati tame/12 sati svjetlosti do pojave sporulacije na
plodovima, nakon Cega je parafilm uklonjen. Poetkom kolovoza, inokulirani plodovi
premijesteni su na otvoreno, u prirodne uvjete, gdje su bili zasticeni od moguéeg napada

puzeva ili ptica, ali izloZzeni atmosferilijama (Slika 9).

Slika 9. Plodovi nektarine zarazeni s Monilinia spp. te izloZzeni vanjskim uvjetima u testu

vijabilnosti konidija: a) mumificirani plodovi nektarine u zastitnoj konstrukciji; b) zastitna

konstrukcija.

U travnju, nakon devet mjeseci izloZenosti, mumificirani plodovi uklonjeni su s podlozaka,
stavljeni u vrecice, oznaceni te preneseni u 'walk-in' klima komoru (Kambi¢ RK-3, Kambi¢,
Slovenija) u mrak na 25 °C, gdje su rehidratizirani steriinom vodom. Nakon nekoliko dana,

dio stromatiziranog tkiva ili dio tkiva s vidljivom sporulacijom odrezan je skalpelom, stavljen
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u Falcon epruvetu od 50 ml te je dodano 8 ml sterilne vode. Epruvete su jednu minutu
drzane na vorteks mijeSalici (Combi-spin PCV-2400, Grant Instruments, UK) nakon Cega
su jedan sat stavljene na stolnu tresilicu (Orbital Shaker SO1, Stuart, UK) te ostavljene
preko noci. Pipetom je 1 ml suspenzije spora prenesen na gornju i donju stranu
hemocitometra te je pomocéu mikroskopa (Olympus BX51, Japan) s programskom
podr§kom analySIS docu®© (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Njemacka) izbrojano
100 konidija svakog izolata i zabiljezen broj vijabilnih i nevijabilnih. Vijabilnom konidijom
smatrala se ona proklijala, a nevijabilnom ona neproklijala. Za svaki izolat izraCunat je
postotak vijabilnosti konidija. Razlike u vijabilnosti konidija izmedu izolata unutar vrsta M.
laxa, M. fructigena i M. fructicola te izmedu vrsta M. laxa, M. fructigena i M. fructicola
odredene su analizom varijance (ANOVA) uz standardnu pogredku od 5 % (P=0,05).
Prosje€an postotak vijabilnosti konidija svakog izolata usporeden je Bonferronijevim testom
za viSestruku usporedbu prosjeka koristenjem programske podrdke XLSTAT 2014.5.03
(Addinsoft, 2014).

3.8.5. Analiza osjetljivosti na fungicide
3.8.5.1. Priprema hranjivih podloga s dodatkom fungicida

Test osjetljivosti po 10 izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na fungicide proveden je
prema metodologiji usporedbe rasta micelija na vodenom agaru (VA) s dodatkom fungicida
u odnosu na kontrolu (May-De Mio i sur., 2011; Malandrakis i sur., 2013), odnosho prema
metodologiji usporedbe rasta kli¢nih cijevi na KDA s dodatkom fungicida u odnosu na
kontrolu (Amiri i sur., 2010; Weber i Hahn, 2011). Metodologija koju opisuju May-De Mio i
sur. (2011) i Malandrakis i sur. (2013) izmijenjena je na nacin da je kao hranjiva podloga
koristen VA, aktivne tvari otopljene su u metilnom alkoholu, a porast kolonije mjeren je u
Cetiri smjera. Metodologija koju opisuju Amiri i sur. (2010) te Weber i Hahn (2011)
izmijenjena je na nacin da je kao hranjiva podloga koristen KDA, a duZina kli¢nih cijevi

mjerena je nakon Cetiri sata inkubacije.

Kod pripreme VA, 11,5 g bakterioloSkog agara (Liofilchem, Italija) otopljeno je u 700 ml
destilirane vode, dok je kod pripreme KDA u istom volumenu destilirane vode otopljeno
15,75 g KDA (Biolife, Italija). Nakon mijeSanja, pripremljene hranjive podloge autoklavirane
su 15 minuta na 121 °C i ohladene na 50-60 °C te je uslijedilo dodavanje fungicida. Koristeni
fungicidi i metode pripreme otopine fungicida prije dodavanja u hranjivu podlogu navedeni
su u Tablici 15.
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Tablica 15. Aktivne tvari koriStene u testu osjetljivosti na fungicide i metode pripreme

Aktivna tvar i proizvodac Metoda pripreme (omjer)
Boskalid PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Difenkonazol PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Fenbukonazol PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)

Fenheksamid, 500 g/I, TELDOR SC 500, Bayer AG, Njemacka Otapanje u sterilnoj vodi (1:1)
Fludioksonil PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Fluopiram, 500 g/l, LUNA PRIVILEGE, Bayer AG, Njemacka Otapanje u sterilnoj vodi (1:1)

Piraklostrobin PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Tebukonazol PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Tiofanat-metil PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)
Trifloksistrobin PESTANAL®, Sigma-Aldrich, SAD Otapanje u metanolu (1:1)

Otopine fungicida pipetom su dodane u VA ili KDA u odredenom volumenu kako bi se dobile
odredene koncentracije pojedinog fungicida. Sve koncentracije fungicida navedene su u
Prilogu 3. Oba testa provedena su u dva ponavljanja. U testu rasta micelija je kao kontrola
koristen VA bez dodatka fungicida, a u testu rasta kli€nih cijevi KDA bez dodatka fungicida.

Koridtene su Petrijeve zdjelice promjera 60 mm.

3.8.5.2. In vitro test rasta micelija na fungicidima

In vitro test rasta micelija izolata Monilinia vrsta na fungicidu proveden je prema izmijenjenoj
metodologiji koju opisuju May-De Mio i sur. (2011) za aktivne tvari boskalid, difenkonazol,
fenbukonazol, fluopiram, tebukonazol i tiofanat-metil te metodologiji koju opisuju
Malandrakis i sur. (2013) za aktivnu tvar fenheksamid. Koncentracije fungicida iznosile su

od 0,001 do 10 pg/ml, ovisno o reakciji pojedinog izolata (Prilog 3).

Kruznim je rezaCem s ruba rastuce kolonije uzet isje€ak micelija na KDA promjera 5 mm
koji je prenesen na Petrijeve zdjelice s dodatkom fungicida te na kontrolu. Petrijeve zdjelice
inkubirane su u 'walk-in" klima komori (Kambi¢ RK-3, Kambi&, Slovenija) u mraku na
temperaturi od 25 °C. Sljedecih dana pracen je rast svakog izolata na fungicidu te je dva
puta oCitan radijalni porast kolonije u Cetiri smjera kako bi se dobio prosjecan porast kolonije

Monilinia spp. izolata (mm) na odredenoj koncentraciji fungicida i kontroli nakon 10 dana.
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Prosje€an porast kolonije nakon 10 dana izraCunat je prema sljede¢oj formuli:

Py = (P; X Dy) + {(P2 X (10 — D4)}

Pri cemu je:

P,, — prosjecan porast kolonije odredenog izolata nakon 10 dana

P, — prosjecan porast kolonije odredenog izolata po danu kod prvog ocitanja
P, — prosjecan porast kolonije odredenog izolata po danu kod drugog ocitanja

D; — dani prvog ocitanja

Temeljem dobivenih vrijednosti prosjeénog porasta kolonije nakon 10 dana na odredenim
koncentracijama fungicida i kontroli, odreden je postotak (%) inhibicije rasta micelija
Monilinia spp. izolata prema formuli koju havode May-De Mio i sur. (2011):

Py — Pg

% In = x 100

K
Pri ¢cemu je:

% In — % inhibicije rasta micelija

Px — prosjecan porast kolonije izolata na kontroli

Pr — prosjecan porast kolonije izolata na odredenoj koncentraciji fungicida

Vrijednosti koncentracija fungicida transformirane su u logio vrijednosti te je za dobivene
vrijednosti postotka inhibicije svakog izolata provedena regresija inhibicije rasta micelija
(May-De Mio i sur., 2011), koriste¢i Excel 2013 'Data analysis’ program unutar programske
podrSke Microsoft Office (Microsoft, SAD). Dobivene logio Vrijednosti koncentracija
fungicida postavljene su u koordinatni sustav na apscisu (x 0s), a postotak inhibicije na
ordinatu (y os). Unosom podataka u graf dobivena je krivulja koja je pretvorena u linearnu
funkciju. Na dobivenom pravcu o€itana je logio vrijednost srednje u€inkovite koncentracije
(eng. half maximal effective concentration — ECso) za svaki fungicid kod svakog izolata.
Antilogaritmiranjem log10ECso vrijednosti dobivene su ECso vrijednosti, odnosno prosje¢ne

vrijednosti koncentracije fungicida koje inhibiraju rast micelija svakog izolata za 50 %.
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3.8.5.3. In vitro test rasta kli¢nih cijevi na fungicidima

In vitro test rasta kli¢nih cijevi izolata Monilinia vrsta na fungicidu proveden je prema
izmijenjenoj metodologiji koju opisuju Weber i Hahn (2011) za aktivhu tvar fludioksonil i
Amiri i sur. (2010) za aktivne tvari boskalid, fluopiram, piraklostrobin i trifloksistrobin.
Koncentracije fungicida iznosile su od 0,0001 do 3 ug/ml, ovisno o reakciji pojedinog izolata
(Prilog 3).

Spore izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola dobivene su umjetnom zarazom plodova
nektarine (sorta Caldesi 2020) prema metodologiji opisanoj u poglavlju 3.8.2. Analiza
patogenosti na plodovima breskve, nektarine i Sljive. Nakon pojave sporulacije na
plodovima, pripremljena je suspenzija spora. S razli¢itog mjesta na plodu, konidije su u dva
ponavljanja sterilnim Stapicem prenesene u tubicu od 2 ml (Eppendorf, Njemacka) koja je
sadrzavala 1,5 ml sterilne vode. Tubice su jednu minutu vorteksirane pomoc¢u mijeSalicu
(Combi-spin PCV-2400, Grant Instruments, UK) te je suspenzija spora svakog izolata i
ponavljanja izlivena na prethodno pripremljen KDA s dodatkom odredenog fungicida ili na
kontrolu. Nakon $to je ocijeden viSak vode, Petrijeve su zdjelice Cetiri sata inkubirane u
'‘walk-in' klima komori (Kambi¢ RK-3, Kambi¢&, Slovenija) na temperaturi od 22 °C, nakon
Cega je svaka Petrijeva zdjelica pregledana mikroskopom (Olympus BX51, Japan).
Koriste¢i programsku podrsku analySIS docu®© (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Njemacka), izmjerena je duljina klicne cijevi (um) nasumi¢no odabranih 30 konidija po
ponavljanju te je izraCunata prosjeCna duljina kliCne cijevi po izolatu na odredenoj
koncentraciji fungicida i na kontroli. Kod neproklijalih konidija zabiljezena je duljina kli¢ne

cijeviod 0 pm.

Temeljem dobivenih vrijednosti prosjecne duljine klicne cijevi na odredenim
koncentracijama fungicida i kontroli, odreden je postotak (%) inhibicije rasta kli¢ne cijevi
svakog izolata prema formuli koju navode May-De Mio i sur. (2011):

Dy — D¢

% In = x 100

K
Pri Cemu je:

% In — % inhibicije rasta kli¢ne cijevi

Dk — prosjecna duljina Kkli¢ne cijevi izolata na kontroli

Dg — prosjecna duljina kli¢ne cijevi izolata na odredenoj koncentraciji fungicida
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Koncentracije fungicida transformirane su u logio vrijednosti te je za dobivene vrijednosti
postotka inhibicije svakog izolata provedena regresija inhibicije rasta kli¢nih cijevi (May-De
Mio i sur., 2011) koristeé¢i Excel 2013 'Data analysis’ program unutar programske podrske
Microsoft Office (Microsoft, SAD). Dobivene logio Vvrijednosti koncentracija fungicida
postavljene su u koordinatni sustav na apscisu (x 0s), a postotak inhibicije na ordinatu (y
0s). Unosom podataka u graf dobivena je krivulja koja je pretvorena u linearnu funkciju. Na
dobivenom pravcu oc€itana je logio vrijednost srednje ucinkovite koncentracije (ECso) za
svaki fungicid kod svakog izolata. Antilogaritmiranjem logi0ECso vrijednosti dobivene su
ECso vrijednosti, odnosno prosjeéne vrijednosti koncentracije fungicida koje inhibiraju rast

klicnih cijevi svakog izolata za 50 %.

Kod izolata kod kojih je najnizi postotak inhibicije rasta kli¢nih cijevi iznosio > 80 %, ECso
vrijednost izraZzena je kao ECsp vrijednost niZza od najnize testirane koncentracije. Za te je
izolate odredena i ECqo vrijednost, odnosno koncentracija fungicida koja inhibira rast kli¢nih

cijevi odredenog izolata za 90 %.
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4. REZULTATIISTRAZIVANJA

4.1. MorfoloSka obiljezja izolata i identifikacija Monilinia vrsta

Od ukupno 364 prikupljena izolata, na temelju zabiljezenih morfoloskih obiljezja prema
sinoptickom klju¢u (Lane, 2002), 361 izolat identificiran je kao Monilinia spp. Za tri je izolata
utvrdeno kako ne pripadaju rodu Monilinia; izolat BR 75/12 identificiran je kao Fusarium
avenaceum (Fr.) Sacc., dok su izolati VT 22/12 i DB 41/12 identificirani kao B. cinerea.
MorfoloSka obiljezja svakog Monilinia spp. izolata prema istom sinopti¢kom kljucu (Lane,

2002) navedena su u Prilogu 4. Nekoliko kultura izolata vrsta M. laxa, M. fructigena i M.

fructicola na KDA prikazano je na Slikama 10, 11i 12.

Slika 10. MorfoloSka obiljezja izolata M. laxa ZD 150/12 (lijevo), BA 27/13 (sredina) i ZD
128/13 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati tame/12 sati svjetlosti.

0seTn3 PO 11412

Slika 11. Morfoloska obiljezja izolata M. fructigena OS 67/13 (lijevo), PL 8/13 (sredina) i PO
114/12 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na reZimu 12 sati tame/12 sati svjetlosti.
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Slika 12. Morfoloska obiljeZja izolata M. fructicola ZG 26/13 (lijevo), VZ 24/13 (sredina) i
VD 45/12 (desno) na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati tame/12 sati
svjetlosti.

Nakon $&to su zabiliezena morfoloska obiljeZja Monilinia spp. izolata, uslijedila je
identifikacija PCR metodom prema Cétéu i sur. (2004a). Navedena metoda koriStena je za
identifikaciju Monilinia spp. izolata sakupljenih 2012. i 2013. godine, s pocetnicama
specificnim za vrste M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u zasebnim reakcijama. PCR
reakcijom s pocetnicama specifi€énim za M. laxa dobiveni su oCekivani PCR produkti za M.
laxa veli€ine 351 bp, dok su u reakciji s poCetnicama specifi€nim za vrstu M. fructigena

veli¢ine produkta iznosile o&ekivanih 402 bp (Slika 13).

2U 23112 KC 36/12 BR 53/12 ZD 150/12 PO 115/12 ZD 165/12 1000 bp ME 123/12 VZ 79/12 KC 31/12 DB 36/12 ZU 18/12 PO 97/12 ZD 128/12 ZD 137/12 PO 119/12 VZ 87/12 BR 76/12

Slika 13. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 402 bp (M. fructigena) i 351 bp (M.
laxa) u 1,5 % agaroznom gelu umnoZenih parovima pocetnica MO368-8R/MO368-5 (M.
fructigena) i Laxa-R2/M0O368-5 (M. laxa) u 'duplex' PCR reakciji (Coté i sur., 2004a). JaZice
1-2: M. fructigena; jazice 3-6: M. laxa; jazica 7: DNK ljestvica 1000 bp; jazice 8-18: M. laxa.
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Medutim, u reakciji s po€etnicama specificnim za M. fructicola (Cété i sur., 2004a), kod
nekih izolata nije doslo do umnazanja dijela genoma s o€ekivanim fragmentom veli€¢ine 535
bp te je provedena 'multiplex' PCR metoda (Cété i sur., 2004a) koja se takoder pokazala

nepouzdanom u umnazanju o¢ekivanog produkta kod svih Monilinia spp. izolata (Slika 14).

VD 32/12 VD 33/12 VD 34/12 VD 36/12 VD 37/12 VD 38112 VD 39/12 VD 40/12 VD 42/12 VD 43/12 VD 44/12 VD 46/12 VD 47/12 VD 43/12 VD 50/12 VZ84/12 BR71/42 1000 bp

e e i Rl

Slika 14. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 535 bp u 1,5 % agaroznom gelu
umnozenih parom poc&etnica MO368-10R/MO368-5 (Coté i sur., 2004a). Jazice 1-15: M.

fructicola; jazica 16: M. laxa; jazica 17: M. fructigena; jazica 18: DNK ljestvica 1000 bp.

Iz tog je razloga provedena i PCR metoda koju opisuju loos i Frey (2000), s poCetnicama
specificnim za vrstu M. fructicola. PCR reakcijom umnozen je dio genoma M. fructicola te
je dobiven o¢ekivani fragment veli€ine 356 bp za sve M. fructicola izolate (Slika 15). Metoda
koju opisuju loos i Frey (2000) provedena je za identifikaciju M. fructicola izolata sakupljenih

2012., 2013. i 2016. godine.

VD 34/12 VD 35/12 VD 36/12 VD 37/12 VD 38/12 VD 39/12 VD 40/12 VD 41/12 VD 42/12 VD 43/12 VD 44/12 VD 47/12 VD 48/12 VD 49/12 VD 50/12 VZ84/12 BR 71/12 1000 bp

————- ——— .
- T ——— m—— L m— a—— —

Slika 15. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€¢ine 356 bp u 1 % agaroznom gelu
umnozZenih parom pocetnica ITS1Mfcl/ITS4Mfcl (loos i Frey, 2000). JazZice 1-15: M.

fructicola; jazica 16: M. laxa; jazica 17: M. fructigena; jazica 18: DNK ljestvica 1000 bp.
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Kod tri izolata prethodno identificiranih kao M. laxa, ZD 166/12, ZD 167/12 (Slika 16) i BR
60/12 te Cetiri izolata prethodno identificiranih kao M. fructigena, BR 56/12, ZU 21/12, BR
74/12 i ZD 126/12, zapazen je morfoloski izgled kulture na supstratu opisan za kineske

vrste M. mumeicola i M. yunnanensis (Hu i sur., 2011).

Slika 16. Kolonija izolata ZD 167/12 na KDA nakon inkubacije na 22 °C na rezimu 12 sati
tame/12 sati svjetlosti.

Provedenom 'duplex' PCR metodom, s pocetnicama specifi€nim za vrste M. mumeicola i
M. yunnanensis (Hu i sur., 2011), za pet su izolata (ZD 166/12, BR 56/12, ZU 21/12, ZD
167/12 i BR 74/12) dobiveni oCekivani fragmenti veli¢ine 534 bp (M. yunnanensis), dok su
za dva izolata (BR 60/12 i ZD 126/12) dobiveni oCekivani fragmenti veli¢ine 712 bp (M.
mumeicola). Parovi po€etnica (Hu i sur., 2011) nisu umnozili produkt za tri kontrolna izolata

M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (Slika 17).
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1500bp ZD166/12 BR56/12 ZU21/12 ZD167/12 BR74/12 BR60M12 ZD126/112 VD40/12 PO112112 ZD153112

i3

Slika 17. Prikaz elektroforeze PCR produkata veliCine 534 bp (M. yunnanensis) i 712 bp
(M. mumeicola) u 1,2 % agaroznom gelu umnozenih parovima poc&etnica Ensis-F/Mon-R
(M. yunnanensis) i Mume-F/Mon-R (M. mumeicola) u 'duplex' PCR reakciji (Hu i sur., 2011).
Jazica 1: DNK ljestvica 1500 bp; jazice 2-6: M. yunnanensis; jaZzice 7-8: M. mumeicola;

jazica 9: M. fructicola; jazica 10: M. fructigena; jaZica 11: M. laxa.

4.2. Sekvenciranje i analiza sekvenci

U PCR reakciji (loos i Frey, 2000) umnoZeni su fragmenti ITS regije 13 Monilinia spp. izolata
s univerzalnim parom pocetnica ITS1 i ITS4 (White i sur., 1990). Kod svih su 13 Monilinia

spp. izolata dobiveni oCekivani fragmenti veli€ine 538 bp (Slika 18).

Fuqsnz  ZDEMM1Z  ZDISE1Z BRSMZ BR&WIZ ZD1ETMZ PONEMZ BRTHZ VT 22 BREMZ BR&ENZ VDITHZ VD42 1000 bp

e

— e s G s B S —

Slika 18. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 538 bp (Monilinia spp.) u 1,5 %
agaroznom gelu umnozZenih univerzalnim parovima pocetnica ITS1 i ITS4 (White i sur.,
1990) u PCR reakciji (loos i Frey, 2000). Jazice 1-7: M. laxa; jazice 8-11:. M. fructigena;
jazice 12-13: M. fructicola; jazica 14: DNK ljestvica 1000 bp.
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Filogenetska analiza dobivenih sekvenci dijela ITS regije (Slika 19) dodatno je potvrdila
pripadnost odredenoj Monilinia vrsti, kako je odredeno PCR metodom (loos i Frey, 2000;
Cété i sur., 2004a) (Prilog 4).

ZD163
ZU18
KC515383
PO115
D152
BR52
BRG0O
a5 | LZD167 |
— HQ908788 | Moniinia yunnanensis
- VD37
B 9?«{ FJ411110 | Moniinia fructicola
VD44
190 L HQQO8787 ] Moniinis mumeicols
MHB863200 | Moniniz polstroma
BR65 7
92| |BR56
VT20 Moniinia fructigena
HQ166417
BR74 i
Z73776 ] Moninia cassiopes
E LNQ08BYS 7| Moniina Inhartana
JNBOT086 | Botryosphaeria dothidea
AB505447 7| Taphrina deformans

31|
Moniinia laxa

100

] 50 40 an 20 10

=L

Slika 19. Filogenetsko stablo dobiveno analizom nukleotidnih sekvenci fragmenta ITS
genske regije, uz koristenje UPGMA metode i modela 'number of differences'. Brojevi u
Cvorisdtu grana predstavljaju vrijednosti dobivene statistickom metodom 'bootstrap’ uz 1000
ponavljanja. Za ukorjenjivanje stabla koriStene su sekvence vrsta B. dothidea i T.
deformans, a u analizu su uvrStene i sekvence drugih Monilinia vrsta. Na stablu su vidljivi
pristupni brojevi sekvenci iz baze podataka GenBank (Tablica 13) te oznake izolata iz ovog

istrazivanja (Prilog 4).
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Od ukupno sedam Monilinia spp. izolata, kod kojih je u 'duplex’' PCR reakciji s poCetnicama
specificnim za M. mumeicola i M. yunnanensis dobivena ocekivana veli€ina produkta za te
vrste (Huisur., 2011) (Slika 17), u dvije su zasebne PCR reakcije umnozeni fragmenti gena
G3PDH i TUBZ2 s parovima pocetnica za direktno sekvenciranje (Hu i sur., 2011). Kod svih
su sedam Monilinia spp. izolata dobiveni oCekivani fragmenti gena G3PDH veli¢ine 786 bp
(Slika 20), odnosno fragmenti gena TUB2 veliine 1630 bp (Slika 21).

ZD1eTM2 ZD a2 BRWM2 BR74M2 ZU2112  ZD1281M2 BREW12 1500 bp

Slika 20. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli¢ine 786 bp (Monilinia spp.) u 1,5 %
agaroznom gelu umnozenih parovima poc¢etnica Mon-G3pdhF/Mon-G3pdhR u PCR reakciji
(Hu i sur., 2011). Jazice 1-7: Monilinia spp.; jazica 8: DNK ljestvica 1500 bp.

1500 bp ZD 1§72 ZD 1882 BRS&M2 BR7412 2U21M12 ZD128M2 BREW12

Slika 21. Prikaz elektroforeze PCR produkata veli€ine 1630 bp (Monilinia spp.) u 1,5 %
agaroznom gelu umnozenih parovima poc¢etnica Mon-TubF1/Mon-TubR1 u PCR reakciji

(Hu i sur., 2011). Jazica 1: DNK ljestvica 1500 bp; jazice 2-8: Monilinia spp.
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Umnozeni fragmenti gena za G3PDH za Cetiri Monilinia spp. izolata (BR 56/12, BR 74/12,
BR 60/12 i ZD 167/12) podvrgnuti su filogenetskoj analizi. Usporedba dobivenih sekvenci
fragmenta gena za G3PDH sa sekvencama dostupnim u bazi podataka GenBank pokazala
je kako je vecina produkata dobivenih u PCR reakciji nespecificno umnozena te kvaliteta
dobivenih sekvenci nije bila zadovoljavaju¢a. Usprkos niskoj kvaliteti sekvence izolata BR
56/12 koja je iznosila samo 14 %, dobivena je slicnost od 82 % sa sekvencom vrste M.
fructigena (pristupni broj JQ036027). Isti je izolat identificiran kao M. fructigena i prema PCR
metodi koju opisuju Coté i sur. (2004a).

Filogenetska analiza dobivenih sekvenci fragmenata gena TUB2 za Cetiri Monilinia spp.
izolata (BR 56/12, BR 74/12, BR 60/12 i ZD 167/12) (Slika 22) nije potvrdila pripadnost
vrstama M. mumeicola i M. yunnanensis, unato¢ umnazanju dijela DNK u PCR reakciji sa
specifiénim parovima pocetnica (Hu i sur., 2011) (Slika 17). Za navedene je izolate dodatno
potvrdena pripadnost odredenoj Monilinia spp. vrsti, kako je odredeno PCR metodom koju
opisuju Coté i sur. (2004a) (Prilog 4).

74 BRS56
99| HQ908771 Monilinia fructigena
38 BR74
54 L LT815164 | Monilin/a polystroma
HQOO8773 7] Monilinia yunnanensis
el M HQB08Y75 | Monilinia mumeicola
BRE0
100 —1ZD167 Monilinia laxa
LT615160

HM051380 | Monilinia fructicola

LN208895 | Monilinia linhartiana

MHB80908 | Bolrytis cinerea

40 30 20 10 0

Slika 22. Filogenetsko stablo dobiveno analizom nukleotidnih sekvenci fragmenta gena za
TUB2, uz koristenje UPGMA metode i modela 'number of differences’. Brojevi u ¢voristu
grana predstavljaju vrijednosti dobivene statistictkom metodom 'bootstrap’ uz 1000
ponavljanja. Za ukorjenjivanje stabla koriStena je sekvenca vrste B. cinerea, a u analizu su
uvrstene i sekvence drugih Monilinia vrsta. Na stablu su vidljivi pristupni brojevi sekvenci iz
baze podataka GenBank (Tablica 13) te oznake izolata iz ovog istrazivanja (Prilog 4).
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Rezultati identifikacije svih Monilinia spp. izolata PCR-om do razine vrste te rezultati

filogenetske analize sekvenci prikazani su u Prilogu 4.

Analiza morfoloSkih obiljezja i identifikacija PCR-om provedena je za ukupno 361 izolat
Monilinia spp., dok je za jo§ 13 izolata dodatno provedena filogenetska analiza koja je
potvrdila rezultate identifikacije PCR-om. Ukupno su 134 izolata (37,1 %) identificirana kao
M. laxa, 125 kao M. fructigena (34,6 %), a 102 (28,3 %) kao M. fructicola (Grafikon 1).

Identifikacija vrste M. fructicola bila je prvi je nalaz te vrste na podru¢ju Republike Hrvatske.

Udio (%) identificiranih Monilinia vrsta

28,3% 37,1%

34,6%

M. laxa M. fructigena M. fructicola

Grafikon 1. Zastupljenost M. laxa, M. fructigena i M. fructicola unutar ukupne istrazivane

populacije Monilinia vrsta.

Usporedbom zabiljezenih morfoloskih obiljezja Monilinia spp. izolata prema sinopti¢kom
kljuu (Lane, 2002) s rezultatima identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Co6té i sur.,
2004a), dobiven je broj tipi¢nih i atipi€nih Monilinia spp. izolata unutar vrste te broj tipinih i

atipiénih izolata u ukupnoj Monilinia spp. populaciji (Tablica 16).

Tablica 16. Broj tipi¢nih i atipi¢nih izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola sukladno

sinopti¢kom klju¢u (Lane, 2002)

Vrsta Broj tipi¢nih izolata Broj atipi€nih izolata Ukupno izolata po vrsti
M. laxa 50 84 134
M. fructigena 76 49 125
M. fructicola 98 4 102
Ukupno 224 137 361
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Od ukupno 134 izolata identificiranih PCR-om kao M. laxa (C6té i sur., 2004a), 50 je izolata
(37,3 %) pokazalo morfoloSka obiljeZja tipi€na za vrstu, dok je njih 84 (62,7 %) prema nekom
od obiljezja sinopti¢kog klju¢a (Lane, 2002) bilo atipicno. Od 125 izolata PCR-om
identificiranih kao M. fructigena (Cété i sur., 2004a), prema sinoptickom je kljuu (Lane,
2002) njih 76 (60,8 %) bilo tipi€no, a atipi¢no 49 (39,2 %). Izolati vrste M. fructicola pokazali
su najvec¢u podudarnost sa sinoptickim klju¢em (Lane, 2002). Od ukupno 102 izolata
identificiranih PCR-om (loos i Frey, 2000; C6té i sur., 2004a), njih ¢ak 98 (96,1 %) imalo je
tipicha morfolodka obiljeZja za vrstu, dok su 4 izolata (3,9 %) prema sinoptiCkom kljuéu
(Lane, 2002) bila atipicna. Od ukupne Monilinia spp. populacije, 224 izolata (62,0 %)
morfoloSki su bila tipicna za vrstu, dok je njih 137 (38,0 %) bilo atipi€no. Broj tipiCnih i

atipi€nih Monilinia spp. izolata prikazan je u Grafikonu 2.
Broj tipi€nih i atipi€nih izolata Monilinia vrsta
250

200

150

M. laxa M. fructigena M. fructicola Monilinia spp.

Tipi€no = Atipi¢no

Grafikon 2. Broj tipi¢nih i atipi¢nih izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola te svih
Monilinia spp. izolata temeljen na usporedbi morfoloskih obiljezja (Lane, 2002) i
identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Cété i sur., 2004a).

Na temelju zabiljezenih tipi¢nih i atipi¢nih morfoloSkih obiljezja sukladno identifikacijskom
kljuu (Lane, 2002) te na temelju rezultata identifikacije PCR-om (loos i Frey, 2000; Cé6té i
sur., 2004a), utvrden je broj izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola koji pokazuje
odredeno morfolosko obiljezje (Tablice 17, 18 i 19). Sva su navedena morfoloSka obiljezja
s odgovaraju¢im oznakama opisana u poglavlju 3.3. Analiza morfolo$kih obiljeZja izolata

Monilinia vrsta.
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Tablica 17. Broj i postotak izolata M. laxa s odredenim morfoloskim obiljezjem (Lane, 2002)

Brojizolata % izolata

Morfolosko obiljezje Oznaka (n=134) (n=134)
Siva boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice A 127 94,8
Zuta boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice B 3 2,2
Krem/bijela boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice © (4) (3,0)
Raste brzo (prosjec¢an promjer kolonije > 80 mm) D 10 7,5
Raste umjereno (prosje¢an promjer kolonije 70-80 mm) (E) (89) (66,4)
Raste sporo (prosje¢an promjer kolonije <70 mm) F 35 26,1
Obilna sporulacija G 19 14,2
Oskudna sporulacija H 115 85,8
Prisutna sporulacija u koncentricnim krugovima I 3 2,2
Nije prisutna sporulacija u koncentri¢nim krugovima J 131 97,8
Rub kolonije na nali¢ju Petrijeve zdjelice valovit K 127 94,8
Rub kolonije na nali¢ju Petrijeve zdjelice ravan L 7 5,2
Prisutne rozete M 119 88,8
Nisu prisutne rozete (N) (15) (11,2)
Crni reznjevi ili krugovi uz rozete @) 70 52,2
Crni tockasti dijelovi ili smedi reznjevi ili krugovi P 0 0,0
Reznjevi nisu prisutni Q 64 47,8

MorfoloSko obiljezje atipi¢no za vrstu M. laxa (Lane, 2002) oznaceno je podebljanim slovima.

Tablica 18. Broj i postotak izolata M. fructigena s odredenim morfoloskim obiljezjem (Lane,
2002)

Brojizolata % izolata

Morfolosko obiljezje Oznaka (n=125) (n=125)
Siva boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice A 15 12,0
Zuta boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice B 70 56,0
Krem/bijela boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice © (40) (32,0)
Raste brzo (prosje¢an promjer kolonije > 80 mm) (D) (69) (55,2)
Raste umjereno (prosje¢an promjer kolonije 70-80 mm) E 45 36,0
Raste sporo (prosje¢an promjer kolonije <70 mm) (3] (12) (8,8)
Obilna sporulacija (G) (19) (15,2)
Oskudna sporulacija H 106 84,8
Prisutna sporulacija u koncentri€nim krugovima 0] (14) (11,2)
Nije prisutna sporulacija u koncentri¢nim krugovima J 111 88,8
Rub kolonije na nali¢ju Petrijeve zdjelice valovit K 45 36,0
Rub kolonije na nali¢ju Petrijeve zdjelice ravan L 80 64,0
Prisutne rozete M 21 16,8
Nisu prisutne rozete N 104 83,2
Crni reznjevi ili krugovi uz rozete o 15 12,0
Crni tockasti dijelovi ili smedi reznjevi ili krugovi P 0 0,0
Reznjevi nisu prisutni Q 110 88,0
MorfoloSko obiljeZje atipi€no za vrstu M. fructigena (Lane, 2002) ozna&eno je podebljanim slovima.
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Tablica 19. Broj i postotak izolata M. fructicola s odredenim morfoloSkim obiljezjem (Lane,

2002)

Morfologko obiljezje Oznaka Br(t:lleiglz?ta "/Ein':i';t)a
Siva boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice A 102 100,0
Zuta boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice B 0 0,0
Krem/bijela boja kolonije na licu Petrijeve zdjelice C 0 0,0
Raste brzo (prosje¢an promjer kolonije > 80 mm) D 77 75,5
Raste umjereno (prosje¢an promjer kolonije 70-80 mm) (E) (25) (24,5)
Raste sporo (prosjeé¢an promjer kolonije <70 mm) F 0 0,0
Obilna sporulacija 102 100,0
Oskudna sporulacija H 0 0,0
Prisutna sporulacija u koncentriénim krugovima I 3 2,9
Nije prisutna sporulacija u koncentri¢nim krugovima @) (99) (97,1)
Rub kolonije na nali€ju Petrijeve zdjelice valovit K 4 3,9
Rub kolonije na nali¢ju Petrijeve zdjelice ravan L 98 96,1
Prisutne rozete (M) (0) (0,0)
Nisu prisutne rozete N 102 100,0
Crni reznjevi ili krugovi uz rozete o 0 0,0
Crni to¢kasti dijelovi ili smedi reznjevi ili krugovi P) 0) (0,0)
Reznjevi nisu prisutni Q 102 100,0

MorfoloSko obiljezje atipi¢no za vrstu M. fructicola (Lane, 2002) oznaceno je podebljanim slovima.

Utvrdivanje broja i postotka izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola s odredenim

morfoloskim obiljezijem (Lane, 2002) omogucilo je izradu morfoloskog profila sve ftri

Monilinia vrste koji se pokazao kao najzastupljeniji u Hrvatskoj (Tablica 20).

Tablica 20. NajCes¢i morfoloski profil Monilinia vrsta u Hrvatskoj

Najces¢a morfoloska

Najcesc¢i morfoloski

i) obiljezja u RH Eme] It () profil u RH
M. laxa A(E)HIKMQ 37/134 (27,6 %) Laxa-HR
M. fructigena B(D)HJLNQ 33/125 (26,4 %) Gena-HR
M. fructicola ADGU)LNQ 75/102 (73,5 %) Cola-HR

Morfolosko obiljezje atipi¢no za vrstu (Lane, 2002) oznaceno je podebljanim slovom i sivom bojom.

Naj¢esc¢i morfoloski profili hrvatskih izolata vrsta M. fructigena (Gena-HR) i M. fructicola

(Cola-HR) podudaraju se s tipi¢nim morfoloSkim obiljezjima koje opisuje Lane (2002). Ti su
profili utvrdeni kod 26,4 % (Gena-HR) i 73,5 % (Cola-HR) izolata. Naj¢es¢i morfoloski profil

hrvatskih izolata vrste M. laxa (Laxa-HR) javljao se kod ukupno 27,6 % izolata. Profil Laxa-

HR obuhvaéa i ,Q“ morfolosko obiljezje, odnosno obiljeZje kod kojeg nisu prisutni crni ili

smedi reznjevi na kolonijama, inace tipi€ni za vrstu M. laxa (Lane, 2002). Utvrdeno je kako
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se morfoloSko obiljezje ,Q“ atipicno za M. laxa prema sinopticCkom kljucu (Lane, 2002), u

ukupnoj M. laxa populaciji iz Hrvatske javlja kod 47,8 % izolata.

4.3. Rasirenost Monilinia vrsta na kostiCavom vocu u Hrvatskoj

Na temelju identifikacije do razine vrste, dobiveni su podaci o rasirenosti vrsta M. laxa, M.

fructigena i M. fructicola na kostiCavom voéu u Republici Hrvatskoj prema zupanijama i

lokacijama vocnjaka u kojima je provedeno istrazivanje. Rezultati su prikazani u Tablici 21.

Tablica 21. Zastupljenost Monilinia vrsta prema Zupanijama i lokacijama (voc¢njacima)

obuhvaéenima istrazivanjem

Zupanija Lokacija (voénjak) M. laxa M. fructigena M. fructicola
Modri¢ 2 0 0
. Metkovié 3 0 0
Dubrovacko-neretvanska )
Vrbovci 1 2 14
Ukupno 6 2 14
Umcani 1 2 48
Kroska 0 1 19
Splitsko-dalmatinska Veliki Prolog 0 0 1
Dusina 0 0 8
Ukupno 1 3 76
Podgradina 12 3 0
Kasi¢ 16 7 0
Smil¢i¢ 11 6 0
Zadarska -
Bastica 3 7 0
Skabrnja 7 3 0
Ukupno 49 26 0
Finida 10 21 0
Istarska Kaldir 5 8 2
Ukupno 15 29 2
) BiSkupec 3 8 0
Varazdinska
Ukupno 3 8 0
VratiSinec 1 9 1
Medimurska
Ukupno 9 1
Staro Cige 16 9 1
3 Novo Cige 0 0
Zagrebacka I
Bukovje Bistransko 0 0
Ukupno 19 9 1
Velika Ludina 4 6 0
Sisacko-moslavacka
Ukupno 4 6 0
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Zupanija Lokacija (voénjak) M. laxa M. fructigena M. fructicola
Vukosavljevica 1 4 0

Vukosavljevica - Brdo 0 5 0

VirovitiCko-podravska Vukosavljevica -

Potok
Ukupno

o
[EnN
o

=
o

) ) Rovisce
Bjelovarsko-bilogorska
Ukupno

C . . Novigrad Podravski
Koprivni¢ko-krizevacka
Ukupno

Kamenac

W 0 0 0 P

Osjecko-baranjska Tovlja¢
Ukupno 11
Zavrsje
Brodsko-posavska
Ukupno

Borinci

W W o o WwN P NN B D
0 0 O O O O O 0O o o o o

© © o O

Vukovarsko-srijemska
Ukupno

Prisutnost vrsta M. laxa i M. fructigena potvrdena je u svih 14 hrvatskih Zupanija koje su bile
obuhvacene ovim istrazivanjem. Rasirenost tih vrsta, s lokacijama nalaska, prikazana je na
Kartama 1 i 2. Vrsta M. fructicola nadena je u Sest hrvatskih zupanija (Dubrovacko-
neretvanska, Splitsko-dalmatinska, Istarska, Medimurska, Zagrebacka i Vukovarsko-

srijemska), a njena je rasirenost s lokacijama nalaska prikazana na Karti 3.
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Karta 1. Prikaz raSirenosti vrste M. laxa u hrvatskim Zupanijama prema lokacijama na
kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-neretvanska (Modri¢, Metkovi¢ i Vrbovci),
Splitsko-dalmatinska (Uméani), Zadarska (Podgradina, Kasié, Smilgié, Bastica i Skabrnja),
Istarska (Finida i Kaldir), Varazdinska (BiSkupec), Medimurska (VratiSinec), Zagrebacka
(Staro Cige, Novo Cie i Bukovje Bistransko), Sisatko-moslavacka (Velika Ludina),
VirovitiCko-podravska (Vukosavljevica), Bjelovarsko-bilogorska (Rovis¢e), Koprivnic¢ko-
krizevatka (Novigrad Podravski), OsjeCko-baranjska (Kamenac i Tovlja¢), Brodsko-

posavska (Zavr$je) i Vukovarsko-srijemska (Borinci).
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Karta 2. Prikaz raSirenosti vrste M. fructigena u hrvatskim Zupanijama prema lokacijama na
kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-neretvanska (Vrbovci), Splitsko-
dalmatinska (Uméani i Kroska), Zadarska (Podgradina, Kasi¢, Smil&i¢, Bastica i Skabrnja),
Istarska (Finida i Kaldir), Varazdinska (BiSkupec), Medimurska (VratiSinec), Zagrebacka
(Staro Cige), Sisacko-moslavacka (Velika Ludina), Viroviticko-podravska (Vukosavljevica,
Vukosavljevica - Brdo i Vukosavljevica - Potok), Bjelovarsko-bilogorska (Rovisc¢e),
Koprivni¢ko-krizevacka (Novigrad Podravski), OsjeCko-baranjska (Kamenac i Tovljac),

Brodsko-posavska (Zavr§je) i Vukovarsko-srijemska (Borinci).
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Karta 3. Prikaz raSirenosti vrste M. fructicola u hrvatskim Zupanijama prema lokacijama na
kojima je potvrdena njena prisutnost: Dubrovacko-neretvanska (Vrbovci), Splitsko-
dalmatinska (Umcani, KroSka, Veliki Prolog i Dusina), Istarska (Kaldir), Medimurska

(Vrati$inec), Zagrebacka (Staro Cige) i Vukovarsko-srijemska (Borinci).



4.4. Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta na kostiCavom vocu u

Hrvatskoj

4.4.1. Ukupna bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u Hrvatskoj

Ukupna bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u Republici Hrvatskoj odredena je na
temelju izraCuna udjela (%) pojedinih Monilinia vrsta u odnosu na ukupnu populaciju
Monilinia vrsta obuhvaéenu ovim istrazivanjem. Broj izolata identificiranih kao pojedina
Monilinia vrsta i udio (%) svake vrste u ukupnoj istrazivanoj populaciji Monilinia vrsta
prikazani su u Tablici 22.

Tablica 22. Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta obuhvaéenu istrazivanjem u Republici Hrvatskoj

Brup (Mlaxa) Brup (Mfructigena) Brup (Mfructicola)
RH Brup (Mspp)
% (Mlaxa) UP % (Mfructigena) UP % (Mfructicola) UpP
134 125 102
Ukupno 361
37,1 % 34,6 % 28,3 %

Brup (Mspp.) — ukupna populacija Monilinia vrsta

Brup (Miaxa, Mfructigena, Mtructicola) — broj izolata identificiranih kao M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola u
ukupnoj populaciji

% (Miaxa, Mtructigena, Mtructicola) UP — udio M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola u ukupnoj populaciji

Na razini Republike Hrvatske, koja je u ovom istrazivanju obuhvacala 14 Zupanija, M. laxa,
M. fructigena i M. fructicola bile su prisutne sa sli€nom ucestaloscu (37,1 %, 34,6 % i 28,3
%) te se ni jedna ne moze smatrati dominantnom u odnosu na ukupnu populaciju Monilinia
vrsta. Ukupna bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u Hrvatskoj prikazana je u Grafikonu
3.
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Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u Republici Hrvatskoj
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Grafikon 3. Ukupna bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u
Republici Hrvatskoj.

4.4.2. Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama

Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama odredena je na temelju
izraCuna udjela (%) pojedinih Monilinia vrsta u odnosu na ukupnu populaciju Monilinia vrsta
utvrdenu u pojedinoj Zupaniji. Bioraznolikost populacija utvrdena je zasebno za svaku
Zupaniju obuhvacéenu ovim istrazivanjem. Broj utvrdenih pojedinih Monilinia vrsta i udio (%)
svake vrste u ukupnoj istraZivanoj populaciji Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama

prikazani su u Tablici 23.
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Tablica 23. Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta u pojedinim Zupanijama

Brsup (Mlaxa)

Brzup (Mrructigena)

Brizup (Mfructicola)

2upanija BriuP (MSPD-) % ‘(’Mlaxa) % (M‘Iructigena) % (Mfructicola)
ZUP ZUP ZUP
. 6 2 14
Dubrovacko-neretvanska 22
27,3 % 9,1% 63,6 %
. . 1 3 76
Splitsko-dalmatinska 80
1.2% 3,8% 95,0 %
49 26 0
Zadarska 75
65,3 % 34,7 % 0 %
15 29 2
Istarska 46
32,6 % 63,1 % 4,3 %
, 3 8 0
Varazdinska 11
27,3 % 72,7 % 0%
i 1 9 1
Medimurska 11
9,1 % 81,8 % 9,1 %
. 19 9 1
Zagrebacka 29
65,5 % 31,0% 3,5%
; 4 6 0
Sisacko-moslavacka 10
40,0 % 60,0 % 0%
L 1 10 0
VirovitiCko-podravska 11
9,1 % 90,9 % 0%
: : 1 4 0
Bjelovarsko-bilogorska 5
20,0 % 80,0 % 0%
. . 8 7 0
Koprivni¢ko-krizevacka 15
53,3 % 46,7 % 0 %
; : 11 3 0
Osjecko-baranjska 14
78,6 % 21,4 % 0%
6 6 0
Brodsko-posavska 12
50,0 % 50,0 % 0 %
. 9 3 8
Vukovarsko-srijemska 20
45,0 % 15,0 % 40,0 %

Brzup (Mspp.) — ukupna populacija Monilinia vrsta u pojedinoj zupaniji
Brzup (Miaxa, Mtructigena, Miructicola) — broj izolata identificiranih kao M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola

u pojedinoj Zupaniji

% (Miaxa, Miructigena, Miructicola) ZUP — udio M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola u pojedinoj Zupaniji

Vrsta M. laxa pokazala se najuestalijom Monilinia vrstom u OsjeCko-baranjskoj zupaniji, u

kojoj zauzima 78,6 % u odnosu na ukupnu Monilinia spp. populaciju, dok se najmanje

zastupljenom pokazala u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji sa samo 1 % zastupljenosti.

Monilinia fructigena bila je najuCestalija u VirovitiCko-podravskoj Zupaniji s 90,9 %

uCestalosti u odnosu na ukupnu Monilinia spp. populaciju, a najmanje je zastupljena takoder
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bila u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji s 3,8 %. Za razliku od M. laxa i M. fructigena, M.
fructicola se u odnosu na ukupnu Monilinia spp. populaciju moze smatrati naju¢estalijom
Monilinia vrstom upravo u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji s 95 %-tnom ucestalosS¢u. S druge
strane, u sklopu ovog istrazivanja M. fructicola nije bila zastupljena u Zadarskoj,
Varazdinskoj, Sisatko-moslavackoj, VirovitiCko-podravskoj, Bjelovarsko-bilogorskoj,

Koprivni¢ko-krizevackoj, Osjecko-baranjskoj i Brodsko-posavskoj zupaniji.

4.4.3. Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta prema godini istraZivanja

Kako bi se odredila bioraznolikost istrazivanih populacija Monilinia vrsta prema pojedinim
godinama provodenja istraZivanja, izraCunat je udio (%) pojedinih Monilinia vrsta u odnosu
na ukupnu populaciju Monilinia vrsta u istrazivanju provedenom 2012., 2013. i 2016. godine.
Broj pojedinih Monilinia vrsta te odredivanje udjela (%) pojedine vrste u ukupnoj populaciji

Monilinia vrsta u Hrvatskoj u 2012., 2013. i 2016. godini prikazan je u Tablici 24.

Tablica 24. Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta u 2012., 2013. i 2016. godini

. Brgod (Mlaxa) Brgod (Mfructigena) Brgod (Mfructicola)
GOd'na Brgod (Mspp_) 9
% (Mlaxa) GOD % (Mfructigena) GOD % (Mfructicola) GOD
80 70 19
2012. 169
47,3 % 41,4 % 11,3 %
54 55 81
2013. 190
28,4% 29,0 % 42,6 %
0 0 2
2016. 2
0% 0% 100,0 %

Brgod (Mspp.) — ukupna populacija Monilinia vrsta u pojedinoj godini

Brgod (Miaxa, Mrructigena, Mtructicola) — broj izolata identificiranih kao M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola
u pojedinoj godini

% (Miaxa, Mtructigena, Mtructicola) GOD — udio M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola u pojedinoj godini

Bioraznolikost populacija Monilinia spp. 2012. i 2013. godine prikazana je i u Grafikonu 4.
Kako su 2016. godine prikupliena samo dva izolata (oba M. fructicola), bioraznolikost

populacija za 2016. godinu nije prikazana graficki.
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Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta prema godini istrazivanja
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Grafikon 4. Bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u istrazivanju
2012.i2013. godine.

4.4.4. Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta prema domacinu

Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta prema domacinu s kojeg su izolirane odredena je
izraCunom udjela (%) pojedinih Monilinia vrsta u odnosu na ukupnu populaciju Monilinia
vrsta utvrdenu na breskvi, nektarini i Sljivi. Rezultati odredivanja udjela (%) te broj pojedinih
Monilinia vrsta u ukupnoj populaciji Monilinia vrsta na breskvi, nektarini i $ljivi prikazani su
u Tablici 25.

Tablica 25. Broj i udio (%) M. laxa, M. fructigena i M. fructicola u odnosu na ukupnu

populaciju Monilinia vrsta na breskvi, nektarini i Sljivi

.. Brdom (Mlaxa) Brdom (Mfructigena) Brdom (Mfructicola)
Domagdin Brdom (Mspp.)
% (Mlaxa) DOM % (Mfructigena) DOM % (Mfructicola) DOM
87 61 60
Breskva 208
41,8 % 29,3 % 28,9 %
) 41 54 11
Nektarina 106
38,7 % 50,9 % 10,4 %
. 6 10 31
Sljiva a7
12,8 % 21,3 % 65,9 %

Braom (Mspp.) — ukupna populacija Monilinia vrsta na pojedinom domacinu

Brdom (Miaxa, Mfructigena, Miructicola) — broj izolata identificiranih kao M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola
na pojedinom domadinu

% (Miaxa, Mtructigena, Mtructicola) — udio M. laxa, M. fructigena ili M. fructicola na pojedinom domacinu
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Iz rezultata je vidljivo kako je na plodovima breskve najucestalija Monilinia vrsta bila M. laxa
s 41,8 % zastupljenosti u odnosu na vrste M. fructigena i M. fructicola. Monilinia fructigena
pokazala se kao najzastupljenija Monilinia vrsta na nektarini s 50,9 % zastupljenosti, dok je
na $ljivi najzastupljenija bila vrsta M. fructicola sa 65,9 %. Udio pojedine Monilinia vrste na

breskvi, nektarini i Sljivi prikazan je u Grafikonu 5.

Bioraznolikost populacija Monilinia vrsta na pojedinom domacinu
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Grafikon 5. Bioraznolikost populacija M. laxa, M. fructigena i M. fructicola na breskvi,

nektarini i Sljivi.

4.5. Fenotipska varijabilnost Monilinia vrsta u Hrvatskoj

4.5.1. Brzina rasta micelija na razlicitim temperaturama

Na temelju radijalnog porasta kolonije (mm/dan) svakog od 10 izolata M. laxa, M. fructigena
i M. fructicola, odredena je brzina rasta micelija pri temperaturama od 7,5, 15, 20, 25, 30 i
35 °C. Brzina rasta Monilinia spp. izolata prikazana je u Tablici 26, dok je porast svake

pojedine kolonije na zadanim temperaturama prikazan i graficki u Prilogu 2.
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Tablica 26. Brzina rasta micelija izolata M. laxa, M. fructigena i M. fructicola (mm/dan) na

VA na razli¢itim temperaturama

Izolat 7,5°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
M. laxa
ZD 139/12 0,110 1,083 2,318 3,697 1,833 0,000
ZD 143/12 0,106 2,422 2,077 0,269 0,599 0,000
ZD 145/12 0,089 0,589 2,758 4,438 0,484 0,000
ZD 149/12 0,067 1,219 3,195 4,367 1,542 0,000
ZD 152/12 0,000 1,068 1,705 1,543 0,521 0,000
ZD 153/12 0,383 1,891 2,375 2,847 1,151 0,000
ZD 155/12 0,306 1,938 3,854 5,201 1,635 0,000
ZG 29/13 0,024 1,156 2,604 4,237 1,260 0,000
VZ 20/13 0,167 1,198 1,038 3,173 1,516 0,000
BA 27/13 0,126 1,063 3,711 4,649 0,563 0,000
Prosjek po vrsti 0,138 1,363 2,564 3,432 1,110 0,000
M. fructigena
BR 71/12 0,000 2,635 3,310 4,282 0,396 0,000
VZ 19/13 0,595 3,484 2,056 3,431 0,432 0,000
VZ 21/13 0,549 2,203 3,386 3,709 0,490 0,000
VZ 22/13 0,316 1,531 1,085 1,122 0,740 0,000
VZ 23/13 0,292 0,375 1,513 4,059 0,474 0,000
VZ 25/13 0,281 0,521 0,970 1,419 0,708 0,000
VZ 26/13 1,437 2,118 3,470 5,653 2,271 0,000
VZ 27/13 0,061 2,961 0,361 0,974 0,396 0,000
BA 17/13 0,215 0,781 3,206 0,252 0,219 0,000
BA 18/13 0,170 1,911 2,216 1,579 0,500 0,000
Prosjek po vrsti 0,392 1,852 2,157 2,648 0,663 0,000
M. fructicola
PL 1/13 1,152 4,161 6,457 4,977 2,182 0,000
NS 30/13 0,476 3,438 5,716 7,205 3,760 0,000
VD 2/13 0,630 3,458 5,203 7,156 4,224 0,000
VD 4/13 0,624 2,771 5,175 6,477 3,776 0,